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3D tridimensional

aa aminoacidos

Ac anticos

ATCC american Type Culture Collection

BCIP 5-bromo-4-cloro-3-indolyl fosfat

BrEt Bromur d’etidi

cfu Colony forming units

C-ter Carboxi terminal

CIRCE Controlling inverted repeat of chaperone expression

dil Dilucié

DNA acid desoxiribonucléic

dNTP Deoxi-nucleotids trifosfat

EAGR Enriched in aromatic and glycine residues

EDTA Etilendiamintetraacétic

EHA Eficiéncia d’hemadsorcio

EtOH absolut Etanol 100 % (CH;CH,OH)

g Constant gravitatoria 9,8 m*s™

h hora(es)

HA Hemadsorcid

His histidina

Hoechst 33342 2'-[4-ethoxyphenyl]-5-[4-methyl-1-piperazinyl]-2,5'-bi-1H-
benzimidazole trihydrochloride trihydrate

IPTG b-D-isopropil-tiogalactosid

kb kiloparells de base (10° bp)

kDa kiloDaltons (10° Da)

LB medi de cultiu Luria-Bertani

MD Mutagenesi dirigida

min minuts

MOT Multi-organela terminal

N-ter Amino terminal

NBT Nitroblue tetrazonium chloride

NC nitrocel-lulosa

nt Nucleotid(s)

0.D. densitat optica

o/n overnight (toda la noche, 15 h aprox.)

oT Organela terminal

p/v pes per volum (g/100ml)

PA fosfatasa alcalina

pb Parell de bases

PBS Phosphate buffer saline (tamp¢ fosfat sali)

PCR Reaccid en cadena de la polimerasa

PID malaltia inflamatoria pélvica

PSA persulfat amonic

RBS Ribosome binding site (lloc d’uni6 del ribosoma)

Regi6 G/F Regio rica en glicina i fenilalanina

RNA acid ribonucléic

rpm revolucions per minut

s segons

SDS Sodium DodecylSulphate

SDS-PAGE electroforesi en gel de poliacrilamida-SDS
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TA
TAE
TEA
TEM
TEMED
tetM
UNG
uv

v/v
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WT
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Microscopia electronica de restreig
Temperatura ambient
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Trietanolamina

Microscopia electronica de transmissio
N,N,N’ N’-tetrametiletilendiamina
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Els micoplasmes

Els micoplasmes son els procariotes autoreplicatius més petits que es poden cultivar en medi axénic.
Pertanyen a la classe Mollicutes (Figura 1), un ampli grup de bacteris que no tenen paret cel-lular i
presenten un baix contingut en G+C en el seu genoma (Razin, 1985; Dybvig and Voelker, 1996). Es
caracteritzen per tenir una mida molt reduida (0,2-0,5 um) i membranes riques en colesterol i
lipoproteines. Una altra caracteristica és 1’as del codé TGA com a codo de triptofan, en comptes de codd
de stop, el que dificulta I’expressio heterologa de proteines d’aquests microorganismes.

Caracteristiques Mollicutes Altres procariotes

Paret cel-lular Absent Present

Membrana plasmatica Conté colesterol (en la majoria d’espécies) Sense colesterol

Mida del genoma Entre 564 i més de 2.220 kb Entre 1.050 i més de 10.000
k

Contingut en G+C dels genomes 23-40 mol% 2?—75 mol%

N° de operons rARN 1 02 (3 operons rARN a Mesoplasma lactucae) Entre 1110

Longitud 5S rARN 104-113 nucleotids >114 nucleotids

N° de gens tARN 30 (M. capricolum), 33 (M. pneumoniae) 84 (B. subtilis), 86 (E. coli)

Us del codé UGA Codifica per triptofan a Mycoplasma, Codo de stop

Ureoplasma, Spiroplasma i Mesoplasma

RNA polimerasa Resistent a rifampicina Sensible a rifampicina

Figura 1. Caracteristiques distintives entre Mollicutes i la resta d’Eubactéries. Taula extreta de (Razin ef al., 1998).

Es tracta de microorganismes estretament relacionats amb els bacteris Gram-positius. De fet es creu que
van evolucionar de forma regressiva per reduccio de genoma d’un avantpassat Gram-positiu,
especificament de la familia Bacillaceae (Woese et al., 1980). El reduit genoma dels micoplasmes
oscil-la entre les 564 kb de M. parvum (do Nascimento et al., 2014) i les 1358 kb de M. penetrants
(Sasaki et al., 2002). Aquesta austeritat genomica fa que tinguin limitades les opcions metaboliques de
replicacidé i supervivéncia. La reduida capacitat biosintética que presenten imposa uns requeriments
nutricionals molt estrictes que inclouen la necessitat d’incorporar aminoacids, nucleotids, acids grassos i
esterols a partir de fonts externes (Pollack ef al., 1997). Aquesta necessitat fa que hagin adquirit un estil
de vida parasitari obligat. D’altra banda, també cal destacar que son dificils de cultivar. Calen medis molt
rics, com per exemple SP4 (Tully et al., 1979) i, tot i aixi, creixen lentament. Per exemple, 1’aillament en
placa de colonies de M. genitalium pot trigar entre 7 i 15 dies i les colonies que es desenvolupen tenen
una caracteristica forma d’ou ferrat amb una mida entre 0,1-0,4 mm (Figura 2).

Figura 2. Colonies de Mycoplasma genitalium
desenvolupades en medi solid. L’endinsament
de la regi6 central de la colonia a I’interior de

I’agar dona lloc a colonies en forma d’ou ferrat.

Els micoplasmes, on s’inclouen els géneres de Mycoplasma, Ureaplasma, Acholeplasma, Spiroplasma i
Anaeroplasma, son parasits o comensals obligats d’un ampli ventall d’hostes, que inclouen humans,
mamifers, réptils, peixos, artropodes i plantes (Razin ef al., 1998). Com a patogens son agents causants de
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malalties de caracter molt divers que inclouen patologies respiratories, urinaries, oculars, etc., tant
croniques com agudes, caracteritzades per una baixa mortalitat i una elevada morbiditat.

Del génere Mycoplasma s’han descrit prop de 100 espécies (Razin et al., 1998) i d’aquestes es considera
que 15 sén d’origen huma (Figura 3) (Tully, 1993; Jensen, 2006). La majoria es consideren comensals del
tracte respiratori o urogenital, perd n’hi ha quatre, entre elles Mycoplasma genitalium, que presenten
propietats patogéniques. Els micoplasmes poden causar malalties agudes i croniques en multiples llocs i
amb complicacions d'ampli abast. Cal destacar, que també han estat implicats com a cofactors en
patologies molt diverses com en la patogénesis del SIDA, la transformacié de cél-lules malignes, les
aberracions cromosomals i altres patologies més complexes com la fatiga cronica o diverses artritis (Tsai
et al., 1995; Taylor-Robinson, 1996; Baseman and Tully, 1997).

Lloc de colonitzacié Metabolitza
Soca a'.ﬂlat per tracte tracte N consid‘er'at
primer cop genital respiratori Glucosa Arginina patogenic
M. hominis 1937 +
M. fermentans 1952 +? + + +
U. Urealyticuma® 1954 +
M. salivarium 1955 + +
M. primatum 1955 + +
M. pneumoniae 1962 + + +
M. orale 1964 + +
M. buccale 1965 + +
M. faucium 1965 + +
M. Lipophilum 1974 + +
M. genitalium 1981 + + +
M. pirum 1985 + + ?
M. Spermatophilum 1991 + + ?
M. penetrans 1991 + + + ?
M. amphoriforme 2005 + + ?

Figura 3. Caracteristiques de les espécies de micoplasma d’origen huma, que pertanyen als géneres de Mycoplasma i
Ureaplasma. *Metabolitza urea tnicament. El 2002, es va dividir en U. urealyticum i U. parvum. ?, sense certesa.
Taula extreta de (Taylor-Robinson and Jensen, 2011).

En I’ambit cientific, els micoplasmes també son coneguts com a contaminants freqiients de cultius
cel-lulars i son relativament dificils de detectar i eliminar (Chen, 1976; Drexler and Uphoff, 2002;
Shlomo Rottem ef al., 2012). Cal tenir en compte, que gracies a la seva mida tant reduida i I’abséncia de
paret cel-lular fa que siguin facilment filtrables per membranes amb porus de diametre tant petit com 0,22
um.

Tecniques de manipulacié genética

El reduit nombre d’eines de manipulacié genética disponibles a I’hora de treballar amb micoplasmes ha
dificultat I’estudi de la biologia d’aquests microorganismes. Es una important limitacié a 1’hora de
treballar amb aquests microorganismes que, com hem vist, son dificils de cultivar in vitro. No obstant, cal
destacar que ens els Gltims anys s’han aconseguit millorar i ampliar les técniques disponibles.

L’us de plasmidis replicatius en micoplasmes queda restringit a unes poques especies. Només s’han trobat
dos plasmidis naturals al génere micoplasma, pADP201 i pKMK1, que provenen de M. mycoides subsp.
mycoides (Bergemann et al., 1989; King and Dybvig, 1992). El seu baix nombre de copies i la incapacitat
de replicar en altres espécies diferents de M. mycoides i M. capricolum va promoure el disseny de



Introduccid

plasmidis artificials basats en I’origen de replicacié del cromosoma bacteria (OriC) a M. capricolum
subsp. capricolum (Janis et al., 2005), a Mycoplasma agalactiae (Chopra-Dewasthaly et al., 2005), a
Spiroplasma citri (Renaudin et al., 1995) i a M. pulmonis (Cordova et al., 2002). El fet de no haver pogut
desenvolupar plasmidis autoreplicatius funcionals per a les diferents espécies de micoplasma, han
propiciat que 1’Gs dels transposons hagi esdevingut 1’eina per excel-léncia i la més utilitzada en la
manipulacié genética dels micoplasmes. No obstant, hi ha varies espécies de micoplasmes que encara
romanen refractaries a la transformacio6 per transposons.

Els transposons disponibles per treballar en micoplasmes soén el Tn400!/ i Tn916, que van ser
originalment aillats de les bactéries Gram-positives Staphylococcus aureus (Lyon et al., 1984) i
Enterococcus faecalis (Franke and Clewell, 1981), respectivament. La utilitat del transpos6é Tn4001 (4,7
kb) es va demostrar per primer cop a M. pneumoniae (Hedreyda et al., 1993) i posteriorment es va fer
servir amb éxit en altres especies com M. gallisepticum (Cao <i>et al.</i>, 1994) i M. genitalium (Reddy
et al., 1996). La reduida mida del transposé Tn4001 ha promogut el seu Uis om a vector de clonatge en un
plasmidi suicida. No obstant, la inestabilitat i dinamisme dels transposons naturals un cop s’han
transposat, dificulta la interpretacié dels resultats. Es per aixo que es van dissenyar minitransposons,
plasmidis que incorporen els transposons naturals perd modificats, de forma que el gen de la transposasa
queda fora de la zona transposable, solucionant aixi el problema de la inestabilitat (Figura 4). La
construccié de minitransposons derivats de pMTn400/ ha representat un gran avang en 1’obtencié de
mutants estables en micoplasma (Pour-El ef al., 2002; Pich, Burgos, Planell, ef al., 2006).

A

BamHI EcoRl
f1(+) ori tnp — ' pMTaTerM438
0

Ahol et M438 (1940 bp)
. Sall
pMTnd001 EcoRV

IRO EcoRI
Psrl
Smal B
BamHI
Spel
Yhal Bamil BamHI

Novl
< pMTnGm

(6" )-aphi2 ") (2519 bp)

4276 h[‘ IRI

ColEl on
«

Figura 4. Representacio esquematica del vector pMTn4001, on es mostra multicloning site amb les dianes de restriccid
disponibles (4pal-Notl). tnp, gen de la transposasa (tnp); IR-OR y IR-OI, seqiiéncies invertides repetides interna i externa,
respectivament. L esquelet del vector es basa en el plasmidi pBluscript IT SK* (ColE1 ori, origen de replicacié de E. coli;
bla, gen de resisténcia a ampicil-lina; f1(+)ori, origen de replicacié del bacteriofag F1). En les capses s’ha representat el
clonatge dels gens de resisteéncia a tetraciclina modificat tezM438 per I’obtencid del vector pMTnTetM438 (A), o el gen de
resisténcia a gentaminina, acc(6’)-aph(2’’), per obtenir el vector pMTnGm (B). Figura modificada de (Pich ez al., 2006).

Dr’altra banda, els gens de resisténcia als aminoglicosids gentamicina, kanamicina i tobramicina, aac(6’)-
aph(2”), i a tetraciclina (tetM) que es troben en els transposons Tn4007 i Tn916, respectivament, s’han
utilitzat com a marcadors de seleccid en les diferents espécies de micoplasma (Voelker and Dybvig,
1996). En el cas de M. genitalium, es fa servir una versido modificada del gen tetM, que incorpora en el
seu extrem 5’ la fusié d’un fragment de 22 pb, corresponents a la regié promotora del gen mg438, un gen
d’expressio constitutiva a M. genitalium (Pich, Burgos, Planell, ef al., 2006). Aquesta regié de 22 pb, on
només s’han identificat dues possibles caixes -10 i cap caixa -35 ni cap seqiiencia RBS, és capa¢ de
promoure la transcripcié d’aquest gen a M. genitalium. Aquests dos gens marcadors es van fer servir per
modificar el minitranspos6 pMTn4001, obtenint els minitrasposons pMTnTetM438, portador del gen de
resisténcia a tetraciclina modificat tetM438 i pMTnGm, portador del gen aac(6’)-aph(2”) (Figura 4.B i
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4.C) (Pich, Burgos, Planell, ef al., 2006). L us del marcador tetM438 comporta diverses avantatges front
el gen aac(6’)-aph(2”), com per exemple la millora de les eficiéncies de transformacid per transposicio i
I’obtenci6 de colonies resistents en un menor temps d’incubacié (Pich, Burgos, Planell, et al., 2006). Cal
dir, pero, que en els tltims anys s’han incorporat com a marcadors de seleccid a micoplasmes els gens de
resisténcia puromicina i a cloramfenicol, que en parlarem més endavant (Renaudin et al., 1992; Algire et
al., 2009; Burgos et al., 2012; Calisto et al., 2012).

La utilitzacié de transposons ha suposat un gran avang en la manipulacié genética de micoplasmes, pero
el desenvolupament d’altres técniques més dirigides, com la recombinacié homologa, ha permeés eliminar
’aleatorietat associada als transposons. La recombinacié homologa permet 1’obtencié de mutants nuls per
un gen diana determinat. No obstant, aquesta técnica només s’ha pogut utilitzar amb éxit en unes poques
especies de micoplasma: Acholeplasma laidlawii (Dybvig and Woodard, 1992), M. gallisepticum (Cao et
al., 1994), M. pulmonis (Cordova et al., 2002), M. genitalium (Dhandayuthapani et al., 1999), y
recentment M. pneumoniae (Krishnakumar et al., 2010). La recombinacié homologa a M. genitalium és
una eina molt valuosa per determinar i estudiar la biologia d’aquest patogen.

El concepte de genoma minim i el model de cél-lula minima

M. genitalium amb un genoma de només 580 kb posseeix un dels genomes més petits que es coneixen
entre els organismes autoreplicatius (Figura 5). EI 1995 es va convertir en un dels primers organismes en
tenir el genoma completament seqiienciat (Fraser <i>et al.</i>, 1995). Un any més tard també s’obtenia la
seqiiéncia del genoma de M. pneumoniae, de tan sols 816 kb (Himmelreich et al., 1996). Aquesta fita va
redrecar I’interés dels cientifics envers els micoplasmes, ja que aquests dos organismes estan considerats
uns dels millors models experimentals per definir el genoma minim (Hutchison III ef al., 1999; Glass et
al., 2006). La idea de genoma minim fa referéncia al conjunt més petit de gens que podria sustentar el
funcionament d’una cél-lula en les condicions ideals, és a dir, amb accés a nutrients essencials i abséncia
d’estrés ambiental (Koonin, 2002).

Caracteristica H. influenzae M. pneumoniae M. genitalium E. coli
N° 1.830.137 816.394 580.070 4.639.221
Contingut en G+C dels genomes (mol%) 38 40 32 50

N° de possibles regions codificant (ORFs) 1.703 677 482 4.288

Figura 5. Caracteristiques principals d’alguns genomes bacterians. Taula modificada de (Razin et al., 1998).

M. genitalium actualment té anotats 525 gens, 482 dels quals codificarien proteines i 43 gens
correspondrien a TRNAs i tRNAs. Val a dir que en un estudi de proteomica recent s’han arribat a
identificar el 85,3 % de les proteines predites en aquest genoma (Parraga Nifio ef al., 2012). Com la
majoria dels micoplasmes, requereix colesterol pel seu creixement i és anaerobi facultatiu. No disposa de
la majoria d’enzims relacionats amb el cicle de Krebbs o la sintesi d’aminoacids, nucleotids, acids grassos
nivell de substrat (Dybvig and Voelker, 1996; Razin ef al., 1998). Per contrarestar aquestes deficiéncies
metaboliques disposa d’enzims multifuncionals que li permet compensar la pérdua d’algunes capacitats
biosintétiques, com per exemple, la promiscuitat biosintética de la lactat deshidrogenasa de M.
genitalium, que sembla compensar la manca de malat deshidrogenasa (Cordwell et al., 1997). D’altra
banda, el seu genoma conté un gran nombre de transportadors multiespecifics, aixi com diversos gens
relacionats amb 1’adhesi6 i antigens variables de superficie, que son importants per mantenir 1’estil de
vida parasitari 1 evadir el sistema immune de I’hoste. El genoma de M. genitalium conserva els gens
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essencials necessaris per la replicaciéo del DNA, transcripcio i traduccio, perod presenta reduccié important
en el nombre de gens de rRNA, tRNA i factors de transcripcio o altres proteines reguladores. Una altra
paradoxa que revela 1’analisi de genoma de M. genitalium, i també de M. pneumoniae, és 1’aparent
abseéncia d’una seqiiéncia canonica RBS en molts dels seus gens aixi com ’abséncia d’una caixa -35 en
els seus promotors o de seqiiéncies terminadores de la transcripcid (Fraser et al., 1995; Weiner 111 et al.,
2000; Pich, Burgos, Planell, et al., 2006; Lluch-senar et al, 2007; Giell et al., 2009). Aquestes
caracteristiques han convertit a M. genitalium en un dels millors models per arribar a entendre els termes
moleculars que governen el funcionament d’una maquinaria cel-lular (Razin, 1992).

Com hem vist M. genitalium presenta un metabolisme minim 1 molt poca redundancia génica. Prenent el
seu genoma com a model de partida, es van proposar definir el genoma minim mitjancant una
aproximacid “top-down” que consistiria en determinar quins gens serien essencials per mantenir la
capacitat autoreplicativa de la cél-lula, suprimint tots aquells gens dispensables. Mitjancant un assaig
global de mutagenesi per transposé es va estimar el conjunt més petit de gens essencials pel manteniment
de la viabilitat de M. genitalium. En condicions de creixement de laboratori, aquest conjunt seria de 265-
350 gens, tot i que en un treball posterior van corregir aquesta xifra fins a 382 (Hutchison III et al., 1999;
Glass et al., 2006). De totes formes, la llista de gens dispensables que es va determinar estaria incompleta,
perqué amb posterioritat s’han aillat mutants amb transposons inserits en gens que havien estat
considerats com essencials (Pich, Burgos, Ferrer-Navarro, et al., 2006; Lluch-senar et al., 2007; Pich et
al., 2008; Lluch-Senar et al., 2010). El resultat més sorprenent €s que una tercera part dels gens essencials
eren de funcié desconeguda, suggerint que encara falta descobrir i entendre molts mecanismes moleculars
importants pel manteniment d’una cél-lula procariota.

Seguint amb la idea de genoma minim, cal tenir en compte que encara caldria determinar quants dels gens
que havien trobat que eren individualment dispensables, es podrien delecionar simultaniament. Ara bé, en
aquest punt el projecte es va trobar amb una limitacié important deguda a la impossibilitat de produir
delecions simultanies de gens. Donades les eines de manipulacidé genética que es poden aplicar amb M.
genitalium es podrien fer delecions seqiiencials, pero, tot i aixi, donat que calen gens marcadors per
seleccionar les c¢l-lules modificades, el nombre de delecions que es podrien fer seria molt limitat.

Per poder superar aquest obstacle, I’equip del Dr. Venter va proposar que 1’aproximaci6 s’hauria de fer
sintetitzant quimicament genomes reduits. La sintesi i assemblatge d’un genoma sencer era un repte
important, donat que fins al moment només s’havien sintetitzat genomes virics (Cello ef al., 2002; Smith
et al., 2003) i la seqiieéncia més llarga de DNA sintetitzada era de 32 kb del cluster de gens poliketide
(Kodumal et al., 2004). Aquesta fita que semblava impossible, ’any 2008 es va fer realitat quan es va
publicar la sintesi i assemblatge d’un genoma sintétic, que també havia pres M. genitalium com a model,
posant a 1’abast la tecnologia per fabricar un genoma a la carta (Gibson et al., 2008). A més a més, també
es va desenvolupar una nova tecnologia que permetria fer funcionals aquests genomes sintétics. Es
tractava d’una nova técnica que permetia substituir el genoma original d’una cel-lula de partida per una
altre genoma, sintétic o no. La técnica es basava en un mecanisme per transferir DNA lliure de proteines
que permetia “reprogramar” bacteris i la van anomenar “transplantament de genoma” (Lartigue et al.,
2007). Aquestes dues noves técniques van permetre 1’obtencié de la primera cél-lula sintética (Gibson et
al.,2010).

Aquesta nova tecnologia encara té limitacions importants (Cohan, 2010), com ara la divergéncia entre
donants i receptors, perd permetra construir un bacteri amb qualsevol conjunt desitjat de canvis respecte
un organisme existent, incloent delecions o insercions enormes de gens d'altres organismes aixi com
canvis especifics en els gens existents. D’aquesta forma es podra profunditzar en qiiestions fonamentals
de la fisiologia microbiana, I’ecologia o I’evolucid, que estaven limitades a I’estudi de genomes existents,
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com per exemple I’estudi del genoma minim i els micoplasmes que estavem comentant. La biologia
sintética, amb aquestes técniques, també obre les portes al disseny d’organismes que podrien, per
exemple, incorporar noves vies de sintesi d’antibiotics que son dificils d’obtenir quimicament, nous
candidats a vacunes o cél-lules productores de biocombustibles, tot i que aquesta possibilitat també ve
acompanyada d’un important debat ¢tic i moral, que qiliestionen els limits de ’aplicaciéo d’aquesta
tecnologia (Editoril The Lancet, 2010; Cohan, 2010).

Per arribar al disseny racional de nous organismes com ambiciona la biologia sintética, falta comprendre
molt bé tots els sistemes que governen el funcionament d’una cél-lula, des dels elements basics que la
formen fins a la regulacio de tots els processos que permeten que sigui totalment autonoma. Des de la
seqiienciacio dels primers genomes i I’inici de 1’era de la genomica, s’han desenvolupat diferents
tecniques per abastar de forma massiva la caracteritzacié del proteoma, el transcriptoma, el metaboloma,
etc. Informacid qualitativa i, sobretot, quantitativa que ajudara a comprendre el funcionament dels
sistemes biologics existents (Serrano, 2007). En aquest camp de la biologia de sistemes ha contribuit molt
I’analisi d’una cél-lula minima, simple i quantitativa, ja provada per la naturalesa, com M. genitalium o
M. pneumoniae (Giiell et al., 2009; Kiihner et al., 2009; Yus et al., 2009; Maier et al., 2011; Giiell et al.,
2011; Yus et al., 2012; Wodke et al., 2013). I, com a fita important, cal mencionar que amb la conjuncid
de tots els estudis Omics que s’han realitzat, ha estat possible modelar informaticament el funcionament
fisiologic d’una cél-lula, basada en M. genitalium (Karr et al., 2012). El desenvolupament d’aquest tipus
de models informatics permetra el disseny experimental més racional i la millora de la seva interpretacio i
pot contribuir a accelerar els descobriments biologics, podent, per exemple, identificar gaps de
coneixement o comprovar la validesa de teories existents, i la millora de la bioenginyeria (Karr et al.,
2012; Macklin et al., 2014).

Mpycoplasma genitalium: un patogen huma emergent

Mycoplasma genitalium és un patogen huma emergent de transmissié sexual (Anagrius et al., 2005;
Manhart, Holmes, et al., 2007, McGowin and Anderson-Smits, 2011; Cazanave et al., 2012). Va ser
descobert fa 33 anys, quan es va aillar per primer cop de mostres uretrals de dos pacients amb uretritis no
gonococcica (UNG) (Tully et al., 1981) i posteriorment es va demostrar que causava uretritis en primats
inoculats intrauretralment (Taylor-Robinson, 1996). No obstant, donada la dificultat d’aillar aquest
microorganisme a partir de mostres cliniques i 1’elevada reactivitat serologica que presenta amb M.
prneumoniae, el principal agent causant de pneumonia atipica en humans (Krause and Balish, 2001), no va
ser fins a inicis dels anys 1990’ que es va poder evidenciar la forta associacié entre M. genitalium i la
UNG independent de Chlamydia trachomatis (Jensen, 2004). Es va aconseguir gracies al
desenvolupament d’assaig especifics i sensibles per la deteccié de M. genitalium mitjangant PCR.

Les dades indiquen que M. genitalium és el responsable entre el 20 i el 35 % dels casos de UNG
independent de clamidia (McGowin and Anderson-Smits, 2011). Clinicament, la UNG independent de
clamidia causada per M. genitalium, no es diferencia d’aquella causada per C. trachomatis. No obstant, la
presencia de M. genitalium a la uretra en el post-tractament s’ha associat significativament amb la
uretritis persistent o recorrent (Deguchi ef al., 2009).

Com hem dit, aquest micoplasma és un reconegut agent etiologic independent causant de UNG aguda i
persistent en homes. En dones, a part de la uretritis, també s’ha relacionat amb diversos sindromes
inflamatoris de ’aparell reproductor, com la cervicitis, ’endometritis, la malaltia inflamatoria pélvica
(PID) i la infertilitat. En estudis sobre la infertilitat causada per M. genitalium s’ha suggerit que tamb¢
podria estar implicat en complicacions durant I’embaras, com per exemple el part prematur (McGowin
and Anderson-Smits, 2011; Cazanave et al., 2012).
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A part de les malalties genitourinaries causades per aquest microorganisme també s’ha vinculat amb
diverses patologies extragenitourinaries com 1’artritis, la pneumonia o la fatiga cronica (Taylor-Robinson,
2002; Jensen, 2004; Anagrius et al., 2005). I, més recentment, s’ha vinculat amb la transformacié maligne
de cel-lules prostatiques benignes (Namiki er al., 2009) i la transmissibilitat del HIV (Napierala
Mavedzenge and Weiss, 2009).

Les dades de prevalenca de M. genitalium presentades en I’Gltim review publicat el 2012 (Cazanave ef al.,
2012) indiquen una taxa d’infeccid per M. genitalium en la poblacidé global és del 1-4 % en homes i del 1
al 6,4 % en dones i destaquen que la presencia del microorganisme pot ser asimptomatica. S’ha
determinat que la prevalenca en homes amb UNG aguda és del 13-46 %, mentre que en homes
asimptomatics seria del 0-15 % (Ishihara et al., 2004).

Com a reconegut agent de transmissido sexual, la prevalenga registrada en centres de prevencid de
malalties de transmissié sexual és del 4-38 % 1 en individus amb parelles infectades augmenta fins al 63
%. La transmissio sexual s’ha pogut comprovar també a nivell molecular analitzant diversos marcadors
moleculars, com el gen mg/91, on s’ha vist que les parelles presentaven el mateix serotip (Cazanave et
al., 2012). D’altra banda, cal destacar la forta associacio6 entre la infeccid per M. genitalium i el HIV amb
una prevalenca del microorganisme del 3,1-47,5 %. A més a més, els individus infectats amb M.
genitalium presentaven un increment significatiu en la susceptibilitat d’infeccié per HIV (Napierala
Mavedzenge and Weiss, 2009).

La manca de paret cel-lular fa que M. genitalium sigui intrinsecament resistent a antibiotics que actuen a
aquest nivell com els B-lactamics, que son la familia més amplia dins I’arsenal terapeutic i la més
utilitzada tant per I’ampli espectre d’accié com per les seves propietats farmacocinétiques. El tractament
de les infeccions per M. genitalium no esta estandarditzat (Cazanave et al., 2012). Es recomanen els
macrolids, especialment 1’azitromicina, perd també s’utilitzen tetraciclines o quinolones. No obstant, el
tractament amb tetraciclines té un index de fracas elevat i en els Ultims anys s’ha anat observant una
creixent resisténcia també als tractaments tant per macrolids com per fluoroquinolones. El tractament amb
azitromicina en dosis Unica d’1 g té una taxa d’¢xit de curacid del 79-87 % 1 en régim de 5 dies, després
del fracas amb doxyciclina, pot incrementar fins al 96 %, perd com a segona linia de tractament després
del tractament per dosis Unica d’azitromicina la taxa de curacié decau fins al 34 %, demostrant la
resisténcia adquirida a macrolids de pacients pretractats. Si el tractament amb azitromicina no resultar ser
efectiu es pot fer servir moxifloxacin, que és I’inic antibiotic amb ¢éxit de cura, perd només s’hauria
d’utilitzar en cas de que les altres terapies fracassessin (Manhart, Golden, et al., 2007; Jernberg et al.,
2008; McGowin and Anderson-Smits, 2011; Cazanave et al., 2012). L’eradicacidé de la infeccio per M.
genitalium €s important per evitar la persisténcia, especialment en dones donat que la inflamacio
prolongada en llocs del tracte reproductor superior pot causar seqiieles permanents com la infertilitat
(Quayle, 2002).

La preocupacid per trobar un bon tractament contra les infeccions de M. genitalium és una preocupacio6
creixent, no només per l’increment de la resisténcia a antibiotics sind perque el tractament amb
tetraciclines, ampliament utilitzat per tractar casos d’uretritis i cervicitis, ha fallat i es desconeixen les
raons (Falk et al., 2003), no s’ha demostrat un mecanisme de resisténcia. D’altra banda, és de destacar
I’increment de la preocupacié pel cas d’un micoplasma molt proper a M. genitalium com és M.
pneumoniae, donat 1'augment de la resisténcia d’aquest micoplasma als macrolids (Jacobs, 2012; Bébéar,
2012) com es va informar a 1'Asia, on fins al 90 % de les soques son resistents. Tanmateix, I’augment de
soques de M. pneumoniae resistents sembla ser un fenomen generalitzat a tot el mon, incloent el nord
d’Europa, EEUU i Israel (Citti and Blanchard, 2013). Aquests fets fan que sigui important el monitoratge
de les soques resistents i també la recerca de noves terapies contra les infeccions de micoplasmes humans,
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entre els quals trobem M. genitalium, 1 també ha renovat l’interés pel desenvolupament vacunes
preventives contra aquests patogens (Citti and Blanchard, 2013).

Mecanisme d’infeccio i evasio del sistema immunitari de I’hoste

M. genitalium, malgrat la seva simplicitat genomica i la senzillesa a nivell metabolic, és un patogen
extremadament sofisticat. La seva eficacia com a patogen és deguda a la capacitat per adherir-se i
colonitzar les cé¢l-lules hostes i dels diferents sistemes que li permeten eludir el sistema immunitari de
I’hoste.

Adheréncia i motilitat

La primera linia de defensa de 1’hoste son les mucoses, que representen una important barrera fisica que
protegeix els teixits de les possibles infeccions. No obstant, el 90% de les infeccions en humans
comencen en una mucosa, ja sigui genitourinaria, respiratoria o gastrointestinal (Alvarez et al., 2003). Per
aquest motiu, el sistema immunitari mucosal t€ una gran importancia per prevenir I’inici d’un procés
infeccids. Els micoplasmes, com a sofisticats patogens, han desenvolupat sistemes que els hi permeten
unir-se a diferents components d’aquesta mucosa. En el cas de M. genitalium s’ha trobat que I’enzim
glicolitic gliceraldehid-3-fosfat deshidrogenasa pot unir mucina, un dels components majoritaris de les
superficies mucoses (Alvarez et al., 2003). Sembla que aquest micoplasma exposa part d’aquest enzim
citoplasmatic a la superficie, on podria actuar com a receptor de mucina, convertint la mucosa en un
substrat ideal per adherir-se i desplacar-se (Alvarez et al., 2003). Estudis realitzats en altres espécies de
micoplasma han revelat mecanismes similars que permetrien 1’adhesié a diferents components de la
matriu extracel-lular. Un altre exemple seria el factor d’elongacié Tu (EF-Tu) i la subunitat E1  de la
piruvat deshidrogenasa de M. pneumoniae que poden unir fibronectina (Dallo et al., 2002).

Travessar les mucoses és important, perd [’adhesié a la cél-lula hoste es considera el primer pas per la
infecci6 1 posterior colonitzaci6 dels teixits. Els mecanisme principal de patogénesi de M. genitalium és,
per tant, ’adhesio a la superficie de les cel-lules epitelials genitals, mediada per 1’organela terminal
(Figura 6). L’organela terminal és una protuberancia que trobem en un dels extrems de la cél-lula i que
esta enriquida en proteines de citadheréncia. Les adhesines principals d’aquest micoplasma soén les
proteines transmembrana P140 (també coneguda com a MG191 o MgpB) i P110 (MG192 o MgpC). Cal
destacar I’elevada reactivitat serologica creuada que presenta la proteina P140 amb la proteina P1 de M.
pneumoniae, donada 1’elevada homologia que existeix entre les dues proteines (Dallo ef al., 1989). Una
altra fet que dona suport a la importancia de les adhesines com a factors de viruléncia és que els mutants
espontanis deficients en adheréncia presenten mancances d’aquestes proteines (Mernaugh ef al., 1993).
Es desconeix quin ¢€s el receptor o receptors cel-lulars d’aquestes adhesines, perd hi ha estudis que
indiquen que els residus d’acid sialic de la superficie de les cel-lules de I’hoste podrien actuar com a
dianes de reconeixement (Baseman, Banai, ef al., 1982; Nagai and Miyata, 2006; Kasai et al., 2013).

Figura 6. (A) Micrografia de M. genitalium per microscopia
electronica de rastreig. La fletxa senyala 1’organela terminal
en una de les c¢l-lules. La barra d’augment indica 1 um. (B)
Micoplasmes adherits a la superficie de cel-lules eucariotes
per microscopia electronica de transmissio. Les fletxes
indiquen cel-lules de micoplasma individuals. Foto propietat
de Daniel R. Brown.

L’organela terminal també és responsable del sistema de motilitat de les cél-lules, contribuint a la
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colonitzacio i disseminaci6 de la infeccid. S’ha observat que mutants deficients en motilitat de M.
preumoniae tenen problemes per colonitzar les cél-lules NHBE (Jordan et al., 2007). S’ha suggerit que la
motilitat tindria un paper important perqué el micoplasma aconsegueixi traspassar la mucosa i arribi als
receptors cel-lulars. D’altra banda, també cal mencionar que en un estudi més recent, fent servir un model
muri per reproduir la infeccio via vaginal amb M. genitalium, s’ha demostrat la rapida disseminacié de la
infeccid cap al tracte superior de ’aparell reproductor femeni i, a més a més, també es va detectar la
preseéncia del micoplasma en el genoll dels ratolins 7 dies després de la inoculacié intravaginal del
micoplasma (McGowin et al., 2010). Aquest resultats, a part de ser el primer cop que es demostra la
capacitat d’aquest micoplasma de colonitzar i infectar el tracte reproductor superior, obre la possibilitat
d’estudiar la implicacié de la motilitat del micoplasma en la seva disseminacié a través de teixits,
mitjangant I’estudi del de I’evolucid de les infeccions causades per mutants deficients en motilitat.

Totes aquestes evideéncies assenyalen per tant, un paper central de 1’organela terminal en la patogenesi
dels micoplasmes, perd sobre aquesta estructura i les seves funcions parlarem més endavant.

Variabilitat antigénica

Els principals determinants de la resposta immune de 1’hoste front M. genitalium son les adhesines P140 i
P110 (Svenstrup et al., 2006). Aquestes proteines estan codificades en 1’oper6 MgPa (Figura 7), on
trobem tres gens: el mgl90 (o mgpA), que codifica per una proteina de funci6é desconeguda, i els mgl91
(o mgpB) 1 mgl92 (o mgpC), que codifiquen les proteines P140 i P110, respectivament (Musatovova et
al., 2003). Al llarg del genoma de M. genitalium trobem distribuides nou regions no codificants que
contenen seqiiencies repetides de 1’operé6 MgPa. Aquestes regions es coneixen com a “MgPa islands”
(MgPal) o “MgPa repeats” (MgPar) i representen un 4,7 % del genoma de M. genitalium (Fraser et al.,
1995).
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Figura 7. Mecanisme de variabilitat antigéncia de M. genitalium. (A) Diagrama il-lustrant la localitzacié del oper6 MgPa
en el genoma de M. genitalium i la distribucio de les regions homologues MgPal. (B) Esquema mostrant els segments de
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seqiiencia homologa entre els gens mg191 i mg192 (caixes R1 a R5) i els diferents MgPal. Les linies de color indiquen les
regions d’homologia amb 1’oper6 MgPa en cada MgPal i la numeracié indica els extrems 5” i 3* de la regié d’homologia
en els gens mgl91 1 mgl92. Les diferents MgPal tenen longituds i arquitectura diferent respecte la posicio de les caixes.
Figura extreta de (Burgos, 2009), préviament modificada de (Iverson-Cabral et al., 2006; Iverson-Cabral et al., 2007).

Sistema de

Organisme variacié Gens involucrats Elements involucrats en la variacié  Nivell de regulacio
M. hyorhinis Vlp Familia de gens  Extesio homopolimers, poly(A) Control transcripcional
M. bovis Vsp Familia de gens  Transposici6 DNA Control transcripcional

M. gallisepticum  pMGA  Familia de gens  Repeticions oligonuclotids (GAA), Control transcripcional

M. pulmonis Vsa Familia de gens  Inversions DNA Control transcripcional
M. hominis Vaa Copia unica Extesio homopolimers, poly(A) Framshift traduccional
M. fermentans P78 Part d'un oper6  Extesio homopolimers, poly(A) Framshift traduccional

Figura 8. Caracteristiques genétiques dels sistemes de variacid d’antigens de superficie a micoplasmes. Taula extreta de
(Razin et al., 1998).

Aquestes seqiiéncies repetides proporcionen una font il-limitada de variabilitat antigénica a M.
genitalium, perqué poden recombinar entre elles i amb els gens de 1’operé6 MgPa (Iverson-Cabral et al.,
2007; Ma et al., 2007). Aquestes recombinacions també s’ha suggerit que poden originar variacions de
fase que podrien activar o desactivar, tant de forma reversible com irreversible, 1’expressio de les
adhesines P140 i P110 (Burgos et al., 2006). La variacio de fase en les proteines P140 i P110, provocaria
la pérdua de I’organela terminal del micoplasma i de la incapacitat per adherir-se a la cél-lula hoste o a
qualsevol altre superficie.

En altres espécies de micoplasma també s’han descrit mecanismes genétics de variacio antigénica, que
solen estar associats a lipoproteines exposades a la membrana (Figura 8). Aquests mecanismes estan
relacionats amb la variacié de la mida de proteines immunogeéniques mitjangant recombinacions de
dominis repetits o en 1’alteracié de 1’estat transcripcional i/o traduccional mitjangant ruptures del marc de
lectura o reordenacions de seqiiéncies més grans de DNA, ja siguin per delecions, inversions, insercions,
conversions o duplicacions (Bhugra et al., 1995; Citti and Wise, 1995; Zhang and Wise, 1996; Razin et
al., 1998; Shen et al., 2000; Citti et al., 2010; Wu et al., 2012).

Efectes citopatics i toxines

Les infeccions provocades per M. genitalium son majoritariament asimptomatiques. Fet que contribueix
en la persisteéncia de les infeccions d’aquest microorganisme, que sembla que s’ha adaptat per respectar al
maxim 1’hoste que el manté. No obstant, en alguns casos si que s’originen lesions en el teixit epitelial.

Els micoplasmes no disposen de factors de viruléncia tipics com toxines, citolisines o invasines, 1 €s
coneix poc sobre la manera poden produir aquestes lesions, especialment en les espeécies més virulentes.
En el cas de les infeccions per M. genitalium, s’ha suggerit que la simptomatologia derivada de la
infecci6 podria ser conseqiiencia principalment de la resposta inflamatoria del mateix hoste.

No obstant, en els tltims anys s’han trobat possibles factors de viruléncia que podrien donar lloc als
efectes citopatics provocats especificament per micoplasmes. Un exemple és la toxina CARDS amb
activitat ADP-ribosiltransferasa, codificada pel gen mpn372 de M. pneumoniae. Igual que la subunitat S1
de la toxina pertussis secretada per Bordetella pertussis (Locht and Antoine, 1995), la toxina CARDS
podria produir la ribosilacio de 'ADP de la proteina G, interferint en la transmissio dels senyals des dels
receptors de la superficie cel-lular. Han demostrat que el subministrament de la proteina MPN372
produeix una vacuolitzacié extensiva i en darrer terme la mort de les cél-lules exposades (Kannan and
Baseman, 2006). D’altra banda, els micoplasmes produeixen superdxids i peroxid d’hidrogen a uns
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nivells susceptibles d’induir citotoxicitat i no disposen d’enzims com la catalasa o la superoxid dismutasa
per eliminar I’estrés oxidatiu resultant del seu metabolisme. Alguns estudis han vinculat I’estrés oxidatiu
derivat de la produccié de peroxid a I’activitat hemolitica que exhibeixen algunes espécies de micoplasma
(Kannan and Baseman, 2000). Per exemple, M. mycoides alliberaria el peroxid produit per I’enzim GlpO
directament a D’interior de la cél-lula hoste, causant-li la mort (Pilo et al., 2005). Com hem dit, els
micoplasmes no disposen de catalasa o peroxid dismutasa, pero tenen altres sistemes que els permeten fer
front a I’estrés oxidatiu que produeixen tant ells mateixos com la resposta immunitaria innata de 1’hoste.
M. genitalium per exemple, disposa del gen mg408 que codifica per un enzim que catalitza la reducci
dels residus de metionina oxidats de les proteines (MsrA). La disrupcié d’aquest gen incrementa la
sensibilitat del bacteri al peroxid d’hidrogen i disminueix la viruléncia de la soca defectiva
(Dhandayuthapani et al., 2001; Das et al., 2012).

Internalitzacio a la cel-lula hoste

El caracter cronic de les malalties causades per M. genitalium es deu en gran part a la capacitat d’aquest
patogen per internalitzar-se, replicar-se i subsistir dins de la cél-lula hoste (Dallo and Baseman, 2000).

S’ha comprovat, en estudis in vitro amb models de cel-lules epitelials vaginals (Herbst-Kralovetz et al.,
2008), que 2h després de la infeccido M. genitalium s ha adherit a les cél-lules hoste i a les 3h, ’adhesi6 va
seguida de la invasié del microorganisme que s’internalitza dins la cél-lula hoste (McGowin, Ma, ef al.,
2009). El mecanisme d’internalitzacidé €s encara desconegut, perd de moment s’ha observat que quan
aquest micoplasma entra en contacte directe amb una cél-lula, es forma una depressid6 amb
caracteristiques similars a les invaginacions recobertes per clatrina (Mernaugh et al., 1993), suggerint que
el mecanisme d’invasi6 cel-lular dels micoplasmes podria ser similar al de Chlamydia psittaci o C.
trachomatis (Hodinka et al., 1988). L’organela terminal del micoplasma estd sempre en contacte amb la
membrana cel-lular. Per aquest motiu, s’ha suggerit que receptors situats en aquesta estructura podrien ser
els desencadenants del procés invasiu. Un cop internalitzat, M. genitalium es localitza en vacuoles
generalment a la regié perinuclear, perd també s’ha indicat la possible localitzacié nuclear, una
localitzaci6 sorprenent en altres bactéries (Figura 9) (Jensen et al., 1994; Baseman et al., 1995; Ueno et
al., 2008; McGowin, Popov, et al., 2009; Taylor-Robinson and Jensen, 2011).
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Figura 9. Interaccio entre M. genitalium i firobroblasts de pulmo després de 2 h (A) i1 12 h d’incubaci6 (B i C). A partir de

—_—

les 12 h després de la infeccid es comencen a observar micoplasmes internalitzats en vesicules del tipus clatrina. Les barres
d’augment indiquen 500 nm i les més petites 100 nm. Figura extreta de (Mernaugh et al., 1993).

La infeccioé indueix la resposta innata del sistema immunitari especificament mediada pel reconeixement
de lipoproteines expressades a la superficie de la cél-lula del micoplasma. Aquestes lipoproteines
interaccionen amb els receptors TLR1, TLR2 i TLR6 induint I’activacio de la via NF-xB, que permeten
I’activaci6 i reclutament de mondcits i macrofags a la mucosa vaginal o de la cérvix (McGowin, Ma, et
al., 2009). Tot i que la fagocitosi de M. genitalium per macrofags pot eradicar la infeccido de forma
efectiva, la localitzaci6 intracel-lular del microorganisme li permet escapar del sistema immunitari de
I’hoste i, al mateix temps, li confereix resisténcia als tractaments amb antibiotics, donat que molts no
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poden travessar la membrana cel-lular, afavorint la cronicitat de les infeccions (Cazanave et al., 2012).

Morfologia cel-lular: Organela terminal i citoesquelet

Una de les caracteristiques distintives dels micoplasmes és I’abséncia de capa de peptidoglica, que fa que
no siguin susceptibles de tincié Gram i els fa més sensibles a detergents, alcohols i canvis osmotics.
L’abseéncia de paret cel-lular afavoreix les morfologies esfériques o pleomorfiques dels micoplasmes. Tot
i aixi, algunes espécies de micoplasma tenen morfologies concretes i caracteristiques. En el cas de M.
genitalium es pot observar una prolongacié de la membrana en un dels pols de la cél-lula, que 1i atorga la
caracteristica forma de “pera”. Aquesta protuberancia es coneix com a organela terminal i €s caracteristic
de les especies de Mycoplasma que formen part del cluster filogenétic de M. pneumoniae (excepte
Mycoplasma alvi) (Figura 10) (Hatchel and Balish, 2008).

L’organela terminal es pot dividir en una part proximal o coll, enganxada al cos cel-lular, i una part més
distal o boto terminal, que consisteix en un petit engruiximent després del coll (Figura 11). Entre les
diferents espécies que presenten aquesta morfologia existeixen algunes diferéncies distintives, com la
forma més allargada de M. pneumoniae o la curvatura de 1’organela terminal que presenta M. genitalium.
A M. pneumoniae també es pot distingir clarament una cua en el pol oposat de la cél-lula. Cal dir, que
recentment en el nostre grup s’ha pogut determinar que M. genitalium també presentaria aquesta cua, tot i
que desconeixem la possible funcié d’aquesta (manuscrit en preparacio).

10
M. pneumoniae
_E,OI. genitalium
M. gallisepticum
_|M. imitans

M. testudinis

Boto terminal
Coll

Cos cel-lular

M. amphoriforme Cua

M. pirum

M. alvi

Figura 10. Arbre filogenétic basat en les seqiiéncies del rRNA 16S dels micoplasmes del cluster de M. pneumoniae.
Figura extreta de (Hatchel and Balish, 2008).
Figura 11. Micrografies de microscopia electronica de rastreig de cél-lules de micoplasma crescudes sobre cobreobjectes

de vidre. (A) M. genitalium; (B) M. pneumoniae; (C) Representacidé esquematica d’una cél-lula de micoplasma. El cap de
fletxa senyala la curvatura de 1’organela terminal M. genitalium. La barra d’augment indica 250 nm. Figura modificada de
(Hatchel and Balish, 2008).

El secret dels micoplasmes per mantenir una morfologia tant caracteristica, en abséncia de paret cel-lular,
és la preséncia d’un complex citoesquelet intern (Trachtenberg, 1998), que polaritza la cél-lula
estructurant ’organela terminal (Figura 12.A i 12.B).

Les cél-lules de micoplasma sén sensibles a 1’s de detergents. Aquest fet ha permés estudiar el
citoesquelet d’aquests microorganismes, donat que roman intacte després de tractar les cel-lules amb el
detergent Triton X-100. Després de tractar les cel-lules d’aquesta forma, s’observa una estructura
complexa de proteines coneguda com a fraccid insoluble en Triton X-100 o “Triton shell” (Meng and
Pfister, 1980; Gobel et al., 1981). Aquesta estructura esta formada per un eix proteic d’uns 220 nm de
llarg i 50 nm de gruix, segons I’especie, que suportaria el coll de ’organela terminal (Hatchel and Balish,
2008). S’ha observat també que aquest eix esta constituit per dues barres estriades separades per un petit
espai i que semblen estar connectades per unes fibres radials a la periféria de la membrana (Hegermann et
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al., 2002). A la part més distal d’aquest eix s’observa una estructura més gruixuda que constitueix el botd
terminal. La part proximal de I’eix s’uneix a un complex format per dos anells de proteines en forma de
roda que connecten amb unes fibres radials, també ancorades a la membrana. Sembla que també
existeixen fibres que s’endinsen al citosol, aixi també com una estructura proteica intimament associada
al voltant de la membrana cel-lular. Mitjangant criotomografia electronica es va fer una reconstruccio més
detallada i tridimensional de ’organela terminal de M. pneumoniae (Henderson and Jensen, 2006;
Seybert et al., 2006). En la reconstruccio es va veure que la ultraestructura de 1’organela terminal estaria

constituida per un minim d’onze proteines diferents, el que dona idea de la seva gran complexitat (Figura
12.C112.D).

Figura 12. Citoesquelet i arquitectura de I’organela terminal. Micrografies de microscopia electronica de transmissio de (A) M.
genitalium 1 (B) M. pneumoniae, on es va observar per primer cop que I’organela terminal presentava al mig un eix electrodens
envoltat d’una area electrolucida (Biberfeld and Biberfeld, 1970). (C) Micrografia per criotomografia electronica on es pot
observar en detall la ultraestructura de 1’organela terminal de M. pneumoniae i (D) Representacié esquematica de les 11
estructures proteiques que componen l’organela terminal segons la reconstruccid feta per criotomografia electronica. Figura
modificada de (Henderson and Jensen, 2006).

Aprofitant el tractament amb el detergent Tritd X-100 també s’han pogut aillar i identificar la major part
de les proteines del citoesquelet de M. pneumoniae (Regula et al., 2001). Moltes de les proteines
identificades estan implicades en metabolisme, com les subunitats o i f de la piruvat deshidrogenasa.
També s’han identificat proteines relacionades amb transcripcio i traducciod, com el factor d’elongacio Tu,
relacionades amb la resposta a 1’estrés, com la DnaK, i relacionades amb divisié cel-lular, com el FtsZ.
Donat que la DnaK és estructuralment homologa a I’actina (Flaherty et al., 1991) i el factor d’elongacio
Tu té la capacitat per formar filaments in vitro (Beck et al., 1978), no es descarta que aquestes proteines
realment formin part del citoesquelet d’aquests micoplasmes. A part d’aquestes proteines, també es van
identificar un conjunt de proteines exclusives de micoplasma, que no tenien funcid assignada, tot i que
com veure a continuacio, tenen un paper fonamental en el desenvolupament de 1’organela terminal i estan
associades al manteniment de la capacitat de citadheréncia (Krause, 1998). Es tracte de les proteines
HMWI1, HMW2, HMW3, P65, P40, P90, P1 i P200.

Arquitectura de I’organela terminal

L’arquitectura del citoesquelet i I’organela terminal ha estat tradicionalment estudiada a M. pneumoniae.
Aquest micoplasma és el microorganisme filogenéticament més proper a M. genitalium. Aquests dos
patogens, a part d’estar emparentats morfologicament i serologicament, també mostren una gran identitat
de seqiiéncia entre els seus gens i proteines relacionats amb la citadheréncia (Figura 13.A) (Dallo et al.,
1989). A més a més, la majoria dels gens que codifiquen per aquestes proteines tant a M. pneumoniae
com a M. genitalium es troben formant operons, mostrant que també comparteixen una mateixa
organitzacié cromosomica (Dallo et al., 1989; Waldo 3rd et al., 1999; Musatovova et al., 2003). Les
proteines de citadheréncia en menor grau també estan conservades a M. gallisepticum, ara bé, pel que fa a
la resta d’especies del cluster pneumoniae, es desconeix si presenten proteines ortdlogues als components
de I’organela terminal de M. pneumoniae i M. genitalium.

Mitjangant 1’aillament i caracteritzaci6 de mutants d’aquest micoplasma deficients en adhesié es van
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poder identificar algunes de les proteines que formen part de I’organela terminal (Krause et al., 1982;
Baseman, Cole, ef al., 1982; Reddy et al., 1996). Van trobar adhesines especifiques involucrades
directament en 1’adhesi6 del micoplasma com son les proteines de membrana P1 i P30, pero també es van
identificar altres proteines que s’han considerat accessories per 1’adheréncia. En primer lloc trobariem el
complex format per les proteines P90 (B) i P40 (C) que és essencial per mantenir la proteina P1 associada
a la fraccié insoluble Triton X-100 (Layh-Schmitt and Harkenthal, 1999). D’altra banda, hi ha les
proteines d’alt pes molecular HMW1, HMW2 i HMW3 que, tot i no tenir un paper directe en
I’adheréncia, sén essencials per mantenir la integritat de [’esquelet que suporta I’organela terminal
(Krause and Balish, 2004). Aquestes proteines son molt interessants perqué soén Uniques de micoplasma
(Proft and Herrmann, 1994). I, per tltim, amb I’aillament de mutants deficients en motilitat s’han pogut
identificar noves proteines integrants de 1’organela terminal, com son la proteina P41, P24, P200 i TopJ
(Jordan et al., 2007; Hasselbring and Krause, 2007b; Cloward and Krause, 2009).

M. pneumoniae M. genitalium Identitat de A ( - Pl B
vz 1 . genitali seqiiéncia (%) Proteines | = poo/pao ] P140/P110
exposadesla ! = P65 AT
P1 P140 45,4 (14) la superficie o P30
P90/P40 P110 50,2 (17,4)
P30 P32 43,2 (25,2)
HMWI1 MG312 32,9 (20,7)
HMW2 MG218 57 (2)
HMW3 MG317 33,5 (24,7) \
P65 MG217 41,6 (21,4)
MG491 MG312 MG217
P41 MG491 53,7 (9,5) | M Il | MG219 MG218  MG317
MG200 P32
P24 MG219 15,9 (42,9) P41 HMW1 P65 MG386  GrpE
Topl) MG200 34,9 (35) P24 HMW2  HMW3 MG269
ToplJ DnaK
P200 MG386 29,7 (39.,2) P200 Lon

Figura 13. Proteines integrants de 1’organela terminal de M. pneumoniae i M. genitalium. A la taula s’han inclos les proteines
identificades que formen 1’organela terminal de M. pneumoniae i les proteines homologues identificades a M. genitalium. La
identitat de seqiiéncia entre les proteines ortologues s’ha calculat en base alineaments realitzats amb el algorisme EMBOSS
(EMBL-EBI). Entre paréntesi s’indica el % de gaps obtinguts en els alineaments. Cal resaltar que en base als alineaments, les
proteines P24 i MG219 no es poden considerar homologues, perd es creu que podrien ser funcionalment similars donat que el
gens codificants comparteixen la mateixa localitzacié en 1’oper6 P65. (A) Localitzacié aproximada de les diferents proteines en
I’organela terminal a M. pneumoniae (Seto and Miyata, 2003; Kenri ef al., 2004; Jordan et al., 2007; Cloward and Krause, 2009)
i (B) a M. genitalium. Figura modificada de (Martinez Mariscal, 2013).

La majoria de les proteines estructurals de M. pneumoniae associades a la citadheréncia son riques en
prolina i estan fosforilades (Proft ef al., 1996; Su et al., 2007; Schmidl, Gronau, Pietack, ef al., 2010). De
fet s’ha vist que ’estabilitat de les proteines de citadheréncia a M. pneumoniae requereix 1’activitat de la
quinasa PrkC (Schmidl, Gronau, Hames, et al., 2010). A més a més, s’ha trobat que moltes d’aquestes
proteines presenten regions amb homologia de seqiiéncia amb proteines estructurals de mamifers. La
proteina accessoria de citadheréncia HMW2 per exemple, presenta regions homologues a la miosina
(Krause et al., 1997) i les proteines P65, HMWI1 i HMW3 presenten seqiiéncies repetides internes
similars a 1’espectrina, una proteina de membrana present en organismes eucariotes (Krause, 1996;
Krause, 1998).

Mitjancant fusions a proteines fluorescents i técniques d’immunofluorescéncia s’ha confirmat que totes
les proteines identificades co-localitzen a l’organela terminal, tot i que el limit de resolucié del
microscopi optic i la reduida mida dels micoplasmes dificulta la determinacié d’una ubicacié més
concreta. No obstant, es creu que les proteines HMW1 i HMW?2 formen part de 1’eix central de 1’organela
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terminal (Figura 13.B) i serien els constituents principals del eix electro-dens (Seto and Miyata, 2003;
Balish et al., 2003; Kenri et al., 2004). La proteina HMW3 es trobaria en una posicié més distal (Stevens
and Krause, 1992; Seto and Miyata, 2003) on podria ser el constituent principal del boté terminal, segons
estudis realitzats sobre la proteina homologa a M. genitalium (MG317) (Pich et al., 2008). En la zona més
distal de 1’organela terminal co-localitzen les proteines P65 i P30 (Seto and Miyata, 2003) i, en canvi, en
la zona més proximal, que coneixem com a “wheel-like structure”, es trobarien les proteines P24, P41,
P200 i TopJ (Kenri et al., 2004; Jordan et al., 2007; Cloward and Krause, 2009). L’adhesina principal P1,
juntament amb les proteines P90 i P40, es localitza al llarg de 1’organela terminal, encara que una porcid
també es trobaria distribuida per tota la superficie cel-lular (Baseman, Cole, ef al., 1982). Les proteines
P1, P90, P40 i P30 son proteines exposades en la superficie cel-lular mentre que les proteines HMW1 i
P65 s’han detectat tant en la superficie com en I’interior de M. pneumoniae (Krause and Balish, 2004).
Cal destacar que recentment, en el nostre laboratori, s’han aconseguit localitzat a M. genitalium per
primer cop un total de 15 proteines a I’organela terminal (Figura 13.B). Mitjancgant 1’Gs de proteines de
fusi6 amb la proteina fluorescent eYFP, s’ha pogut realitzar la localitzacié relativa de les diferents
proteines de ’organela terminal del micoplasma prenent com a referéncia la proteina P32. En aquest
treball també es van poder assignar a 1’organela terminal proteines préviament no descrites com a
integrants d’aquesta estructura (Figura 13.B), tot i que en alguns casos si es van detectar en la fracci6
insoluble en TX-100 (Regula et al., 2001), com sén les proteines mg269, GrpE, DnaK i Lon (Martinez
Mariscal, 2013).

La gran complexitat d’interaccions existents en 1’organela terminal es pot veure reflectida en el fet que la
pérdua d’algunes d’aquestes proteines afecta I’estabilitat i la localitzacié d’altres components de
I’organela terminal. En alguns casos s’ha demostrat que aquest fenomen té un origen post-traduccional
(Popham et al., 1997), suggerint que totes aquelles proteines que no es poden incorporar al citoesquelet
son prematurament degradades, un fet molt habitual entre les proteines que formen part d’estructures
d’ordre superior. L’exemple més clar és el paper central que té la proteina HMW2 en [’estabilitat
d’aquesta estructura, donat que la seva abséncia comporta la reduccié dels nivells de les proteines
HMWI1, HMW3, P65 i P30 (Krause and Baseman, 1982; Dallo et al., 1996; Fisseha et al., 1999).
Globalment aquestes observacions indiquen una interdependeéncia entre les proteines associades a
I’organela terminal i suggereixen 1’existéncia d’un encaix seqiiencial i jerarquic dels seus components. De
fet, la seqiliencia d’assemblatge en la formaci6 de 1’organela terminal de M. pneumoniae ha estat
proposada, perd la regulacié d’aquest procés d’assemblatge, tant a nivell temporal com espaial, segueix
sent dificil d’assolir (Balish and Krause, 2002; Seto and Miyata, 2003; Krause and Balish, 2004;
Hasselbring et al., 2006; Hasselbring and Krause, 2007b).

En els ultims anys, també s’ha avancat en el coneixement de la ultraestructura de M. genitalium (Pich,
Burgos, Ferrer-Navarro, et al., 2006; Burgos et al., 2006; Burgos et al., 2007; Burgos et al., 2008; Pich et
al., 2008). En general s’han trobat una gran similitud entre la ultraestructura d’aquest micoplasma i la
descrita a M. pneumoniae, com hem pogut veure amb la localitzacié de les proteines integrants d’aquesta
estructura (Figura 13), pero cal dir que també s’han trobat algunes diferéncies que podem exemplificar
amb el paper de la proteina MG217, homologa de p65, en la curvatura que presenta 1’organela terminal
d’aquest micoplasma (Burgos et al., 2008). Una altra diferéncia forca discutida es la diferéncia entre les
funcions assignades entre les proteines homologues MG200 de M. genitalium (Pich, Burgos, Ferrer-
Navarro, et al., 2006) i TopJ de M. pneumoniae, perd aquest aspecte el discutirem més endavant en aquest
treball.

Per tal de seguir aprofundint en aquest coneixement, en el grup de Biologia Molecular del IBB, amb
col-laboracié amb el grup de Biologia Estructural del Dr. Fita (IBMB-CSIC), s’esta treballant en un
projecte per poder elucidar la ultraestructura de 1’organela terminal de M. genitalium. En aquest sentit,
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s’esta treballant per poder determinar 1’estructura a nivell atomic de les proteines que formen part
d’aquest complex, aixi com de les interaccions que existeixen entre elles, per poder realitzar una
reconstruccié de I’organela terminal. Aquest projecte comenca a donar fruits, com sén 1’estructura del
domini EAGR de la proteina MG200 (Calisto et al., 2012), homologa a TopJ de M. pneumoniae, o
I’estructura de la proteina MG491, homologa a p4l (manuscrit en preparacio). A més a més, també
s’estan determinant les interaccions entre les diferents proteines que conformen aquesta estructura, com
per exemple la interaccid entre un péptid carboxi-terminal de la proteina p41 i el domini EAGR de la
proteina MG200 (Martinelli et al., acceptat a JBC) o la interaccio entre I’extrem carboxi-terminal de la
proteina MG200 i la proteina MG219 (manuscrit en preparacio).

Basicament hem fet referéncia al citoesquelet i la ultraestructura de 1’organela terminal de M. pneumoniae
1 M. genitalium, perd cal senyalar que tamb¢ hi ha estudis sobre el citoesquelet d’altres espécies de
micoplasma com seria M. gallisepticum (patogen aviar) i M. mobile (patogen de peixos). L’organela
terminal de M. gallisepticum, tot 1 que es coneix com a “bleb”, conté un citoesquelet similar al de M.
pneumoniae, tot 1 que no és sorprenent ja que tots dos micoplasmes pertanyen al mateix cluster
filogenétic. On trobem una estructura i composicid diferent del citoesquelet és en el cas de M. mobile. Les
cel-lules d’aquest micoplasmes també presenten una petita prolongacié6 de la membrana que s’ha
anomenat “cap” (head-like structure) i1 s’uneix al cos cel-lular per una regi6 que s’anomena coll. El
citoesquelet de M. mobile esta caracteritzat per una malla proteica en forma de medusa que s’estén per tot
el cos (Figura 14) (Miyata and Ogaki, 2006; Nakane and Miyata, 2007; Nakane and Miyata, 2009).

Figura 13. Citoesquelet de M. mobile. (A)
Micrografia de microscopia electronica de
transmissié on es visualitza el citoesquelet de M.
mobile per tincid negativa. La membrana
cel-lular i el citosol es van eliminar mitjangant un
tractament suau amb 0,1 % Triton X-100. (B)
Representacié esquematica del d’una cél-lula de
M. mobile amb el seu citoesquelet amb forma de
malla. Imatges extretes de (Miyata, 2010).

Multifuncionalitat de I’organela terminal

Com hem vist abans, es considera que el principal mecanisme de patogenicitat del micoplasma és
I’adheréncia a la cel-lula hoste. M. genitalium s’adhereix a la superficie de les cél-lules epitelials a través
de I’organela terminal, on concentra la majoria de les adhesines. El micoplasma sempre manté en
contacte amb la cél-lula ’organela terminal, pel que fins i tot s’ha suggerit que podria tenir un paper
important en la internalitzacié del microorganisme dins les cél-lules hoste. Només cal afegir, per recalcar
I’estreta relacid entre aquesta complexa estructura i I’adheréncia, que en un treball recent s’ha demostrat
I’absolut requeriment de les proteines P140 i P110, que son les principals adhesines de M. genitalium, pel
correcte desenvolupament de 1’organela terminal (Burgos ef al., 2006).

No obstant, a part de I’important rol en adheréncia que exerceix 1’organela terminal, aquesta esta
relacionada amb altres funcions importants per I’estil de vida parasitari d’aquests micoplasmes, com so6n
la motilitat i la divisi6 cel-lular.

Motilitat

El moviment de cél-lules de micoplasma es va demostrar en els anys 1970’ (Bredt, 1973) i fins ara s’han
descrit fins a 13 espécies motils, que son M. mobile, M. pulmonis, M. penetrans, M. hominis, M. agassizii,
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M. testudineum 1 7 espécies de cluster pneumoniae (M. pneumoniae, M. testudinis, M. amphoriforme, M.
gallisepticum, M. imitans, M. genitalium 1 M. pirum) (Hatchel and Balish, 2008).

En el mén microbia trobem multiples formes de moviment (Jarrell and McBride, 2008). El més estés
entre els procariotes seria el flagel-lar, que permet un desplagcament optim en un medi liquid. Ara bé, les
espécies motils de micoplasma tenen I’habilitat de desplagar-se per sobre de superficies solides sense
I’ajuda de flagels, pili o altres proteines motores convencionals (McBride, 2001). De fet, en 1’analisi dels
6 genomes de micoplasma motils seqiienciats que hi ha disponibles fins ara (Fraser et al., 1995;
Himmelreich et al., 1996; Chambaud et al., 2001; Papazisi et al., 2003; Jaffe et al., 2004; Pereyre et al.,
2009), no s’han trobat gens relacionats amb cap sistema de moviment bacteria conegut o amb homologia
a proteines motores eucariotes, indicant que aquests microorganismes motils disposen d’un mecanisme
nou en el mon bacteria. El seu moviment s’ha englobat en el grup de motilitat per lliscament o gliding
motility, on s’inclouen mecanismes diversos de diferents microorganismes que també es desplacen sobre
superficies solides sense 1’ajuda de flagels o estructures similars (McBride, 2001).
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Figura 15. Models de motilitat proposats per explicar la motilitat en els mlcoplasmes. (A) Model “cent-peus”. de motilitat. S’ha
inclos un esquema amb la localitzaci6 cel-lular de la maquinaria de gliding de M. mobile i un diagrama representant el motor

molecular. Modificat de (Miyata, 2008; Miyata, 2010). (B) Model d’*“oruga” basat en canvis conformacionals de 1’eix
electrodens de 1’organela terminal observats per criotomografia electronica amb mostres de M. pneumoniae. Figures extretes de
(Henderson and Jensen, 2006; Jarrell and McBride, 2008).

Per tal d’explicar el moviment dels micoplasmes s’han proposat dos models diferents (Miyata, 2008). El
primer model és el de “cent-peus”, caracteristic de M. mobile (Figura 15.A). Aquest és el micoplasma
més rapid de tots, ja que es pot desplagar a una velocitat de 4 um s, i el seu moviment per Iliscament és
el que ha estat millor documentat fins al moment (Uenoyama et al., 2004; Seto, Uenoyama, et al., 2005;
Uenoyama and Miyata, 2005; Adan-Kubo et al., 2006; Nagai and Miyata, 2006; Ohtani and Miyata,
2007; Miyata, 2008; Uenoyama et al., 2009; Sato et al., 2012; Tulum et al., 2014; Kinosita et al., 2014).
Aquest model es basa en una maquinaria de motilitat formada per quatre grans proteines (G1i349, Glil23,
Gli521 1 P42) localitzades a la base de la protrusié de la membrana, que estaria suportada per un complex
citoesquelet intern en forma de malla (Nakane and Miyata, 2007). Concretament, proposen que les quatre
proteines de 1’aparell motil formarien un complex amb forma de pota flexible que podria adoptar
diferents conformacions. La pota estirada tindria una longitud de 50 nm i al voltant del coll del
micoplasma, que ¢€s la regi6 que uneix el cos amb el cap o protrusié6 de la membrana, es trobarien
distribuides multiples potes. El moviment generat per la hidrolisis d’ATP des de dins de la cel-lula es
transmetria a les potes a través d’una proteina que faria d’engranatge produint un moviment repetitiu
d’unid, propulsié endavant i alliberament de les potes sobre una superficie, a la que s’hi unirien a través
de residus sialil-galactosa (Miyata, 2010). Es interessant que el conjunt de proteines Gli i P42 només es
troben conservades a M. pulmonis (Chambaud et al., 2001).

El fet que altres micoplasmes no disposen dels gens homolegs als que codifiquen per les proteines
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relacionades amb motilitat de M. mobile, obre les portes a la possibilitat que existeixi un mecanisme de
motilitat diferent (Fraser et al., 1995; Himmelreich et al., 1997; Jaffe et al., 2004). Aixi, el segon model
és el d’“eruga” i és el model proposat per explicar la motilitat de les espécies de micoplasma que tenen
organela terminal, com M. genitalium i M. pneumoniae (Figura 15.B). En aquest segon model, 1’organela
terminal podria donar lloc a un tipus de desplagament amb algunes caracteristiques similars al moviment
de les erugues, de forma que el desplagament s’originaria per contraccio/distensio de 1’organela terminal.
Aquesta hipotesi es basaria en diverses observacions. En primer lloc, el paper central de 1’organela
terminal sorgiria del fet que s’ha observat que sempre marca el sentit de la marxa. A més a més, a M.
pneumoniae s’ha observat que en mutants deficients en proteina P41, I’organela terminal sovint se separa
del cos cel-lular i aquesta continua desplacant-se durant un maxim de 30 minuts (Hasselbring and Krause,
2007a). Aquest fenotip suggereix que aquesta proteina P41 tindria un paper essencial per mantenir unit el
citoesquelet de 1’organela al cos cel-lular i evidencia que la totalitat de la maquinaria de motilitat resideix
a I’organela terminal. No obstant, la manera com l’organela terminal participa en el moviment és una
incognita 1 només existeixen conjectures. Per exemple, hi ha evideéncies que 1’eix electro-dens pot ser
flexible i variable conformacionalment (Henderson and Jensen, 2006). No obstant, s’ha criticat que fins
ara els estudi publicats en defensa d’aquest model, es basin en observacions realitzades en condicions de
suspensio6 1 no en condicions reals de lliscament (Miyata, 2010). De fet, hi ha qui considera que de fet la
motilitat de tots els micoplasmes es pot explicar amb el primer model (Miyata, 2010). Tot i ’abséncia de
proteines homologues en aquests micoplasmes, a favor d’aquesta idea es destaca que tots els micoplasmes
motils tenen en comu que es desplacen en la mateixa direcci6 i sentit d’estructures polars diferenciades on
es concentra la maquinaria responsable del moviment (Miyata and Uenoyama, 2002; Hasselbring and
Krause, 2007a). D’altra banda, a M. pneumoniae s’ha observat que anticossos contra la P1 redueixen la
velocitat de desplagament fins que acaben per desenganxar el micoplasma de la superficie (Seto, Kenri, et
al., 2005), suggerint la possibilitat que la proteina P1 actui de manera similar a la proteina Gli349 de M.
mobile. En la mateixa linia, han demostrat que M. pneumoniae es desenganxa de la superficie quan
s’afegeixen residus de sialil-monosacarids, suggerint que la proteina P1 podria actuar com a pota de
forma equivalent a la proteina G1i349 de M. mobile que uneix residus sialil-galactosa (Nagai and Miyata,
2006; Kasai et al., 2013). I afegeixen que en tots els casos la maquinaria es suporta amb un complex
citoesquelet formant una complexa estructura de més de 10 proteines (Miyata, 2010). D’aquesta forma es
defensa que el mecanismes de motilitat seria el mateix en els dos grups filogenétics de micoplasmes, tot i
la divergéncia entre les proteines integrants del mateix, fet que s’explicaria per una evolucio rapida
deguda a les necessitats d’aquests patogens (Miyata, 2010).

En estudis sobre la motilitat a M. pneumoniae, proteines originariament relacionades amb adhesi6, com la
P1 ila P30, s’han relacionat també amb la maquinaria de motilitat (Hasselbring et al., 2005; Seto, Kenri,
et al., 2005; Relich and Balish, 2011). El fet que els micoplasmes s’hagin d’adherir a una superficie
solida per poder desplagar-se, dificulta la identificacié dels elements que conformarien la maquinaria
motil. En aquest sentit, en estudis a partir de mutants deficients en motilitat, tant a M. pneumoniae com a
M. genitalium, la major part dels gens implicats inequivocament en el mecanisme de motilitat
contribueixen paral-lelament al manteniment de I’estructura de I’organela terminal i en la capacitat
d’adhesio6. S’ha suggerit que les maquinaries d’adhesi6 i de motilitat podrien estar relacionades i no es pot
descartar que de fet no siguin independents. No obstant, s’han pogut identificat dues proteines a M.
genitalium que estarien involucrades tnicament en la motilitat del micoplasma, les proteines MG200 i
MG386 (Pich, Burgos, Ferrer-Navarro, et al., 2006). Per poder clarificar quin sera el model que s’ajustara
més al moviment d’aquests micoplasmes caldra determinar els elements que conformen la maquinaria de
motilitat i el paper que hi juguen per poder fer una reconstruccié de forma similar a com s’ha pogut fer a
M. mobile.
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Divisio cel-lular dels micoplasmes

La divisio cel-lular per fissi6 binaria sembla el model més estés entre els micoplasmes, tot i que no es
descarat que hi hagin altres sistemes (Miyata and Seto, 1999). En el cas de micoplasmes amb morfologia
polars, com M. genitalium i M. pneumoniae, tot i que encara es desconeix el mecanisme exacte de divisio
cel-lular, hi ha evidéncies que I’organela terminal hi juga un paper fonamental. A partir d’observacions
fetes amb diferents técniques de microscopia, s’ha proposat un model de divisio cel-lular que comengaria
amb una primera fase en que es produiria la formacié d’una nova organela terminal adjacent a I’organela
preexistent i durant aquesta fase la cél-lula romandria immobil. Un cop finalitzada la duplicacio, sembla
que es reactivaria la capacitat motil de 1’organela terminal original, que iniciaria el desplagament
endavant. D’aquesta forma, la nova organela terminal, encara no motil, s’aniria quedant desplagada cap al
pol oposat de la cel-lula. Com és logic, els mutants deficients en motilitat presenten alteracions en aquest
procés de migracié de les organeles terminals. En la tltima fase, amb una organela a cada pol de la
c¢l-lula es produiria la citocinesi originant dues cél-lules filla (Figura 16.A) (Bredt, 1968; Seto et al.,
2001; Hasselbring et al., 2006). En aquest model, la duplicacid i migraci6é de I’organela terminal estarien
coordinats amb la replicaci6 dels cromosomes. Aquesta afirmaci6 la sostenen dues observacions; per una
banda les cel-lules amb una sola organela terminal contenen menys DNA que aquelles cel-lules amb dues
organeles terminals i, per I’altra, les cél-lules que presenten una organela terminal a cadascun dels seus
pols soén les que contenen una major quantitat de DNA, suggerint 1’estat diploide de la cel-lula, necessari
abans de la citocinesi (Seto ef al., 2001).
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Figura 16. Esquema del model actual de divisié cel-lular. (A) Esquema general de duplicacié de 1’organela terminal i
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divisi6 per fissio binaria valid per M. genitalium i M. pneumoniae, tot i que, en aquest ultim és freqiient observar 1’aparici6
de multiples organeles abans de que es produeixi la separacié de les cel-lules filla (B). Figura extreta de (Hasselbring et
al., 2006).

El fet que la formacié de noves organeles terminals coincideixi amb la divisio cel-lular suggereix un
paper funcional d’aquesta estructura en el procés. Un altre hipotesi molt interessant és la possibilitat que
components de ’organela terminal puguin unir el cromosoma del micoplasma, de forma que la separacié
de les organeles terminals podria promoure a la vegada la segregacio dels cromosomes. No obstant, falten
dades experimentals per suportar aquest rol de I’organela terminal en el cicle de divisi6é cel-lular. No
obstant, els mecanismes que regulen i coordinen aquests processos son encara desconeguts. Aquest model
tampoc explica com es produiria la citocinesi. En el mén microbia es considera que la proteina FtsZ és
essencial per la divisid cel-lular per fissio binaria, pero en el cas dels micoplasma hi ha espécies que no
tenen el gen fisZ, codificant per aquesta proteina, i a M. genitalium s’ha demostrat que no és essencial pel
seu creixement (Lluch-Senar ef al., 2010). En aquest moment, s’ha proposat que la for¢a exercida per
cada organela en direccions oposades podria facilitar la citocinesi i, per tant, la motilitat tindria un paper
important en el procés. No obstant, cal recalcar que mutants no adherents i, per tant, no motils, poden
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finalitzar la divisio cel-lular, segurament per la preséncia de FtsZ.

La duplicacié de I’organela terminal és important per la divisié cel-lular d’aquests micoplasmes.
Coexisteixen dues teories per explicar com es podria produir aquesta duplicacié: una suggereix que el
procés és semiconservatiu a partir d’una organela preexistent i I’altra que es poden formar “de novo”. En
imatges de microscopia electronica s‘han observat cél-lules amb un eix electro-dens bifurcat per la part
distal, que podria donar suport a la primera teoria (Hegermann et al., 2002; Nakane and Miyata, 2009),
pero en oposicio, altres autors suggereixen que el procés hauria de ser “de novo”, perqué mutants sense
una estructura preexistent poden generar organeles terminals noves (Willby et al., 2004). Una altra
observacio interessant que fan a M. pneumoniae €és que en abséncia de proteina P41, les noves organeles
terminals es formen en posicions laterals allunyades de 1’organela terminal preexistent, que descarta la
necessitat espaial d’aquesta i atorga un paper essencial a aquesta proteina en el control de la localitzacid
de I’organela terminal nova (Hasselbring and Krause, 2007b).

Una altra qiiestio6 és la regulacié temporal d’aquesta duplicacié de 1’organela terminal. A M. pneumoniae
s’ha observat que generalment la duplicacié de I’organela terminal es produeix diverses vegades abans de
la generacio de cel-lules filla (Hasselbring et al., 2006). Aquests resultats suggereixen que a M.
pneumoniae la duplicaci6 de ’organela terminal no esta coordinada amb la divisi6 cel-lular (Figura
16.B). Ara bé, en el cas de M. genitalium sembla que si existeix una regulacio estricte de la duplicacié de
I’organela terminal, perque en la poblacid de la soca salvatge no s’han observat cel-lules amb més de dues
organeles terminals. L’aparici6é de tres o més organeles terminals només s’ha observat en mutants amb
deficiencies de motilitat o en mutants amb nivells reduits de P140 i P110 (Pich et al., 2009). En el primer
cas sembla clar que és conseqiiéncia d’un alentiment de la migraci6é de 1’organela terminal al pol oposat
de la cél-lula i també del procés de citocinesi. De 1’observacié que amb la reduccié dels nivells de P140 i
P110 s’incrementa 1’aparicio de cél-lules amb miultiples organeles s’ha suggerit que els nivells d’aquestes
dues proteines podrien directe o indirectament regular temporalment la duplicacié de I’organela terminal
a M. genitalium (Pich et al., 2009).

20



Objectius

Capitol I

* Determinar I’inici de traduccio i transcripcié d’una nova proteina identificada a M. genitalium, que
comparteix seqiiéncia amb 1’extrem carboxi-terminal de la proteina MG218.

* Obtenir una soca de M. genitalium que no expressi aquesta nova proteina, perd sense alterar
I’expressi6 de les proteines codificades per ’oper6 del gen mg218.

* Estudi de la funcié de la nova proteina a partir de la caracteritzacié del fenotip de la soca defectiva.

Capitol 11
* Estudiar la funcio biologica de la caixa EAGR de la proteina MG200 de M. genitalium.

Capitol I1I

* Comprovar si els mutants de M. genitalium amb insercions de transposo al locus MG_200 expressen
un fragment amino-terminal de la proteina.

* Determinar quin rol té la regié amino-terminal de la proteina MG200, on trobem dominis amb funcio6
xaperona.

* Estudiar el paper dels dominis amino-terminals en la funcié global de la proteina MG200 de M.
genitalium.
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Capitol 1. Caracteritzacio funcional d’una nova proteina de M. genitalium

Introduccio

Amagades darrera una simplicitat aparent, M. genitalium presenta diverses caracteristiques tipiques dels
organismes eucariotes (Trachtenberg, 1998). Un bon exemple és el complex citoesquelet que trobem sota
la seva membrana cel-lular, que dona forma i polaritza la cél-lula. Aquest citoesquelet defineix 1’apéndix
que trobem en un dels extrems de la cél-lula, que es coneix com a organela terminal (OT) o “tip
structure” 1 atorga a la cél-lula forma de pera (Figura 1.1). Aquesta organela terminal esta relacionada
amb funcions tan diverses i importants per la cél-lula com poden ser la divisié cel-lular, 1’adhesié del

micoplasma a les cél-lules hoste i la motilitat.

Figura L.1. Micrografies de M. genitalium. Les fletxes
senyalen I’OT. (A) Imatges de microscopia electronica de
rastreig. La barra d’augment indica 1 um (100 nm en
I’ampliacid de la cantonada inferior esquerre). (B) Imatges
de microscopia electronica de transmissio. La barra
d’augment indica 100 nm.

La proteina MG218 ¢és una de les proteines principals del citoesquelet de M. genitalium 1 t€ un paper
central en la formacié de I’organela terminal (Pich et al., 2008). Aquesta proteina de 1805 aa és una de les
proteines més grans de M. genitalium i esta codificada pel segon gen d’un oper6 vinculat amb funcions
relacionades amb ’adheréncia (Musatovova et al., 2003), on trobem de forma seqiiencial els gens mg217
MG217), mg218 (MG218), mg491 (P41) i mg219 (P24) (Figura 1.2), tots ells gens que codifiquen
proteines relacionades amb 1’organela terminal (Burgos et al., 2008; Pich et al., 2008);(Gonzalez-
Gonzalez, Garcia-Morales, et al., en preparacio).

Es interessant que mitjangant Western blot amb un anticds policlonal contra la regid carboxi-terminal de
la proteina MG218, es va identificar una nova proteina, d’aproximadament 25 kDa. Aquesta nova
proteina podria ser producte d’una proteolisi dirigida a partir de la proteina MG218, pero en 1’estudi de
diversos mutants amb insercions de transposé en el gen mg218, que expressaven formes truncades de la
proteina MG218, es va refutar aquesta hipotesi, perque la proteina MG218-s era present en tots ells (Pich
et al., 2008). Aquesta petita proteina no s’originaria per proteolisi dirigida, sindé que seria producte de la
traduccié d’un gen amb un promotor propi localitzat dins del gen mg2i8, tot i que encara caldria
determinar el lloc especific de I’inici de traducci6é del mateix. La pregunta que ens plantejavem era per
qué aquest microorganisme, amb un dels genomes més reduits que es coneix, ha preservat un gen amb
promotor propi per ’expressié d’una proteina que és exactament I’extrem carboxi-terminal d’una altra
proteina que és 10 cops més gran?

p217
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(bases 258000 to 266060)

Figura 1.2. Representaci6 esquematica de la regio del gen mg218 en el genoma de M. genitalium. El promotor que trobem
a I’inici de ’opero s’ha indicat amb una gran fletxa en angle recte. La situacié del nou gen s’ha marcat amb una fletxa amb
degradat verd, ja que no es coneix 1’inici del mateix.
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A M. pneumoniae, I’espécie filogenéticament més propera a M. genitalium, s’havia identificat anys enrere
la proteina P28, o més tard anomenada HMW2-s, que resulta ser la proteina ortdloga de MG218-s
(Krause ef al., 1997; Fisseha et al., 1999). L’extrem animo-terminal de la proteina HMW2-s aixi com la
seqiiéncia del promotor associat a la seva expressio s’han pogut identificar (Boonmee et al., 2009), ara bé
la impossibilitat d’obtenir un mutant defectiu d’aquesta proteina a M. preumoniae, ha dificultat I’estudi
de la seva funcio. Tot i que s’ha proposat una hipotesi sobre la possible contribucidé de la proteina
HMW?2-s en ’estructuracio de la proteina HMW2 en la formacio de ’eix del citoesquelet de 1’organela
terminal, no s’ha pogut demostrar (Balish, Santurri, ef al., 2003).

Gracies a la possibilitat de generar modificacions genetiques dirigides en el genoma de M. genitalium,
aquest micoplasma es converteix en el millor model per poder estudiar la funcié d’aquesta petita proteina
conservada a M. genitalium 1 M. pneumoniae. L’objectiu que es va plantejar és I’obtencio i caracteritzacio
d’una soca mutant de M. genitalium defectiva en proteina MG218-s, perd sense afectar I’expressio de la
proteina MG218. Per tal d’assolir aquests objectius, cal a més a més els inicis de transcripcid i traduccio
del gen corresponent a aquesta nova proteina.

Resultats
1. Obtenci6 d’una soca defectiva en proteina MG218-s

Per tal de poder estudiar la funci6 de la proteina MG218-s es va plantejar delecionar el seu gen codificant
a M. genitalium per obtenir una soca defectiva de la que es podria estudiar el fenotip degut a 1’abséncia de
la proteina en qiiestio. El métode habitual per generar mutants d’aquesta mena a M. genitalium és el
reemplacament geénic per doble recombinacié homologa (Burgos et al., 2006; Burgos et al., 2007; Burgos
et al., 2008; Pich et al., 2008; Lluch-Senar et al., 2010). Per aixo, primer cal dissenyar un vector que
conté un gen marcador envoltat per les regions flanquejants al fragment que es vol delecionar. D’aquesta
forma es promou l’intercanvi d’aquest fragment pel gen marcador, mitjancant recombinacié entre els
fragments d’homologia o bragos que flanquegen la regié d’interés. Es important destacar que no es
coneix, fins al moment, cap vector autoreplicatiu a M. genitalium. Els plasmidis que s’utilitzen com a
vectors a M. genitalium només contenen I’origen de replicacié ColE1 d’E. coli i aquest no és funcional en
el micoplasma, és per aix0 que els anomenem vectors suicides. D’aquesta forma, les cél-lules de M.
genitalium que incorporen el gen marcador al ser transformades només es podran haver originat de dues
formes: (a) per integracio del vector sencer en el seu cromosoma, si es produeix recombinacié per un sol
punt o brag, o (b) per la integraci6 Uinica del gen marcador al substituir el fragment que es volia
delecionar, en el cas que es produeixi una doble recombinacidé recombinaci6 pels dos bragos d’homologia
presents en el vector.

El cas que ens concerneix plantejava dues dificultats. Per una banda, com hem mencionat, el gen que
codifica la proteina MG218-s se superposa totalment amb I’extrem 3’ del gen que codifica la proteina
MG218, pel que la delecié directe del gen codificant per MG218-s, mitjangant reemplagament genic,
provocaria el truncament del gen mg218. D’aquesta forma 1’estudi del fenotip de la soca resultant no ens
permetria assignar cap funci6é concreta a la nostra proteina d’estudi. Per 1’altra banda, es desconeixia
I’inici de traducci6 de la proteina MG218-s. Fins al moment, només se sabia que el gen d’interés estava
solapant amb I’extrem 3’ del gen mg218 i que el pes molecular aproximat de la proteina MG218-s era de
25 kDa (Pich et al., 2008). Amb aquesta informacio, en el treball en que s’identifica la proteina, els autors
també van fer una prediccid del possible codd d’inici del gen (Pich et al., 2008), pero caldria demostrar-
ho empiricament.
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1.1. Disseny de ’estratégia per introduir mutacions puntuals al genoma de M. genitalium

Donada la impossibilitat de delecionar el gen codificant per la proteina MG218-s, sense afectar
directament 1’expressio de la proteina MG218, es va dissenyar una nova estratégia que permetria abolir
I’expressi6 del gen d’interés, reduint I’impacte sobre I’altra proteina, MG218. La nova estratégia
consistiria en introduir mutacions puntuals al genoma de M. genitalium, per tal de suprimir I’inici de
traduccidé del nou gen, prevenint la seva traduccio i aixi abolir I’expressié de la proteina MG218-s. Al
mateix temps caldria que les mutacions fossin conservadores amb la seqiiéncia del gen mg218 per aixi
evitar o minimitzar els efectes sobre 1’expressio i estabilitat de la proteina MG218.

L’estratégia per introduir mutacions puntuals al genoma de M. genitalium es basa en el reemplacament
genic 1 es divideix en dues etapes (Figura 1.3.A). En la primera etapa es delecionaria un fragment de
I’extrem 3’ del gen mg218, que inclou completament la regié de I’ORF d’interes. En la segona etapa, es
restauraria la regi6 delecionada en la primera part, perdo aquest cop incloent les mutacions puntuals
desitjades, que s’haurien generat préviament per PCR mutagenica sobre el fragment que es reintrodueix.

L’estratégia es va dividir en dos passos per tal de poder assegurar un 100 % d’efectivitat en la introduccid
de les mutacions desitjades. La recombinacié entre els plasmidis i el genoma es pot produir a través de
qualsevol punt dins d’un bra¢ d’homologia. En aquesta estratégia en dues etapes, primer es suprimeix el
fragment que haura d’incloure les mutacions desitjades i en el segon pas es restaura aquest fragment.
D’aquesta forma, la regio que es modifica es tracta com si fos un insert i aixi el 100 % dels clons generats
per reemplagament geénic inclouran les mutacions desitjades.

A continuaci6 explicarem més detalladament els dos passos d’aquesta estrategia.

Primera etapa

El primer pas de I’estratégia consistiria en delecionar la seqiiéncia codificant per 1’extrem carboxi-
terminal de la proteina MG218, que conté la totalitat del nou ORF. Aquesta delecié es va realitzar
mitjangant reemplacament génic per doble recombinacié homologa. En aquest cas, es va dissenyar el
vector pAmg218Gm", que esta format per 1’esquelet d’un pBluscript II SK” i conté un fragment de 2,5
kb amb el gen marcador aac(6’)-aph(2’’) de resisténcia a gentamicina (Dybvig and Voelker, 1996;
Dhandayuthapani et al., 1999; Pich, Burgos, Planell, et al., 2006), envoltat per les regions flanquejants del
fragment que es vol delecionar, en aquest cas un fragment d’aproximadament 750 pb de I’extrem 3’ del
gen mg218. Es important destacar que a 1’extrem del brag esquerre d’homologia es va incloure un codo
STOP, per acabar la traducci6 del

gen mg218 en el punt en que es volia truncar el gen. El vector resultant, pAmg218¢,Gm" (Figura 1.3.A), es
va fer servir per transformar per electroporacio cél-lules de la soca salvatge G37 de M. genitalium. Les
cél-lules transformants resultants es van seleccionar en preséncia de gentamicina, tal i com es descriu a
I’apartat de materials i métodes. Aixi, en aquesta primera etapa, es va obtenir el mutant A218, pas previ
a I’obtencié del mutant desitjat, defectiu en MG218-s.

Segona etapa

El segon pas de I’estratégia consisteix en restaurar I’extrem 3’ del gen mg218 en el mutant obtingut en el
primer pas, introduint-hi al mateix temps les mutacions puntuals desitjades. Per aquest motiu cal
dissenyar un nou vector suicida similar al vector pAmg218¢,Gm®, ja que mantindrem els bragos
d’homologia per produir el reemplagament génic en el mateix lloc del genoma. En aquest cas, pero, es fa
servir un gen marcador diferent, que substituiria el que es va utilitzar en la primera etapa. El gen
marcador triat per aquest segon pas és el gen de resisténcia a tetraciclina, tetM438 (Pich, Burgos, Planell,
et al., 2006).
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Figura 1.3. Obtencié d’una soca de M. genitalium defectiva en proteina MG218-s. (A) Esquema de I’estratégia utilitzada per
introduir mutacions puntuals en la seqiiéncia del gen mg218. S’ha representat de forma esquematica la regié del genoma del gen
mg218 en la soca salvatge de partida i en les soques mutants que s’obtenen en el primer i segon pas de reemplacament genic.
Amb un asterisc vermell s’ha senyalat la mutacié puntual introduida. (B) Representacié esquematica del vector pAmg218¢,Gm®
linealitzat utilitzat en el primer pas i (C) del vector pB218tetM438 utilitzat en el segon pas. S’han indicat els llocs de tall per
Hindlll (H), Xbal (X), EcoRI (E), BamHI (B) i Apal (A). BE i BD indiquen brag esquerre i bra¢ dret d’homologia i s’ha
representat esquematicament amb linies puntejades els possibles successos de recombinacié homologa que es poden donar entre
els vectors utilitzats i els genomes en cada pas. (D) Analisi per Southern blot dels DNA genomics extrets de la soca salvatge (1),
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la soca parental A218¢ (2) i de les soques MD-1 (3), MD-2 (4), MD-3 (5), MD-4 (6), MD-P (7), MD-35 (8), i MD-P3 (9). Els
genomes es van digerir amb Hindlll i com a sonda en va utilitzat el BE. S’han indicat amb barres negres els fragments esperats
en cada soca sobre les 3 representacions esquematiques de la figura A. (E) Analisi per PCR de la puresa de soca salvatge (1), la
soca parental A218¢, (2) i de les soques MD-1 (3), MD-2 (4), MD-3 (5), MD-4 (6), MD-P (7), MD-P3 (8), i MD-35 (9). S’han
marcat amb fletxes baves (1 i 2) la posicié dels dos encebadors utilitzats i amb barres blaves la mida dels fragments esperats
sobre les 3 representacions esquematiques de la figura A.

El vector dissenyat per aquest segon pas incorpora també el fragment que volem reconstituir en el
genoma del micoplasma. Per aconseguir-ho cal que el fragment estigui inclos entre els bragos
d’homologia presents en el vector, juntament amb el gen de resisténcia. En aquest cas, com es tractava de
reparar I’extrem 3 del gen mg218, que era exactament la continuacid de la seqiiéncia present en el brag
d’homologia esquerre del vector, es amplificar per PCR un fragment d’aproximadament 1,4 kb de
I’extrem 3’ d’aquest gen, incloent aixi el bra¢ esquerre seguit del fragment que es volia restaurar. El
producte resultant de la PCR es va clonar en un vector pBE digerit amb EcoRV, obtenint el vector
pBE.218¢. Finalment, aquest vector es va fer servir per generar les mutacions puntuals que es volien
introduir en el genoma del micoplasma, abans d’incorporar aquest fragment en el vector dissenyat per
aquest segon pas de I’estratégia. Més endavant discutirem les mutacions concretes que es van generar.

Les mutacions puntuals es va realitzar mitjangant mutagénesis dirigida per PCR. Donat que I’amplificacio
partia d’un fragment de DNA circular, com és el cas del vector pBE.218¢, es va dissenyar una PCR
inversa, de forma que només calien dos encebadors orientats de forma oposada a una PCR convencional.
A més a més, tots dos encebadors estan dissenyats per hibridar de forma contigua i aixi iniciar la
amplificacié en el mateix punt. D’aquesta forma s’aconsegueix linealitzar el fragment de DNA circular,
obrint-lo en el punt d’hibridaci6 dels encebadors. Un cop linealitzat el motlle els encebadors hibriden en
els extrems del fragment i tenim una amplificacido com en les PCR convencionals. Per la mutagénesis
dirigida, els encebadors es dissenyen per incorporar les mutacions desitjades en la seva seqiiéncia, com
veurem a continuaci6. Finalment, és important que els encebadors utilitzats estiguin fosforilats en el seu
extrem 5’ per facilitar la relligaci6 de 1’amplico, fent servir la T4 DNA lligasa. D’aquesta forma es
reconstitueix el vector circular i es pot escindir el fragment d’interés mitjancant la digestio amb els
enzims de clonatge. Aquest vector també¢ s’aprofita per confirmar la introduccié de les mutacions en el
fragment 218¢; mitjangant la seqiienciaci6 dirigida de 1’insert amb els encebadors Fup-17 i Rup-17.

Les diferents versions del fragment 218, mutat es van fer servir per substituir el brag esquerre del vector
del pas anterior, al que també s’havia substituit el gen marcador, i aixi es van obtenir una série de vectors
suicides, amb el nom genéric de pB218¢tetM438 (Figura 1.3.A).

La soca A218¢ es va transformar per electroporacié amb els diferents vectors pB218¢¢etM438. En aquest
cas, les cél-lules transformants resultants es van seleccionar en preséncia de tetraciclina. D’aquesta forma
es va obtenir una col-leccié de soques mutants candidates a ser la soca mutant defectiva en MG218-s que
s’estava buscant.

1.2. Analisi genomic dels transformants obtinguts en el primer i segon pas de D’estratégia de
mutaci6 del genoma de M. genitalium

Després de la transformacid, en primer lloc s’analitza el genoma dels clons aillats per confirmar la
presencia de les delecions o modificacions introduides. Donat que la seleccio de les cél-lules
transformades es va realitzar a través de I’expressio del gen marcador, els diferents clons aillats podrien
ser producte de la recombinacid a través d’un Unic bra¢ d’homologia present en el vector utilitzat, que
hauria produit la inserci6 de tot el vector suicida en el genoma, o podrien ser producte d’una doble
recombinacié que hauria promogut el reemplacament geénic esperat. Per tal de discernir entre les dues
possibilitats es va dissenyar un assaig de diagnostic per Southern blot, que esta esquematitzat a la figura

27



Capitol 1

1.3 (A i D). Donat que en els dos passos de 1’estratégia es realitza un reemplacament génic en el mateix
punt del genoma, els clons obtinguts en tots dos passos de transformacié es van sotmetre al mateix analisi
per Southern blot. Breument, es va digerir el DNA genomic dels diferents clons a analitzar amb 1’enzim
de restriccié Hindlll. Posteriorment, els fragments de DNA resultants es van separar electroforéticament i
es van transferir a una membrana de nil6. Finalment, mitjancant la hibridaci6 d’una sonda de
reconeixement especifica es van poder discernir entre els clons que eren producte del reemplacament
génic esperat, dels que havien incorporat el plasmidi sencer en el genoma. La sonda utilitzada correspon
al fragment equivalent al brag esquerre present en el plasmidi pAmg218Gm®.

Com calia esperar, en el cas de la soca salvatge es va detectar una unica banda de 2,4 kb, que va servir de
control positiu en 1’analisi (Figura 1.3.D). En 1’analisi dels clons aillats en el primer pas de 1’estratégia es
va detectar una tnica banda de 4,2 kb en tots els casos, indicant que eren dobles recombinants i, per tant,
tots ells mutants A218c. El segon pas de I’estratégia implicava la restauraci6 del fragment delecionat en
el primer pas i la introduccié de les mutacions puntuals a un dels clons aillats en el primer pas, en aquest
cas va treballar amb el clon 10. Aquest pas es va realitzar diverses vegades per obtenir soques que
contindrien diferents mutacions puntuals. Com comentarem més endavant, ’eficiéncia de transformacio
en aquest segon pas va resultar molt baixa, donades les caracteristiques de la soca A218¢, 1 aix0 va
dificultar I’obtencid clons. No obstant, en cadascuna de les transformacions es va aillar un minim d’un
clon transformant que es va poder analitzar. L analisi per Southern blot va revelar una unica banda de 2,1
kb en el cas dels clons MD-2, MD-4 i MD-P3, resultant de la doble recombinacié esperada. En canvi, en
els cas dels clons MD-1, MD-3, MD-P i MD-35 es van obtenir dues bandes, 2,1 kb 1 6,9 kb, com
correspondria en el cas d’integracio del vector suicida en el genoma a través de la recombinaci6 unica del
brag esquerre d’homologia. Es interessant que, en aquests Gltims quatre casos, tot i no haver-se produit la
doble recombinacid esperada, tots ells presentaven la integracié del vector en el genoma a través de la
recombinaci6 del brag esquerre i, per tant, en tots els casos es va poder reconstituir el gen mg2138.

Un cop determinat el genotip dels diferents clons, es va comprovar la puresa dels stocks generats de les
diferents soques mutants. Aquesta analisi es va realitzar mitjancant PCR amb els encebadors 5-
dgnKOp28 i 3-dgnKOp28, dissenyats especialment per detectar el genoma tipus de la soca salvatge. Un
dels encebadors hibridava a prop de I’extrem 3’ del gen mg2/8 i I’altre en la regié de ’extrem 5’ del gen
mg491, que trobem a continuacié del gen mg218 (Figura 1.3.A i E). D’aquesta forma, en el cas de la soca
salvatge s’amplificava un petit amplicé de 0,3 kb, localitzat en el punt de sutura 3’ de la delecid
dissenyada en el primer pas. En el cas del mutant A218¢, no es detecta cap producte resultant de la PCR,
ja que el fragment complementari a un dels encebadors ha estat delecionat del genoma. En el cas de les
soques amb el gen mg218 reconstituit, cal tenir en compte que també han incorporat el gen de resisténcia
tetM438 i, per tant, I’amplicé que es podia amplificar amb aquest parell d’encebadors haura augmentat
aproximadament 2 kb, donada la mida d’aquest gen de resisténcia. En 1’analisi de les soques mutants no
es detecta en cap cas la banda corresponent a la soca salvatge i, d’aquesta forma, es confirma que els
stocks no estaven contaminats (Figura 1.3.E).

Finalment, cal destacar que es van comprovar i confirmar les mutacions introduides especificament a
cadascuna de les soques obtingudes en el segon pas, mitjancant la seqiienciaci6 dirigida de genoma amb
un encebador seqMutDir, dissenyat especialment per aquesta avaluacio.

1.3. Determinacié de I’inici de traducci6 de la proteina MG218-s

Fins al moment, hem vist com es van obtenir mutants de M. genitalium amb mutacions puntuals en el
genoma. Falta per determinar quines van ser aquestes mutacions (Figura 1.4.A).
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A fi de suprimir I’expressioé de la proteina MG218-s es volia mutar el codd d’inici de traduccio de la
proteina, que es troba dins de la seqiiéncia del gen mg218. Aquesta idea sorgeix perque s’havia demostrat
que la substitucié del codd d’inici de traduccio de la proteina HMW2-s suprimia la seva expressio a M.
pneumoniae (Boonmee et al., 2009). Ara bé, la senzillesa aparent d’aquesta idea es veia complicada pel
fet que no es coneixia quin era aquest codé d’inici. Com hem mencionat préviament, de la proteina
MG218-s només se sabia la posicio del gen en el genoma i el seu pes molecular aproximat, que era de 25
kDa. Amb aquestes dues dades es va aproximar el nombre d’aminoacids que podria tenir la proteina
(aproximadament 200 aa, amb una mitjana de pes molecular de 110 Da per aminoacid) i, per tant, quina
seria la longitud aproximada del gen. Aixi, partint des de I’extrem 3’ del gen mg218, seguint el seu
mateix marc de lectura i tenint en compte la longitud aproximada del nou gen, es van localitzar 3 codons
ATG dins de la seqiiencia del gen mg218, que serien bons candidats per ser el codd d’inici de traduccio6
de la proteina en estudi. Aquests tres codons ATG correspondrien amb les Mef1565, Met1574 i Met1615
de la proteina MG218, en els dos ultims casos coincidint amb les prediccions fetes per (Pich et al., 2008).
Donades aquestes tres possibilitats, es van dissenyar encebadors per fer tres mutagénesis dirigides. En
cada cas se substituiria un d’aquests codons ATG pel triplet CTA, que codifica per ’aminoacid Leu i que
no s’ha descrit en cap cas que aquest triplet pugui funcionar com a cod6 d’inici alternatiu de traducci6 a
M. genitalium, a diferéncia d’altres codons Leu. Com que tant ’aminoacid Met com Leu sén aminoacids
grans, alifatics i hidrofobics, amb aquesta substitucié s’esperava un canvi conservat d’aminoacid en la
seqiiéncia de la proteina MG218 que minimitzaria I’impacte sobre la seva estructura i funci6. De fet,
consultant matrius de freqiiéncies de substituci6 relatives entre aminoacids basades en models evolutius,
el canvi més freqlient de Met és Leu, seguit dels aminoacids Ile, Val i Ala (Dayhoff et al., 1978;
Veerassamy et al., 2003; Lemaitre et al., 2011). Pel nou metode descrit per lliurar mutacions puntuals al
genoma de M. genitalium, es van generar les soques mutants MD-1 (Met1565Leu), MD-2 (Met1574Leu) i
MD-3 (Met1615Leu).

Per tal de determinar I’efecte de les tres mutacions introduides en la seqiiéncia del gen mg2I8 en els
diferents mutants generats, es van analitzar els nivells d’expressi6 de les dues proteines afectades per la
mateixa. L’analisi del perfil proteic d’aquests mutants mitjangant Western blot fent servir un anticos
policlonal de ratoli contra la proteina MG218 (Pich et al., 2008), va revelar que en tots els casos s’havia
restaurat 1’expressio de la proteina MG218 full-length (Figura 1.4.C; també es pot veure per SDS-PAGE
en la figura 1.5.A). D’aquesta forma es confirmava 1’éxit de la reconstitucié del gen mg2i8 en tots els
casos. També es va analitzar per Western blot la preséncia de la proteina MG218-s en aquests mutants
amb un anticos policlonal de ratoli contra la proteina (Pich et al., 2008). Aixi es va demostrar que els
mutants MD-1 i MD-2 expressaven la proteina MG218-s i ho feien en nivells comparables als de la soca
salvatge. En canvi, el mutant MD-3 presentava una reducci6 drastica dels nivells d’expressi6 de la
proteina MG218-s, tot i que encara es podien detectar traces de la proteina (Figura 1.4.C). Aquest resultat
indicava que I’inici de traduccié més probable per la proteina MG218-s seria el codd6 ATG corresponent
amb la Met1615. 1, per tant, el gen codificant per la proteina MG218-s correspondria a les coordenades
264019-264594 en el genoma de M. genitalium.

Donat que la mutacioé del coddé ATG pel triplet CTA no va abolir ’expressié de la proteina MG218-s
totalment, es va generar un quart mutant que tenia aquest codd ATG, corresponent a la Met1615,
substituit pel triplet TCA, que codifica per Ser. Aquesta mutacid introduiria un canvi menys conservat en
la proteina mg218, perd no hi ha cap cod6 Ser a micoplasma que pugui funcionar com a codo alternatiu
d’inici de traducci6. En canvi dels 6 possibles codons Leu, n’hi ha tres (TTA, TTG i CTG) que si
funcionen com a codons d’inici de traduccid alternatiu i es volia descartar que els baixos nivells de
proteina MG218-s que s’obtenien en el mutant MD-3 eren conseqiiencia d’un pseudo-reconeixement de
I’inici de traduccié. En I’analisi del perfil proteic d’aquest mutant, que es va anomenar MD-4, es van
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obtenir resultats equivalents als del mutant MD-3. Aquest mutant MD-4 també expressava la proteina
MG218 full-length i nivells molt reduits, pero detectables, de proteina MG218-s (Figura 1.4.C).
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Figura 1.4. Mutacions puntuals introduides a la seqiiencia del gen mg218 de M. genitalium. (A) Sobre la representacid
esquematica de la regi6 del gen mg218 en el genoma de M. genitalium s’ha senyalat el promotor que trobem a I’inici de 1’oper6
amb una gran fletxa negre. (B) Alineament de les regions promotores del gen hmw2-s de M. pneumoniae i mg218-s de M.
genitalium. Les coordenades indicades son del gen hmw2 i mg218, respectivament. En vermell s’ha destacat el triplet ATG
d’inici de traduccid de les dues proteines. M indica metionina. En blau s’ha destacat la caixa TATA de la regi6é promotora. En
negreta s’han destacat la caixa -35 de la regi6 promotora del gen hmw2-s de M. pneumoniae (Boonmee et al., 2009). (C) Analisis
per Western blot amb els anticossos anti-MG218y, per detectar la proteina MG218 i anti-MG218¢, per detectar la proteina
MG218-s. La numeraci6 indica soca salvatge (1), la soca parental A218¢ (2) i de les soques MD-1 (3), MD-2 (4), MD-3 (5),
MD-4 (6), MD-P (7), MD-P3 (8), i MD-35 (9). M, indica Marcador de pes molecular (Dual x-tra de Bio-Rad) i la banda que es
veu equival a 250 kDa. (D) Fragment del cromatograma obtingut en ’analisi per primer extension realitzada amb 1’encebador
Fam-primextp28, on es pot veure el pic corresponent la senyal per 6-Fam. Es representen unitats de fluorescéncia aleatories i la
mida del fragment en pb.

1.4. Determinacio6 de I’inici de transcripcié del nou gen

Com hem mencionat a la introduccid, es treballava amb la hipotesi de que la proteina MG218-s és
producte de I’expressié d’un gen localitzat dins de la seqiiéncia del gen mg218. Un cop s’havia identificat
I’inici de traduccié de la proteina i s’havia determinat la seqiiéncia exacte del seu gen, semblava
confirmar aquesta hipotesi. No obstant, encara falta demostrar 1’existéncia d’un transcrit especific per
aquest gen i identificar el seu promotor associat.

L’inici de transcripcié del gen mg218-s es va identificar mitjancant la técnica de primer extension, que es
basa en la reaccido de la transcriptasa inversa. Aquesta técnica requereix el disseny d’un encebador
especific que hibrida en una regi6 coneguda del transcrit d’estudi i que esta marcat amb un fluorocrom en
el seu extrem 5°. En aquest cas, es va dissenyar ’encebador Fam-primextp28 (Figura 1.4.A), que
hibridava a 145 pb downstream de I’inici del gen, que acabem de identificat en I’ATG codificant per la
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Metl1615 de la proteina MG218, i estava marcat amb fluoresceina (6-Fam). Partint d’una extraccid de
RNA total de la soca salvatge G37 de M. genitalium, es va fer servir aquest encebador per hibridar el
transcrit d’interés i amb la transcriptasa inversa produir un ¢cDNA des del punt d’hibridacié fins a
I’extrem 5° del transcrit. Un cop acabada la reaccid, es va desnaturalitzar 1’hibrid cDNA-RNA i es va
degradar el RNA. Finalment, la mida del cDNA es va determinar per electroforesis capil-lar amb el
sistema ABI 3130XL (Applied Biosystems), en preséncia d’un marcador de pes molecular marcat també
amb un fluorocrom diferent, ja que la deteccio dels fragments es realitza per fluorescéncia, que és el
sistema més sensible per treballar amb mostres reduides. La determinaci6é de I’inici de transcripcio del
gen mg218-s es va fer per duplicat. En paral-lel, es va realitzar es va la determinacié de 1’inici de
transcripcid del gen mg281, préviament determinat amb la mateixa teécnica per (Lluch-senar ef al., 2007),
com a control positiu de la técnica i també, es va fer un control negatiu, sense motlle de partida. Tot i que
en el cromatograma obtingut en 1’analisi de la mostra es va detectar un Unic pic de molt baixa intensitat,
cal destacar que en les dues répliques es va obtenir el mateix resultat i, a més a més, aquest pic no es va
detectar ni en el control negatiu ni en el control positiu de la técnica, suggerint que el resultat observat en
les mostres no era fruit del soroll de fons propi de la técnica (Figura 1.4.D). Donat que els resultats de les
dues repliques eren consistents i indicaven que la mida del fragment analitzat era de 150 pb, es va
identificar I’inici de transcripcio a 5 pb upstream de ’inici de traduccid.

Tenint en compte 1’inici de transcripcio i I’inici de traduccié del gen mg218-s, es va fer una aproximacio
de la regié promotora del gen. El promotor del gen hmw2-s, ortoleg del gen mg218-s a M. pneumoniae,
havia estat descrit préviament (Boonmee et al., 2009). En aquesta regi6é promotora els autors havien pogut
identificar les caixes -10 i -35 caracteristiques dels promotors procariotes. L’alineament de les seqiiéncies
upstream dels gens mg218-s de M. genitalium i hmw2-s de M. pneumoniae presenta una identitat de
seqiiencia del 100 % en les 30 pb upstream de I’inici del gen, com havien indicat (Boonmee et al., 2009)
(Figura 1.4.B). Aquest fragment inclou la caixa -10 del promotor identificat a M. pneumoniae pel gen
hmw2-s. Si es fa I’alineament d’un fragment una mica més llarg (43 pb), que inclouria també la caixa -35
del promotor identificat a M. pneumoniae, la homologia encara és del 91 %. A M. genitalium no trobem
una caixa -35 clara en aquesta regié promotora, perd cal tenir en compte que encara no s’ha descrit cap
seqiiencia consens d’aquestes caixes a M. genitalium (Fraser et al., 1995; Weiner 1lI et al., 2000; Pich,
Burgos, Planell, et al., 2006; Lluch-senar et al., 2007; Giiell et al., 2009). Donada aquesta elevada
homologia i d’acord amb la prediccié de (Boonmee ef al., 2009), es va considerar que el promotor del gen
a M. genitalium correspondria amb aquesta regié d’aproximadament 50 pb abans de I’inici del gen, que
inclou una caixa -10. Com veurem més endavant, aquest resultat es va poder comprovar empiricament.

1.5. Obtencio de mutants defectius en MG218-s

Un cop identificat I’inici de transcripcid i de traducci6é del gen mg2i8-s, juntament amb el possible
promotor associat, es va plantejar la possibilitat d’obtenir un nou mutant que tingués totalment suprimida
I’expressio de la proteina MG218-s, ja que els mutants amb el codé d’inici modificat, reduien 1’expressid
de la proteina de forma drastica, perd encara I’expressaven. Aquesta fuga era dificil d’explicar, pero
teniem dues hipotesis. Per una banda, la inactivacié del promotor hauria de suprimir la produccio del
mRNA associat i aixi suprimir I’expressi6 de la proteina. D’altra banda, era possible que el transcrit que
s’estava produint en els mutants amb el codd d’inici mutat, s’estigués traduint a partir d’un altre codd
d’inici alternatiu. Analitzant la seqiiéncia del gen es va trobar un cod6é TTG, que codificava la Leu5 de la
proteina MG218-s. Aquest és un dels codons identificats a micoplasma com a codd d’inici alternatiu i
estava localitzat molt a prop de I’inici del transcrit, pel que no descartavem que es pogués produir la
traduccid a partir del mateix. Amb aquestes dues idees es van generar tres soques mutants més (Figura
1.4.A). La primera de les soques tenia el codé d’inici ATG i, simultaniament, el possible codé d’inici
alternatiu TTG substituits per triplets CTA. D’aquesta forma es va obtenir la soca MD-35, que
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incorporava només una mutacio en la proteina MG218, la mutacié Met1615Leu, ja que 1’altra substitucid
produia un modificaci6 silenciosa. En la segona soca, que es va anomenar MD-P, la seqiiéncia de la caixa
-10 que s’havia trobat en la regié promotora identificada, 5’-TAAAAT-3’, es va substituir per la
seqiiéncia 5’-TCGTCT-3’, de forma que s’incorporaven les mutacions Lys16094rg i lle1610Leu en la
proteina MG218. Per ultim, la tercera soca contenia simultaniament les modificacions de la caixa -10 del
promotor, present en el mutant MD-P, com la modificacié del codd d’inici de traduccid present en el
mutant MD-3. Aquesta soca es va anomenar MD-P3 i incorporava les mutacions Met1615Leu,
Lys1609A4rg i lle1610Leu en la proteina MG218.

Novament, I’efecte de les mutacions introduides en la seqiiéncia del gen mg2l/8 es va determinar
analitzant els nivells d’expressio de les dues proteines afectades. Com en els casos anteriors, mitjangant
Western blot amb anticossos policlonals especifics contra aquestes proteines, es van analitzar els perfils
proteics dels mutants MD-35, MD-P i MD-P3. En els tres casos es va tornar a constatar la restauracié de
I’expressio de la proteina MG218 full-length, confirmant 1’éxit de la reconstitucié del gen mg218 (Figura
1.4.C; en aquest cas tamb¢ es pot veure el SDS-PAGE de la Figura 1.5.A). La sorpresa es va trobar a
I’analitzar la presencia de la proteina MG218-s. En el cas del mutants MD-P encara es van poder detectar
nivells minims de la proteina per Western blot. Aquest resultat suggeria que el promotor associat al gen
era suficientment fort per produir transcrit, tot i la modificaci6 de la caixa -10 o, potser, la possible
traduccid de la proteina partint del mRNA transcrit a partir del promotor del gen mg217, que produeix un
policistr6 que inclou els 4 gens de l'oper6. Només amb la combinacié de les mutacions P3 i 35
aconsegueix abolir I’expressio de la proteina MG218-s per sota dels nivells detectables per Western blot
(Figura 1.4.C). Aix0 suggereix que el promotor del gen codificant per aquesta proteina inclou la regio
compresa pels nucleotids 264001-264004 en el genoma de M. genitalium i confirma que el codd
corresponent a la Met1615 de la proteina MG218 és també el codd d’inici del gen mg218-s.

2. Caracteritzacié del mutant defectiu en proteina MG218-s

L’analisi dels diferents mutants obtinguts amb aquest nou sistema d’introduccié de mutacions puntuals a
la seqiiéncia del gen mg218, va permetre trobar dos casos que havien abolit I’expressi6 de la proteina
MG218-s, convertint-se en bons candidats per 1’estudi de la funcid de la proteina. Ara bé, només en el cas
MD-P3 es va aillar un clon pur generat per doble recombinacié. Es per aixd que es va triar aquesta soca i,
a partir d’aqui, ens referirem a ella com la soca defectiva en MG218-s.

Recordarem que aquesta soca MD-P3 conté mutacions tant en la caixa -10 del promotor del gen mg218-s,
ara ja acotat, com en el cod6 d’inici de traduccio del mateix.

2.1. Perfil proteic

La soca MD-P3 havia estat seleccionada com a model de soca defectiva en proteina MG218-s, ja que
s’havia pogut demostrar, mitjancant la técnica de western blot amb anticossos especifics, que aquesta
soca no expressava la proteina MG218-s, pero si expressava la proteina MG218 full-length (Figura 1.4.C).

Un cop constatades 1’abséncia de la proteina MG218-s i la presencia de la proteina MG218, es va
analitzar el perfil proteic global de la soca MD-P3 mitjangant la técnica de separacidé de proteines per
electroforesis monodimencional en gels SDS-PAGE. Gracies a que M. genitalium té un dels genomes més
reduits que es coneix, amb prop de 480 proteines predites, una técnica senzilla com aquesta permet
detectar canvis en el perfil proteic del microorganisme, com ja s’ha pogut demostrar amb anterioritat
(Pich, Burgos, Ferrer-Navarro, ef al., 2006; Burgos et al., 2006; Pich et al., 2008).

32



Capitol 1

A B
WT A, 1 2 3 4 P P3 35 WT A P3
MG386 —»
MG218 _, MG312 -
MG312 — MG317 = = —
P140 —»
P110 —» P110 —_ o
P140 — —
MG217 —
MG491 == —
MG318  [— —
C wr 1 2 3 4 P P3 35 A Ay NEM
MG49] = — o — — -

Figura L.5. Perfil proteic de la soca salvatge (WT), de la soca parental A218¢ (Acy) 1 de les diferents soques amb mutacions
puntuals: MD-1 (1); MD-2 (2); MD-3 (3); MD-4 (4); MD-P (P); MD-P3 (P3) i MD-35 (35) de M. genitalium. (A) SDS-
PAGE 7.5 %. Les fletxes indiquen les bandes corresponents a proteines de I’OT. (B) Analisis per Western blot amb els
anticossos anti-HMW1 (ortoleg MG312), anti-HMW3 (ortoleg de MG317), anti-P110, anti-P140, anti-MG217 i anti-P41
(ortoleg de MG491) 1 anti-MG318. (C) Analisi per Western blot de I’expressi6 de la proteina MG491 en diferents mutants
resistents a gentamicina (1, 3, P i 35) o tetraciclina (2, 4 i P3). Es comparen els nivells de proteina MG491 entre els

mutants A218 (Pich et al., 2008) (A); A218¢( (Acy) 1 ActetM ).

El perfil proteic de la soca MD-P3 es va comparar amb el de la soca salvatge i no es van detectar
diferéncies entre les dues soques (Figura 1.5.A). D’altra banda, es va analitzar també la soca parental
A218¢. Per Western blot amb anticossos especifics s’havia pogut constatar 1’abséncia de proteina
MG218-s, perd cal destacar que tampoc es va detectar la proteina MG218 truncada (dada no mostrada),
que esperariem trobar, donat que amb els mutants amb insercions per transpos6 en el gen mg218, s’havia
demostrat que expressaven versions truncades i estables de la proteina (Pich et al., 2008). L analisi del
perfil proteic de la soca A218¢ per SDS-PAGE mostra clarament la pérdua o disminucié de bandes
corresponents a proteines d’alt pes molecular com la proteina MG312 o les adhesines P110 i P140 (Figura
I.5.A). Per Western blot amb anticossos especifics en cada cas, es van analitzar els nivells d’expressio de
les diferents proteines relacionades amb 1’organela terminal. Es van analitzar les proteines MG312,
MG317, P140, P110, MG217, MG491, MG318 i MG200. D’aquesta forma es va confirmar que la soca
MD-P3 no presenta diferéncies significatives en els nivells d’expressié d’aquestes proteines respecte la
soca salvatge (Figura 1.5.B), pero en canvi la soca A218¢ presenta nivells reduits o nuls de totes les

proteines examinades.

Els efectes pleiotropics en proteines préviament relacionades amb 1’estructura i funcié de 1’organela
terminal de M. genitalium observats com a conseqiiencia de la delecid de I’extrem 3’ del gen mg218
serien similars als que s’havien descrit préviament amb la delecio total del gen mg218 (A218) (Pich et al.,
2008). Tot i aixi, cal destacar una diferéncia important entre aquests dos mutants, A218 i A218¢. El
mutant A218¢, portador del gen resisténcia a gentamicina, presenta una disminuci6 drastica dels nivells
d’expressio de proteina MG491, indicant que es podria tractar d’un efecte polar de la deleci6 del fragment
3’ del gen mg218, ja que el gen codificant per la proteina MG491 es troba downstream d’aquest gen de
seleccio. En canvi, en el mutant defectiu total A218, que és portador del gen de resisténcia fetM438, no es
va evidenciar la perdua de proteina MG491 1, per aix0, van descartar 1’existéncia d’efectes polars en
aquest cas (Pich et al., 2008). Per comprovar si la diferéncia en els nivells d’expressioé de la proteina
MG491 ¢és deguda a la preséncia del fragment amb el gen de resisténcia a gentamicina, es va repetir
I’obtenciod de la soca A218¢,, pero en aquest cas es va fer servir com a gen de seleccio el gen modificat de
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resisténcia a tetraciclina tetM438, obtenint la soca A218¢tetM. En un nou analisi per western blot per
detectar la proteina MG491 es va poder constatar que aquest nou mutant A218¢#etM no perd la proteina
MG491 (Figura 1.5.C) i de fet presenta un perfil proteic idéntic al del mutant defectiu total A218, com
veurem més endavant (Figura 1.11). En paral-lel, es van comprovar els nivells d’expressié d’aquesta
proteina en tots els mutants MD. Aquests mutants els podem agrupar en dos grups: a) els mutants MD-2,
MD-4 i MD-P3 que s6n mutants obtinguts per doble recombinacié i portadors de la resisténcia a
tetraciclina i b) els mutants MD-1, MD-3, MD-P i MD-35 que van integrar el vector pB218cetM438 en
el genoma per recombinacié a través del brag esquerre i, per tant, son portadors del gen de resisténcia a
tetraciclina i del fragment amb el gen de gentamicina, que es troba situat davant del gen mg491, com en el
clon parental A218¢. D’aquesta forma s’ha comprovat que només en els mutants que tenen el fragment
amb el gen de resisténcia a gentamicina just en posicid upstream al gen mg491 s’observen nivells reduits
de proteina MG491 (Figura 1.5.C).

Si considerem només els mutants resistents a tetraciclina, sembla que la delecio del fragment 3’ de la
proteina MG218, que suprimeix també la proteina MG218-s, desestabilitza la proteina MG218 truncada, a
diferéncia del que s’havia observat amb els mutants que presenten insercions de transposé en el gen
mg218, que expressarien una versio truncada de la proteina MG218 i mantindrien 1’expressio de la
proteina MG218-s, com en el cas del mutant C6 (Pich et al., 2008). No obstant, les diferéncies

2.2. Estudi de la capacitat d’Hemadsorcio

La capacitat dels micoplasmes per unir-se a eritrocits proporciona un senzill sistema per avaluar de la
capacitat d’adhesio de les soques de micoplasma. Es la capacitat d”hemadsorcio.

Donat que perfil proteic del mutant MD-P3 no mostrava deficiéncies en proteines relacionades amb
I’adheréncia 1, a més a més, la soca mutant no semblava tenir problemes per adherir-se al plastic dels
flascons de cultiu, no esperavem deficiéncies en la capacitat d’adhesié de la soca. Per aixo es va fer una
avaluacié qualitativa de la capacitat d’hemadsorcid. Aquesta analisi es realitza partint de colonies
individuals de la soca d’estudi, crescudes en plaques de medi SP4 solid, que es cobreixen amb una
solucié d’eritrocits durant dues hores i, a continuacio, es realitzen tres rentats suaus per retirar les
cel-lules d’eritrocits no unides a les colonies de la placa. El resultat de I’analisi qualitativa no va revelar
diferéncies en la capacitat d’adheréncia de la soca MD-P3 respecte la soca salvatge (Figura 1.6).

igura 1.6. Assai ualitativa en colonies de la soca
D Fig L.6. Assaig d’HA qualitati lonies de 1
e, 6' salvatge (A), la soca parental A218¢ (B), de la soca defectiva en

J MG218-s MD-P3 (C) i la soca MD-P3 complementada amb la
£ . proteina MG218-s (clon D3) (C) de M. genitalium amb hRBC.

2.3. Estudi de la motilitat del mutant defectiu en MG218-s

Les motilitat de la soca MD-P3 es va caracteritzar mitjangant estudis microcinematografics. Mitjangant
microscopia de contrast de fase, es pot observar i monitoritzar el moviment de cél-lules individuals. En
aquest estudi es van capturar imatges cada 2 s durant intervals de 2 min per cada cinematografia
enregistrada. D’aquesta forma podem analitzar les diferents cél-lules de forma individualitzada i
determinar quin percentatge d’elles es mouen, a quina velocitat es desplacen i com és el perfil que
descriuen en el seu recorregut.

En I’analisi de soca MD-P3 es va determinar un percentatge de cél-lules motils comparable al de la soca
salvatge, pero les cél-lules de la soca mutant exhibien una velocitat mitjana lleugerament superior a
I’observada per les cél-lules de la soca salvatge i la diferéncia és estadisticament significativa (p <
0,0001). No obstant, el més interessant, es va trobar a I’examinar els patrons de moviment exhibits per les
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cel-lules de la soca MD-P3 (Figura 1.7). S’ha descrit que en cultiu axénic les cél-lules de M. genitalium
descriuen majoritariament trajectories circulars i un percentatge reduit de cél-lules descriuen trajectories
erratiques, €s a dir, sense cap orientacio definida (Pich, Burgos, Ferrer-Navarro, et al., 2006; Burgos et
al., 2008). En aquest cas, es van analitzar gairebé 300 cél-lules de la soca MD-P3 i es va determinar que
gairebé el 30 % realitzava moviments erratics. Aquest valor suposa un increment estadisticament
significatiu del percentatge de cél-lules que realitzen moviments erratics en comparacié amb les cél-lules
de la soca salvatge (p < 0,05). D’altra banda, es van analitzar els diametres de les trajectories circulars de
50 cél-lules de la soca MD-P3 i 50 més de la soca salvatge, i es va observar que aquestes trajectories
mostraven diametres superiors en el cas de la soca mutant. La distribucié dels valors obtinguts s’ha
representat en forma de diagrama de caixes (Figura 1.7.D), on es pot observar que la mediana de la soca
MD-P3 (1,30 um) és superior a I’obtinguda per la soca salvatge (0,97 um). De fet, si ens fixem en els
limits de les caixes representades, marcats pel primer i el tercer quartil, es pot comprovar que el limit
inferior en el cas de la soca mutant és superior al limit superior en el cas de la soca salvatge, pel que
ambdues medianes son qualitativament diferents. Ateés que les dues mostres son suficientment grans,
s'assumeix normalitat i, acceptant igualtat de variancies en les dues poblacions analitzades, s’ha
determinat que la mitjana dels diametres en la soca MD-P3 és 1,59 + 0,93 um i aquest valor és
significativament superior a [’observat en el cas de la soca salvatge, 0,96 + 0,19 um (p < 0,0001). Aixi,
tant les consideracions qualitatives com 1'aproximaci6 quantitativa indiquen una clara diferenciacié de les
dues poblacions.
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Figura 1.7. Estudis microcinematografics. Representacio esquematica dels tracks enregistrats en la soca salvatge (A) i en
la soca mutant MD-P3 de M. genitalium (B). (C) Distribuci6 de la velocitat de les cel-lules motils de la soca salvatge (WT)
i de la soca mutant MD-P3 (P3). (D) Representaci6 en caixes de la distribucié dels diametres dels tracks circulars realitzats
per 50 cel-lules de la soca salvatge (WT) i de la soca MD-P3. Els asteriscs destaquen els valors estadisticament diferents
entre les dues soques (p < 0,05).

2.4. Morfologia cel-lular

La Morfologia cel-lular es va analitzar per microscopia electronica de rastreig. L’analisi es va realitzar en
cambres de cultiu cel-lular Permanox (Nunc). Es van créixer cél-lules del mutant defectiu en MG218-s i
de la soca salvatge durant 16 h en condicions estandard de cultiu. A continuacio, es van fixar les cél-lules
amb una solucid de glutaraldehid al 1 % i es va procedir amb el protocol de deshidratacié i metalitzacio,
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descrit a I’apartat de materials i métodes. L’observacié es va realitzar amb el microscopi electronic de
rastreig Hitachi S-570.

Les cel-lules de la soca MD-P3, que tenen MG218 pero son defectives en proteina MG218-s, presenten la
mateixa morfologia cel-lular que les cél-lules de la soca salvatge i exhibeixen organeles terminals bona
fide (Figura 1.8.A i B). D’altra banda el percentatge de cél-lules que presenten dues organeles terminals,
aixi com la presencia de parelles de cel-lules en divisio €s estadisticament comparable a la soca salvatge.
La diferéncia entre les dues soques es revela quan es mesura I’angle format en la interseccié dels eixos
que passen de forma longitudinal al llarg de 1’organela terminal i del cos cel-lular. En el cas de la soca
mutant MD-P3 s’ha determinat un angle mitjana de 145,8 @ 18,6°, que és gairebé 15° superior a I’obtingut
en el cas de la soca salvatge. Aquesta diferéncia, que implica un increment del 10 %, és estadisticament
significativa (p-valor < 0,001) (Figura 1.8.C). Aquest resultat és consistent amb els resultats obtinguts en
I’analisi de la motilitat d’aquesta soca mutant, que presenta una velocitat mitjana comparable a la de la
soca salvatge, pero els patrons de moviment que descriuen les cél-lules mutants presenten un increment
clar del percentatge de moviments erratics i també un increment del diametre dels cercles en els patrons
de moviment circular, tenint en compte la hipotesi que proposa que 1’organela terminal serveix de timé
del moviment del micoplasma (Burgos et al., 2008).
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Figura 1.8. Analisi de la morfologia cel-lular per microscopia electronica de rastreig. Micrografia de la soca salvatge (A) i de la
soca MD-P3 defectiva en proteina MG218-s (B). Les barres d’augment indiquen 1 um o 100 nm en les ampliacions. s’han
marcat els eixos del cos cel-lular i de I’OT en una de les ampliacions. (C) Distribuci6 de I’angle d’inclinacié existent entre els
eixos longitudinals de 1’organela terminal (OT) i el cos cel-lular de la soca salvatge (WT) i el mutant MD-P3 (P3). L’angle s’ha
mesurat a partir de 200 cel-lules aillades per a cada soca.

2.5. Analisi de la ultraestructura del mutant defectiu en MG218-s

Per ultim, es va analitzar el citoesquelet de 1’organela terminal de M. genitalium per microscopia
electronica de transmissio. En aquest cas, es van créixer c¢l-lules del micoplasma sobre reixetes de coure
recobertes amb una fina capa de carboni. Per poder observar la ultraestructura al descobert es van
sotmetre les cél-lules a un breu tractament de lisi amb una solucié amb 0,5 M de KC11 0,5 % de Triton X-
100 i, a continuacid, es van tenyir les mostres amb 1 % d’acetat d’uranil. D’aquesta forma, es van
preparar mostres de la soca MD-P3 i de la soca salvatge.

En I’analisi de la ultraestructura del citoesquelet es van detectar tres conformacions diferents: assentat,
corbat i triangular (Figura 1.9). En el cas de la soca salvatge el 55,2 % de les estructures aillades presenten
la conformaci6 d’assentat, on es pot identificar facilment les tres parts de la ultraestructura, que soén el
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botd terminal, 1’eix central i el wheel complex. En aquesta conformacid s’observa una doble curvatura de
I’eix a la regid propera al wheel complex. La resta d’estructures analitzades no mostren aquesta doble
curvatura de I’eix i les podem classificar en dos grups diferents. Per una banda, un petit percentatge
presenta la conformacid corbat, que és molt similar a la d’assentat, pero la base de I’eix té una tnica
curvatura poc pronunciada. I, per ultim, s’ha determinat la conformacié triangle ja que la ultraestructura
té una forma que recorda un triangle isosceles, on la base correspondria al wheel complex. Un cop definits
aquests tres grups, es van analitzar mostres de ultraestructures aillades a partir de cél-lules de la soca MD-
P3. En aquest cas es va trobar un nombre comparable d’estructures triangle, perd s’observava un
increment d’estructures corbades en detriment de les conformacions d’assentat. La soca salvatge presenta
un 80 % de conformacions en assentat front un 20 % corbat, mentre que la soca MD-P3 presenta el 50 %,
aproximadament, de cadascuna de les dues conformacions. Amb aquestes dades sembla que la diferéncia
es donaria en el nivell d’estructuracié de ’eix del citoesquelet de 1’organela terminal.

Soca A B C
wT 55,2 %* 12,3 %* 32,5%
MD-P3 29,7 %* 34,0 %* 36,3 %

Figura L1.9. Visualitzacié de I’estructura del citoesquelet de 1’organela terminal de M. genitalium per tincidé negativa
després de llisar les cél-lules amb una solucié de 0,5 % Triton X-100 i 0,5 M KCI. Micrografies de microscopia electronica
de transmissio de les tres conformacions del citoesquelet observades: assegut (A); corbat (B) i en triangle (C). Les tres
parts de la ultraestructura s’han senyalat a la figura A, pero totes 3 imatges estan en la mateixa orientacio, i trobarem les
tres parts en el mateix lloc: w, wheel complex; e, eix central; b, bot6 terminal. La fletxa senyala la doble curvatura que
presenta 1’eix central en la regié més propera al wheel complex. La barra d’augment indica 1 um a la imatge gran i a les
ampliacions és de 100 nm. La taula recull la distribucié percentual de les tres conformacions A-C, representades a les
imatges, en la soca salvatge (WT) i la soca MD-P3 defectiva en proteina MG218-s. Els asteriscs destaquen els valors
estadisticament diferents entre les dues soques (p < 0,0001).

3. Estudis de complementacié amb el gen mg218-s

Amb D’objectiu de confirmar que el fenotip observat en el mutant MD-P3 ¢és degut a la deficiéncia de
proteina MG218-s es va dur a terme un estudi de complementacid, reintroduint a la soca defectiva una
copia del gen salvatge.

3.1. Construccio del vector pMTncat

Per alliberar un gen en el genoma de M. genitalium de forma no dirigida, s’han utilitzat vectors suicides
portadors d’un minitransposé que produeixen insercions estables al genoma del micoplasma (Pich,
Burgos, Ferrer-Navarro, et al., 2006; Burgos et al., 2006; Burgos et al., 2008). Els minitransposons de
que disposem per treballar amb M. genitalium deriven del transposé Tn4001 (Lyon et al., 1984; Byrne et
al., 1989), que s’ha modificat de forma que el gen codificant per la transposasa, que és la proteina de
recombinacid que facilitara la transposicié del fragment de DNA, queda exclosa de la regio del vector que
s’inserira en el genoma del microorganisme i, aixi, s’aconsegueix que el punt d’insercio sigui estable. El
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fragment que s’insereix en el genoma conté un gen marcador flanquejat per unes seqiiéncies repetides i
invertides, que fa servir la transposasa que produir la transposicio.

Fins al moment, per fer modificacions genétiques a M. genitalium hem fet servir dos gens marcadors
diferents, el gen de resisténcia a gentamicina o a tetraciclina. Per ampliar el ventall de gens marcadors a
M. genitalium, es va desenvolupar un tercer minitransposé portador del gen de resisténcia a
cloramfenicol', ja que s’ha descrit la susceptibilitat d’aquest microorganisme a 1’exposicio d’aquest
antibiotic (Renaudin et al., 1992; Algire et al., 2009).

La seqiiéncia codificant pel gen de resisténcia a cloramfenicol (cat, chloramphenicol acetyltransferase) es
va amplificar per PCR a partir del vector pPBB540 (Tomoyasu et al., 2001). Per permetre 1’expressio del
gen a M. genitalium, es va acoblar la regié promotora del gen mg438 d’aquest micoplasma a ’extrem 5’
de la seqiiéncia codificant del gen cat, com ja s’havia fet amb el gen de resisténcia a tetraciclina (Pich,
Burgos, Planell, ef al., 2006). El fragment resultant, corresponent al gen modificat catM438, es va fer
servir per substituir el gen de resisténcia a tetraciclina en el vector pMTntetM, obtenint el vector pMTncat
(Figura I.10.A) (Calisto et al., 2012).

3.2. Construccié del vector pMTncar218s i assaig de complementaci6 de la soca MD-P3

A partir del genoma de M. genitalium es va amplificar per PCR un fragment de 600 pb de I’extrem 3’ del
gen mg218 que abasta el gen mg2/8-s juntament amb el promotor propi que s’ha descrit préviament.
Aquest fragment es va clonar en el vector pMTncat, obtenint el vector pMTncar218s (Figura 1.10.B).
Aquest vector es va fer servir per transformar per electroporaci6 cel-lules de la soca MD-P3 i les cél-lules
transformades es van seleccionar en presencia de tetraciclina i cloramfenicol, tal com s’ha explicat
préviament. D’aquesta forma es van obtenir els mutants MD-P3+MG218s.

A f1(+H)origin B f1(+) Mutant clon Punt d’insercio
A218+218-s Al 327151-
A218+218-s A3 158549+
amp
amp A218+218-s A8 327008-
tnp
Sail IR-OR A218+218-s BS 364479+
pMTncat pMTncar218s  * fo218s
A218¢+218-s B7 468631-
EcoRV, EcoRV - y - -
- [ . FﬁcoRl/fﬁl/Uel mg218-s  A218.+218-s B9 87695
Bantll Ecoll 4Py Youn EcoRL, ‘s, MD-P3+218-s D2 348396-
a.
Notl, p438
Cole1 ol MD-P3+218-s D3 84329-
origin origin
IR-OI MD-P3+218-s Dé6 361595-
C
A218+218-s A218¢+218-s MD-P3+218-s
Al BS D2
et . ¢ T } S e —
hg267 mg268 U mg269 T mg270 U mg29s Vng296 T mg297 mg294  mg2ss | mg286 'mgdd7 RI-R2 R3
mgs04
A3 B7 D
—— N — . = \ Y
mgl39 mgl30 ! gi3]  mgi33 mgid4 mgl3s \ mg369 A mg068 ! RIR2 R3
A8 B9 D6
—a— = A —_———) ¥ —¥ .. .
g267 mg268 | mg269 T mg270 ng068 mg067mg0es R%{ZIURSR“ mg069 mg070 mg071 | mg072! T mg203 T mg294 ! mg295

Figura 1.10. Reintroducci6 d’una copia salvatge del gen codificant per la proteina MG218-s per transposicié en diferents mutants
defectius. (A) Esquema del vector pMTncat, basat en el vector pMTn4001 (figura 4 de la introduccid). La fletxa gran en angle
recte indica la posicié del promotor p438 davant del gen cat. (B) Esquema del vector pMTncat218-s. S ha indicat el promotor del

PEAmb posterioritat al desenvolupament i s d’aquest minitransposo (Calisto et al., 2012), es va publicar un treball on els autors consideren que
¢és el primer cop que es fa servir exitosament el gen de resisténcia a cloramfenicol per modificar genéticament M. genitalium (Burgos et al.,
2012).@
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gen mg218-s amb una altra fletxa gran en angle. Les fletxes vermelles a i b indiquen la posicid i orientacié dels encebadors
utilitzats per amplificar la totalitat del vector i poder clonar el gen mCherry, obtenint el vector pMTncatF218sCh. indiquen la
posici6 dels encebadors utilitzats en la PCR recombinant. (C) Taula i esquema dels punts d’insercié del minitransposé en
cadascun dels mutants transformats amb pMTncar218-s. Els triangles invertits de color vermell indiquen el punt d’inserci6 del
minitransposo i les fletxes associades indiquen el sentit de la insercié del minitransposé: —, cadena + i «<—, cadena -. Els gens
mg269 1 mg286 estan anotats com a proteina conservada hipotética; el mg370 correspondria a una sintasa de pseudouridina de la
familia RIuA i el mg294 és un possible MSF. A la taula s’ha especificat la posicio dels punts d’insercio.

3.3. Estudi del fenotip dels mutants MD-P3+MG218-s

Dels diferents clons obtinguts en la transformacié de la soca MD-P3 amb el minitranspos6 portador del
gen mg218-s, se’n van seleccionar 3 de forma aleatoria per ser caracteritzats. Es tracta dels clons D2, D3 i
D6. En primer lloc, per seqiienciacié dirigida mitjangant I’encebador CmDown es va determinar el punt
d’insercid del minitransposé en el genoma d’aquest mutants (Figura 1.10.C) i amb I’encebador CmUp es
va revisar la seqiiéncia del fragment inserit en els genomes. D’aquesta forma, es va determinar que la
insercio del transposo no va afectar cap gen préviament relacionats amb 1’organela terminal, amb 1’Gnica
possible excepcio del clon 8 de A218+MG218-s on el transposé interromp el gen mg269. Recentment
s’ha demostrat que la proteina codificada per aquests gen localitza a I’organela terminal tot i que encara
es desconeix la seva funci6. No obstant, aquest clon no s’ha fet servir en el posterior analisi. La
seqiienciacié dels fragments inserits al genoma va permetre descartar la introduccié de mutacions o
alteracions en la seqiiéncia del gen mg218-s o del seu promotor durant el procés de transposicio.

La reintroduccié de la proteina MG218-s en els mutants D1, D2 i D3 es va confirmar per Western blot
amb un anticos policlonal que reconeix la proteina (Figura [.11.B). Aquest resultat va servir, no només
per confirmar la recuperacié de la proteina en els mutants MD-P3, siné també per confirmar la
funcionalitat del promotor que s havia descrit préviament (Figura [.4).

El perfil proteic global dels mutants MD-P3+MG218-s aixi com la capacitat d’adheréncia analitzada
mitjancant un assaig d’HA qualitativa no va revelar diferéncies amb la soca salvatge, igual que s’havia
vist en 1’analisi de la soca parental. Finalment, es va analitzar la motilitat de dos dels mutants MD-
P3+MG218-s, els clons D2 i D3. En tots dos casos es va trobar que el percentatge de cél-lules motils i la
velocitat mitjana és estadisticament equivalent a la de la soca salvatge i també ho son els percentatges de
cel-lules motils que fan moviments erratics (Figura 1.12).

Aquests resultats suggereixen que hi ha complementaci6 del fenotip defectiu de la soca MD-P3 amb la
reintroduccid de la proteina MG218-s.

A 123456789101112B 1 23 4 5 6 7 8 910 11 12
MG386 — - YO - — - - ———
MG218 _ — . - L MG317 — g oy s
MG312 — == T Tt plo R
DI ITIT — — — —|
PO = o e e e VG217 Rt
e e~ — — —— — — ===
e e
S e ———

Figura 1.11. Perfil proteic de la soca salvatge (1); i de les soques mutants C6 (Pich et al., 2008) (2); A218 clon 8 (Pich et al.,
2008) (3); A218+ 218-s (clon A3) (4); A218¢tetM (5); A218¢tetM+218-s clons B9, B5, B7 (6-8); MD-P3 (9); i MD-P3+218-s
clons D3, D2 i D6 (10-12) de M. genitalium. (A) SDS-PAGE 7.5 %. Les fletxes indiquen les bandes corresponents a proteines de
I’OT. (B) Analisis per Western blot amb els anticossos anti-MG218¢, per identificar la proteina MG218-s, anti-HMW3 (ortoleg
MG317), anti-P110, anti-P140, anti-MG217, anti-P41 (ortoleg de MG491), anti-MG318 i anti-MG200.
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Soca wr D3 D2
= No motils 40,2 % 45,7 % 42,9 %
g
= Motils 59,8 % 54,3 % 57,1 %
=
'g Mov. Circulars 79,5 % 80,1 % 77,8 %
2

Mov. Erratics 20,5 % 19,9 % 22,2 %

Velocitat mitjana

o 0,108+0,033  0,108=0,033 0,119+ 0,029
(ums™)

D3 D2 wr  MD-P3

Figura 1.12. Estudis microcinematografics. Representacio en caixes de la distribucié de la velocitat de les cel-lules motils de les
soques complementades D2 i D3 i de la soca salvatge (WT) i de la soca MD-P3. Les dades resumides a la taula sobre les soques
complementades D2 i D3 no son estadisticament diferents a les obtingudes per la soca salvatge (WT) (s’han obtingut p > 0,05).

3.4. Localitzacio de la proteina MG218-s a M. genitalium per fluorescéncia

Finalment, tenint en compte la complementacié del mutant MD-P3 amb la proteina MG218-s, es va
construir un nou minitransposé que permetria introduir una proteina de fusi6 entre la proteina MG218-s i
la proteina fluorescent mCherry (MG218-s::Ch) a la soca MD-P3 i permetria localitzar la proteina
MG218-s dins la cél-lula.

Figura I.13. (A) Esquema del vector
pMTncatF218sCh, derivat de
R pMTncatF218s  (figura 1.10.B). (B)

kDa

WI a b c d e

"“2";8 % wowe  Analisis per Western blot de 1’expressio
p218s S . .,
g - ~_ . delaproteina de fusi6 MG218-s::Ch amb
o MTncatF2185Ch mg218-s - Z . anticossos contra la proteina MG218-s i
prithea s _ o, anti-mCherry en diferents clons (a-€)
FcoR. — obtinguts en la transformacié de la soca
co. Q - — 40kDa
Bamp O TMEL mCherry 2 _ ww  MD-P3 amb el vector pMTncatF218sCh.
Xl P g = El cap de fletxa senyala la banda
origin g ...  corresponent a la proteina MG218-s a la

mostra de la soca salvatge (WT).

El minitransposé portador de la proteina de fusid en qiiestid, es va obtenir a partir del vector
pMTncar218s (Figura [.10.B), que es va modificar per incloure el gen codificant per la proteina mCherry,
de forma que quedava fusionat a I’extrem 3’ del gen mg218-s, al que s havia suprimit el codo de stop
pertinent. El vector resultant, pMTncatF218sCh (Figura 1.11.A), es va fer servir per transformar
novament la soca MD-P3 i, d’aquesta forma obtenir mutants MD-P3 complementats amb la proteina de
fusi6 MG218-s::Ch. No obstant, es va analitzar I’expressio de la proteina de fusio en 5 clons diferents
obtinguts en aquesta transformacio i, en tots els casos, es va trobar que aquesta es degrada. Per Western
blot amb anticossos contra la proteina MG218-s es detecten dos fragments, de mida inferior a I’esperada
per la proteina de fusié (aproximadament 50 kDa), indicant que la proteina de fusid no és estable (Figura
I.11.B). Per Western blot amb un anticos anti-mCherry es va confirma la degradacié de la proteina de
fusi6 expressada (Figura 1.13.B). D’aquesta forma, es descarta determinar la localitzacio subcel-lular de
la proteina MG218-s a partir de 1’estudi per fluoresceéncia d’aquests mutants.

3.5. Estudi de ’efecte de la reintroduccié de la proteina MG218-s en diferents mutants defectius en
la proteina

Fins al moment ens hem centrat en I’estudi de la soca MD-P3 que és defectiva unicament en proteina
MG218-s. No obstant, existeixen dues soques més que també son defectives en proteina MG218-s, pero
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també son defectives en proteina MG218. Es tracta de les soques A218¢; i A218. Com hem vist més
amunt, va ser una sorpresa que tant la deleci6 del gen mg218 com la delecié tinicament del fragment 3’
d’aquest mateix gen produis el mateix efecte en el fenotip de les soques resultants. Amb anterioritat
s’havia estudiat el fenotip de soques que expressaven una versio truncada de la proteina MG218, com el
mutant C6, i els fragments amino-terminals de la proteina eren estables. Ara bé, aquests mutants
expressaven també la proteina MG218-s, a diferéncia de la soca A218¢, suggerint que la proteina
MG?218-s podria tenir un paper en ’estabilitzacié del fragment truncat de la proteina MG218.

Per estudiar aquesta Ultima hipotesi es va reintroduir la proteina MG218-s en les soques A218 i
A218ctetM, aquesta tltima sent equivalent a la soca A218¢, pero conté el gen de resisténcia tetM438.
D’aquesta forma totes les soques de partida serien portadores del mateix gen de resisténcia. Amb el
vector pMTncar218s es van transformar per electroporacié cél-lules d’aquestes dues soques que també
son defectives en proteina MG218-s. Les cél-lules transformades amb el minitransposoé es van seleccionar
en preséncia de tetraciclina i cloramfenicol, com hem descrit abans. D’aquesta forma, es van obtenir els
mutants A218+MG218-s 1 A218¢tetM+MG218-s. De cadascuna de les transformacions es van seleccionar
aleatoriament 3 clons i es van determinar els punts d’insercié del minitransposé en el genoma de cada
mutant (Figura 1.10.C). En la majoria dels casos es va determinar que el transposo6 s’ubicava en regions
intergéniques i en cap cas es va trobar que el minitranspos6 afectes cap dels gens relacionat amb
I’estructura de 1’organela terminal.

Per Western blot amb un anticos contra la proteina MG218-s es va constatar la reintroduccié de la
proteina en les soques transformades amb el minitransposo (Figura 1.11.B). Ara bé, en 1’analisi del perfil
proteic per SDS-PAGE d’aquests nous mutants en comparacidé amb la seva corresponent soca parental no
es van detectar diferéncies. En els perfils proteics obtinguts per SDS-PAGE és clara I’abséncia de la
banda corresponent a la proteina MG218 en tots els casos. No obstant, es va realitzar un Western blot
amb un anticos policlonal especific contra la proteina MG218 amb que no es va detectar cap traga de la
proteina en cap dels mutants (dada no mostrada). Els nivells d’expressid de les diferents proteines de
I’organela terminal es van analitzar mitjancant I’estudi dels perfils proteics en SDS-PAGE i per Western
blot amb anticossos especifics contra cadascuna d’elles i en cap cas es van restaurar els nivell d’expressio
de cap de les proteines absents en els clons parentals (Figura 1.11). Aquests resultats indiquen que la
reintroduccio de la proteina MG218-s per si sola no permet estabilitzar cap de les proteines de I’organela
terminal que es perden degut a I’abséncia de proteina MG218 i que tampoc permet recuperar I’estabilitat
del fragment amino-terminal de la proteina MG218 que esperariem trobar en els mutants A218cfetM.

Discussio

La proteina MG218 de M. genitalium és I’element principal de I’eix central del citoesquelet de 1’organela
terminal i té un paper central en la seva formacio. Es interessant el descobriment de que el gen mg218 que
codifica aquesta proteina de 220 kDa, també codifica una petita proteina d’aproximadament 23 kDa, que
s’ha anomenat MG218-s. La proteina MG218-s es va identificar recentment mitjangant western blot amb
un anticos policlonal contra la regié carboxi-terminal de la proteina MG218. La preséncia d’aquesta
proteina en mutants de M. genitalium amb insercions de transposo en el locus mg_218 va demostrar que
aquesta proteina havia de ser producte d’una traduccio interna del gen.

La preséncia de gens que se solapen és un tret comt dels genomes de virus. En el mon bacteria és comu
trobar gens amb els seus extrems sobreposats, pero la preséncia de gens que se solapen totalment és un
fenomen rar (Ellis and Brown, 2003). A principis dels 2000’ es va descriure el solapament total dels gens
rpmH 1 rnpA a Thermus thermophilus. Aquests dos gens, que codifiquen per la proteina ribosomal L34 i
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la RNasa P respectivament, son transcrits en un unic policistrdé en molts bacteris, pero el solapament dels
dos gens a T. thermophilus, suggereix un nou sistema de regulacié de 1’expressio (Feltens et al., 2003).
No obstant, aquest cas descrit a 7. Thermophilus no presenta similitud amb el cas de M. genitalium. El
solapament del gen mg218 i el gen que codifica per la proteina MG218-s a M. genitalium podria ser
conseqiiéncia de I’origen del reduit genoma del micoplasma per un procés d’evolucio6 regressiva, pero és
sorprenent que aquests dos gens no només estan totalment solapats sind que també comparteixen el marc
de lectura, de forma que la proteina MG218-s comparteix seqiiéncia aminoacidica amb I’extrem carboxi-
terminal de la proteina MG218. La creacié de noves proteines es pot originar per duplicacid, fusio o fissio
de seqiiéncies codificants existents (Rancurel et al., 2009), pel que sembla raonable pensar que el
solapament d’aquests gens tingui origen en la fusid en fase de dos gens ancestrals, pero de totes formes, la
pregunta més important és per qué s’ha conservat aquesta proteina? Quina és la funci6é de la proteina
MG218-s?

A M. pneumoniae també s’ha identificat una proteina de caracteristiques similars a la proteina MG218-s.
En aquest cas es tracta d’una proteina de 25 kDa que comparteix seqiiéncia amb I’extrem carboxi-
terminal de la proteina HMW2, homologa a la proteina MG218 de M. genitalium. Aquesta proteina
anomenada P28 o HMW2-s és I'linic ortoleg que es coneix fins al moment de la proteina MG218-s de M.
genitalium. La preséncia d’aquesta proteina en les dues espécies emfatitza la seva possible importancia.

La proteina HMW2-s de M. pneumoniae va ser identificada molt abans que la proteina MG218-s i fa
temps que s’especula sobre la seva possible funci6. A partir dels estudis realitzats a M. pneumoniae, s’ha
proposat un model sobre la formaci6 del citoesquelet de 1’organela terminal on la proteina HMW2-s
podria tenir un paper en I’estructura de I’eix d’aquest citoesquelet, juntament amb la proteina HMW?2,
perd és una hipotesi purament especulativa, com diuen els mateixos autors (Balish, Santurri, ef al., 2003).
La impossibilitat d’obtenir un mutant de M. prneumoniae defectiu en proteina HMW2-s sense afectar
I’expressio de la proteina HMW?2 dificulta I’estudi de la funcié d’aquesta proteina HMW2-s in vivo i, fins
al moment, només s’ha pogut descartar que la seva funcio estigui relacionada amb la citadheréncia del
micoplasma (Fisseha et al., 1999; Balish, Ross, ef al., 2003).

Per aprofundir en ’estudi de la funcid d’aquesta petita proteina caldria disposar d’un mutant que
sintetitzes la proteina HMW2 full-lenght, perd no la proteina HMW2-s. Ara bé, no es disposa de cap
mutant de M. pneumoniae amb aquestes caracteristiques ni de les eines de manipulacié genética
necessaries per fer modificacions dirigides en el genoma d’aquest micoplasma. Es per aixd que M.
genitalium s’erigia com el millor candidat per poder estudiar la funcié d’aquesta petita proteina
conservada en aquestes dues especies de micoplasma. Tot i aixi, les dificultats per I’obtencié d’un mutant
d’aquestes caracteristiques, donat el solapament existent entre dos gens en qiiestid, son evidents. Per
poder superar aquest problema, en aquest treball, s’ha desenvolupat un nou sistema per introduir
mutacions puntuals en el genoma de M. genitalium que ha permés suprimir I’expressié de la proteina
MG218-s, mitjangant la mutacié de la seqiiéncia del gen mg218, de forma que es preservava I’expressid
de la proteina MG218. D’aquesta forma s’ha obtingut el mutant defectiu inicament en proteina MG218-s
que s’esperava. Aquest seria el primer cop que s’ha generat un mutant de M. genitalium amb aquestes
caracteristiques.

Per aconseguir suprimir I’expressi6 de la proteina MG218-s, s’ha tingut en compte 1’estudi de I’expressio
de la proteina HMW2-s i la caracteritzacié del seu promotor associat, en que es va descriure que la
substituci6é del codd6 ATG d’inici de traduccié de la proteina HMW2-s a M. pneumoniae per un triplet
ATT abolia la seva expressio (Boonmee et al., 2009). A diferéncia de la proteina HMW2-s, que s’havia
pogut descriure el seu extrem amino-terminal (Boonmee et al., 2009), del seu ortoleg MG218-s a M.
genitalium no es coneixia el seu inici de traducci6. Davant del desconeixement de 1’inici de traducci6 de
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la proteina MG218-s dins de la seqiiéncia del gen mg218, va ser necessari comprovar 1’efecte de la
mutacio de tres codons ATG diferents dins de la seqiiéncia del gen sobre 1’expressio de la proteina
MG218-s. Dels tres candidats es va comprovar que només en el cas de mutar el coddo ATG que codifica la
Met1615 de la proteina MG218 provocava una disminuci6 drastica dels nivells d’expressié de la proteina
MG218-s, suggerint que aquest era el codé d’inici de traduccio de la proteina. Reforgant aquest resultat,
per primer extension, es va determinar que hi havia un inici de transcripci6 situat 5 pb upstream d’aquest
coddé ATG determinat i una distancia de 9 pb d’una caixa -10 que indicaria la preséncia d’un promotor
davant de I’inici de transcripcio. Aquest mateix resultat descartava els altres dos codons ATG candidats,
perqué I’inici de transcripcié determinat se situava downstream respecte aquests dos codons ATG. Es
cert, que el resultat obtingut en 1’analisi per primer extension es basava en una senyal molt débil, que
podria ser indicador de reduits nivells d’expressio del transcrit o de problemes en la manipulacié de la
mostra, pero el control positiu que es va fer en paral-lel va sortir bé i es va obtenir el mateix resultat per
duplicat. D’altra banda, la comparaci6é d’aquests resultats obtinguts a M. genitalium amb M. pneumoniae,
trobem una elevada similitud de seqiiéncia en la regié amino-terminal de les proteines MG218-s i
HMW?2-s, aixi com una identitat total dels 30 pb upstream a I’inici de traduccid de les mateixes, que
inclou la regi6 -10 del promotor proposat i es diferencien just abans de la regi6 -35 del mateix, que en
general no esta conservat a M. pneumoniae i1 M. genitalium (Weiner Il et al., 2000; Lluch-senar et al.,
2007; Gtell et al., 2009). Finalment, cal afegir que a partir dels estudis de complementacié del mutant
defectiu en proteina MG218-s, s’ha pogut comprovar que la reintroducci6é del fragment de 600 pb de
I’extrem 3’ del gen mg218, s’ha comprovat que conté un promotor funcional que permet I’expressio de la
proteina MG218-s, com s’ha demostrat per western blot amb un anticos policlonal contra la proteina.

Un cop identificat el cod6 d’inici de traduccid es va poder constatar que la supressio de 1’expressio de la
proteina MG218-s, no s’aconseguia amb ’inica substitucid d’aquest codo. Aquest efecte es va observar
tant si es mutava el codé ATG pel triplet CTA com pel triplet TCA, pero en cap dels dos casos es va
aconseguir abolir completament I’expressi6 de la proteina. D’altra banda, la mutacio de la caixa -10 del
promotor associat a 1’expressiéo de la proteina, també permetia I’expressio de nivells molt reduits de
proteina. L abolicid de I’expressio de la proteina, o si més no la seva reduccid a nivells no detectables per
Western blot, només es va aconseguir amb la mutaci6 simultania del codé corresponent a la Met/615 i la
caixa -10 del promotor associat o alternativament també es va aconseguir la supressio de I’expressio de la
proteina al mutar simultaniament els codons Met1615 i la Leu1620. Aquest resultats semblen suggerir que
la traduccid de la proteina es pot estar produint amb una eficiéncia molt menor a partir d’un codé d’inici
de traducci¢ alternatiu, com ¢s el cas del codé TTG de la Leu1620. Aixo suposaria la pérdua de tan sols 5
aa de ’extrem amino-terminal de la proteina, i amb les técniques utilitzades per identificar la proteina no
es podrien diferenciar les dues versions de la proteina. D’altra banda, ha estat més sorprenent que la
modificacio realitzada a la caixa -10 del promotor, encara permeti I’expressié d’uns nivells minims de la
proteina. L’analisi de la seqiiéncia davant del gen mg2/8-s no ha revelat la preséncia de cap seqiiencia
RBS coneguda que indiqui que es podria produir la traduccid a partir de la transcripci6é del gen mg218,
pel que segurament tot i la mutacié en el promotor s’esta produint uns minims de transcripcid. El
fenomen de leaking de D’expressid6 d’aquesta proteina és forca intrigant, perd caldra estudiar la
transcripcié d’aquesta regid per aclarir quin és el seu origen o la causa que el produeix. No obstant, donat
que 1’objectiu en que es centrava aquest treball era en la funci6 de la proteina, aquesta pregunta queda
oberta.

Dels diferents mutants obtinguts en aquest treball es va seleccionar el mutant MD-P3, amb la doble
mutacio del promotor i el codd Met1615, com a model d’estudi per a la caracteritzacié del fenotip d’una
soca defectiva en proteina MG218-s, perque es va demostrar en 1’analisi per Southern blot que presentava
la doble recombinacid esperada. En abséncia de la proteina MG218-s, perd en preséncia de la proteina
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MG218, el perfil proteic de les cél-lules mutants no mostrava diferéncies respecte la soca salvatge i en les
avaluacions especifiques de 1’expressid de les proteines relacionades amb I’organela terminal no es van
trobar deficiéncies d’expressid en cap cas. La soca MD-P3 presentava nivells d’expressiéo normals de les
adhesines i les cél-lules analitzades per microscopia electronica de rastreig presentaven organeles
terminals bona fide. En concordanca amb aquests resultats, en 1’analisi qualitatiu de la capacitat d’HA
tampoc es van observar diferéncies amb la soca salvatge. Tots aquests resultats indiquen que la proteina
MG218-s, a diferéncia de la proteina MG218, no esta implicada en 1’estabilitat de cap dels elements que
formen part de I’organela terminal ni amb la citadheréncia de M. genitalium, de forma equivalent al que
s’havia descrit a M. pneumoniae, en que van descartar la participacio de la proteina HMW2-s en la
citadheréncia del micoplasma (Fisseha et al., 1999).

Com hem dit, es va analitzar la morfologia de les c¢l-lules de la soca MD-P3 per microscopia electronica
de rastreig i aquestes a simple vista no eren distingibles de les cél-lules de la soca salvatge. No obstant
quan es mesura I’angle que es forma entre els eixos longitudinals que travessen 1’organela terminal i el
cos cel'lular, el mutant defectiu en proteina MG218-s presenta un angle mitjana que és estadisticament
significativament major que ’obtingut en I’analisi de la soca mutant. Aquest resultat és consistent amb els
resultats obtinguts en els estudis microcinematografics, on les c¢l-lules de la soca mutant presenten un
increment significatiu del percentatge de cel-lules que realitzen moviments erratics i també s’aprecia un
increment significatiu del diametre mitjana descrit en els patrons de moviment circulars. La similitud
entre aquests resultats i els que s’han descrit pel mutant A217 (Burgos ef al., 2008), podria suggerir un
possible rol cooperatiu entre les proteines MG217 i MG218-s.

L’analisi de la soca defectiva en proteina MG217 va demostrar el paper de I’organela terminal com a tim6
del moviment del micoplasma, pero, de manera més important, per primer cop es descrivia un element
que podria estar implicat en la regulacié de la direccié del moviment, possiblement variant I’angle de
curvatura de 1’organela terminal (Burgos ef al., 2008). Les c¢l-lules de la soca MD-P3 també presenten
una variaci6 de I’angle mitjana de curvatura de 1’organela terminal respecte el cos cel-lular, perd la
diferéncia d’aquest angle respecte 1’observat amb les cél-lules de la soca salvatge només representa un
increment de 15°, que dista considerablement de I’increment de 40° observat en el cas del mutant defectiu
en MG217. Per estudiar la possible relaci6 de la proteina MG218-s amb la curvatura de I’organela o en la
seva estructura es va procedir a analitzar la conformaci6 del citoesquelet de les cél-lules. Gracies a que la
ultraestructura del citoesquelet és resistent al tractament amb Triton X-100 (Meng and Pfister, 1980;
Gobel et al., 1981; Hatchel and Balish, 2008), es va aprofitar aquesta propietat per estudiar per tincid
negativa i microscopia electronica de transmissio la ultraestructura del citoesquelet al descobert després
de llisar les cél-lules amb una solucié al 1 % de Triton X-100. La conformacié majoritaria de la
ultraestructura té una lleugera forma de essa, que hem anomenat assentat per simplificar. Aquesta ¢s la
forma caracteristica que es pot observar clarament la diferéncia entre les tres parts que la conformen: el
botd terminal, ’eix i el wheel complex complex. No obstant, també s’han observat dues conformacions
més, la corbada i en triangle. Tant en I’analisi realitzat amb cel-lules de la soca MD-P3 com amb la soca
salvatge es van trobar exemples de ultraestructures en les tres conformacions possibles. Ara bé, en el cas
de la soca mutant es va trobar un increment significatiu d’unitats amb conformaci6 corbada que anava
acompanyada de la disminucié d’unitats en conformacié assentada, en comparacié amb els percentatges
observats amb la soca salvatge. La diferéncia entre la conformacié assentada i corbada es troba en la
complexitat de 1’estructuraci6 de la base de I’eix o la regié més proxima al wheel complex. Aquest
resultat suggeriria que la proteina MG218-s podria participar en 1’estructuracié d’aquesta regié de 1’eix,
tot i que no seria imprescindible per aconseguir la correcta estructuracié de la doble curvatura de I’eix.
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Per poder confirmar si la proteina MG218-s intervé en I’estructura de I’eix, caldria poder fer una
localitzacio subcel-lular positiva d’aquesta proteina en la regié proximal de 1’organela, pero tot i que en
aquest treball s’ha intentat, no s’ha pogut determinar la localitzacié de la proteina. No obstant, que la
proteina MG218-s pugui intervenir en 1’estructuracié d’un dels extrems de 1’eix del citoesquelet estaria en
la mateixa linia que la proposta que s’ha fet sobre la possible col-laboracid de la proteina HMW2-s en el
plegament de la proteina HMW?2 en la formacié de I’eix de la ultraestructura. En els estudis realitzats a
M. pneumoniae, s’ha proposat que la proteina HMW2-s podria tenir un paper en 1’estructura de I’eix del
citoesquelet de 1’organela terminal, juntament amb la proteina HMW2, pero és una hipotesi purament
especulativa, com diuen els mateixos autors (Balish, Santurri, et al., 2003). A partir de ’analisi de la
seqiiéncia de la proteina HMW2 s’ha proposat que aquesta esta formada majoritariament per helix o i
també existeixen evideéncies de la dimeritzacié amb ponts disulfur d’aquesta proteina, de forma que els
dimers podrien estructurar-se en forma d’helix superenrotllada discontinua, que recordaria una cadena
flexible (Stevens and Krause, 1990; Krause ef al., 1997). En base a aquestes prediccions d’estructura, es
proposa que 1’hélix superenrotllada de la proteina HMW?2 es podria disposar de forma longitudinal, amb
I’extrem amino-terminal ocupant la regiéo més distal al cos cel-lular, formant 1’eix de la ultraestructura de
I’organela terminal i les interrupcions del superenrotllament podrien conferir la flexibilitat predita de
Iestructura, involucrada en motilitat i en divisié cel-lular. Es cert també, que en les prediccions sobre
I’estructura de la superhelix, també han proposat dues regions, ambdues en la regi6 carboxi-terminal de la
proteina HMW2, que podrien estar formant una superhelix trivalent i proposen que la proteina HMW2-s
podria participar en la formaci6é d’aquesta triple helix (Balish, Santurri, et al., 2003). En el cas de la
proteina MG218 no s’ha fet cap prediccid de superhelix trivalent, perd de forma purament especulativa,
aquestes dues regions amb prediccié de triple helix podrien correspondre amb les dues curvatures
observades en I’estructura, ja que podrien la triple hélix podria trencar el patrd lineal del duplex
helicoidal. En abséncia de la proteina MG218-s podria ser I’extrem carboxi-terminal de MG218 qui suplis
la seva funci6, de forma que es podria explicar la preséncia d’estructures en conformaci6 assentada.

Es dificil encaixar les peces amb tots els resultats obtinguts. Sembla que I’increment observat en I’angle
de curvatura mitjana de I’organela terminal respecte el cos cel-lular s’hauria d’explicar amb la pérdua de
la doble curvatura de I’eix en favor d’una curvatura tinica, perd intuitivament si I’eix perd una de les
curvatures esperariem una disminucid de I’angle i no al revés. Aquesta hipotesi, implicaria també que la
tercera conformacio observada és en realitat una visio lateral de la ultraestructura i és la mateixa tant si té
conformacié assentada com corbada en de perfil frontal. Una altra forma d’interpretar les tres
conformacions, potser és una mica arriscada, perod seria de forma seqiiencial amb el temps. S’ha descrit
que per la duplicaci6 del micoplasma, cal que es produeixi una duplicacidé coordinada de 1’organela
terminal i els pocs treballs publicats al respecte indiquen que el citoesquelet es comengaria a duplicar pel
canté més distal al cos cel-lular, com es pot apreciar en imatges de microscopia electronica publicades on
es veu I’eix del citoesquelet bifurcat i cadascuna de les bifurcacions acabada amb una estructura en forma
de botd terminal (Hegermann et al., 2002; Nakane and Miyata, 2009). En canvi, no tenim imatges on es
pugui apreciar si 1’eix del citoesquelet s’obre com una cremallera des de la regié més distal a la més
proximal o com es produeix la seva duplicacid. A partir de 1’estudi de les imatges de la ultraestructura
que hem realitzat en aquest treball, podem formular una hipotesi al respecte. En aquest cas, les tres
conformacions observades es correspondrien amb modificacions temporals de la seva estructura degut a
la duplicacié de I’eix, que s’iniciaria amb la desestructuracio de la doble curvatura de la base de I’eix i es
desplegaria fina al bot6 terminal, adquirint la forma de triangle, pas previ a la duplicaci6 del botd terminal
i la formaci6 de la segona organela terminal en una cel-lula en divisi6. Amb aquesta hipotesi, s’interpreta
que la base de I’eix en la conformaci6é que hem anomenat corbat, en realitat s’hauria d’entendre com un
engruiximent per desestructuracid de la base, que podria explicar millor ’augment de 1’angle de
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I’organela. Val a dir que se segueix suggerint que la proteina MG218-s tindria un paper en 1’estructura de
la base de 1’eix, pero no seria imprescindible. D’aquesta forma, la implicacié de la proteina MG218-s en
la motilitat seria de forma indirecte, degut a la seva participacié en ’estructura del citoesquelet de
I’organela terminal.

Amb els resultats obtinguts de 1’estudi de la soca defectiva en proteina MG218-s, no s’ha trobat una
funcié que justifiqui la conservacio d’aquesta proteina. No obstant, en aquest treball es va obtenir un altre
mutant defectiu en proteina MG218-s amb un fenotip que va resultar sorprenent. Es tracta del mutant
A218¢y, que es va generar com a pas previ de I’obtencié dels mutant amb les mutacions puntuals.

El sistema dissenyat per la introduccié de mutacions puntuals en el genoma de M. genitalium esta basat
en la generacidé de mutants per substitucid génica, perd en aquest cas es produia un intercanvi entre un
fragment original del genoma del micoplasma per una versié modificada del mateix, en el que s’han
generat préviament les mutacions puntuals desitjades per mutagénesis dirigida. Es va optar per fer la
substituci6 del fragment en dos passos de recombinacid, perqué donada I’elevada identitat entre els dos
fragments que es volien intercanviar es va creure que aixi es podria augmentar I’eficiéncia d’introduccid
de les mutacions. La senzillesa de 1’estratégia en dues etapes es va eclipsar quan es va aplicar la técnica
per substituir ’extrem 3’ del gen mg218, que conté la totalitat del gen codificant per la proteina MG218-
s. La delecio, en el primer pas de I’estratégia, d’un fragment de 800 pb de I’extrem 3’ del gen mg218,
dona lloc a un mutant molt refractari a la transformacié per doble recombinacié. Aquest fenomen ja
s’havia observat experimentalment en el laboratori. Sembla que els mutants amb defectes en 1’expressio
de les adhesines, com és el cas del mutant A218¢, presenten eficiéncies de transformacio inferiors a la de
la soca salvatge, segurament per 1’elevada formacié de cenocits o sincitis cel-lulars en aquests mutants.
Aquest fet ha perjudicat I’eficiéncia de transformaciéo del segon pas de I’estratégia i ha dificultat
I’obtencié de clons amb la doble recombinacio esperada per cadascuna de les mutacions puntuals
assajades. Tot i aixi, 1’as d’aquesta técnica ha permeés identificar I’inici de traduccié de la proteina i
I’obtencié del mutant defectiu en la proteina MG218-s que hem pogut caracteritzar.

La delecio d’un fragment de I’extrem 3’ del gen mg218 s’esperava que donés lloc a un mutant de
caracteristiques similars als mutants de M. genitalium amb insercions de transpos6 en el locus mg_218.
Aquests mutants, com el cas del clon C6, expressen fragments truncats de la proteina MG218, que son
estables i que els permet la formacié d’organeles terminals de menor envergadura al mateix temps que
presenten deficiéncies lleus de motilitat (Pich et al., 2008). En canvi, al caracteritzar el mutant A218¢, es
va trobar un fenotip similar al mutant defectiu total, A218 (Pich ef al., 2008), perd amb ’agreujament de
la pérdua de la proteina MG491. No obstant, es va demostrar que la diferéncia entre aquests dos fenotips
era deguda a 1’us de diferents marcadors de seleccio en la generacié dels mutants. Sembla que 1’us del
gen de resisténcia a tetraciclina fetM438 permetia mantenir 1’expressiéo dels gens que es troben
downstream al lloc on s’ha produit la substitucio genica, ja sigui perqué el promotor mg438 associat al
gen de resisténcia permetia la transcripcié d’aquests gens o per la preséncia d’un possible promotor en
I’extrem 3’ del mateix gen, ja que s’ha pogut identificar una seqiiéncia que correspondria amb la caixa -
10 d’un promotor. En canvi, quan s’ha utilitzat el gen marcador amb la resisténcia a gentamicina, tot i que
també s’ha descrit la preséncia d’un promotor en la regido 3’ del fragment, no s’ha pogut mantenir
I’expressi6 dels gens downstream 1, per aixo, es produia la pérdua de la proteina MG491. Aquest resultat
posa en relleu també, que la preséncia del promotor associat a I’expressié de la proteina MG218-s també
esta permetent 1’expressio dels gens mg491 i mg219 en els mutants que tenen insercions de transposo en
el gen mg218 i, per tant, interrompent la transcripcio dels gens de 1’opero6 on es troba aquest gen.

Tot i la substitucié del gen de resisténcia a gentamicina pel gen de resisténcia a tetraciclina, el fenotip del
mutant A218qtetM era equivalent al defectiu total A218. Aixi, la delecio del fragment 3’ del gen era la
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responsable del fenotip. La diferéncia clara entre aquest mutant A218¢¢tetM i el mutant C6 era la pérdua
de la proteina MG218-s. Amb aquest resultat semblava que la proteina MG218-s podria estar ajudant a
estabilitzar els fragments amino-terminals de la proteina MG218, que s’expressaven en els mutants per
transposicié com el C6. L’estudi de complementacié del mutant MD-P3 amb una copia salvatge del gen
que codifica la proteina MG218-s introduida per transposicio, va demostrar que el promotor associat a
I’expressié d’aquest gen és plenament funcional. Aprofitant aquest fet, es va reintroduir la proteina
MG218-s en els mutants A218 i A218¢¢etM per transposicio. En el primer cas, la proteina MG218-s, en
abseéncia de la proteina MG218, no és capag¢ de corregir els efectes pleiotropics causats per la falta de la
proteina MG218 i aquest resultat concorda perfectament amb les observacions fetes en 1’estudi del mutant
MD-P3. La reintroduccié de la proteina MG218-s en el mutant A218ctetM tampoc va permetre
estabilitzar i recuperar el fragment amino-terminal de la proteina MG218 i, per tant, també la recuperacio
de cap de les altres proteines de 1’organela terminal, com s’havia hipotetitzat a partir del fenotip dels
mutants per transposicid. Si la proteina MG218-s interacciona amb la proteina MG218, només sera en la
regio carboxi-terminal, absent en aquests mutants. Aquesta conclusié reforgaria la hipotesi de que la
proteina M(G218-s intervingui només es la estructuracié d’una regio concreta de I’eix de la ultraestructura
format per la proteina MG218.

I, finalment, només queda especular que ’estabilitat dels fragments amino-terminal de la proteina MG218
que s’observen en els mutant obtinguts per transposicid, es degui a la preséncia d’un altre fragment
carboxi-terminal d’aproximadament 115 kDa que es va identificar també en aquests mutants (Pich ef al.,
2008) i que no hem detectat en el mutant A218¢tetM.
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Capitol II. Estudi de la funcio del domini de la caixa EAGR a la proteina
MG200 de M. genitalium

Introduccio

L’organela terminal (Henderson and Jensen, 2006; Seybert et al., 2006) no només atorga la morfologia
caracteristica en forma de pera a M. genitalium, sin6 que també té un paper central en funcions essencials
per la viruléncia d’aquest microorganisme, com per exemple ’adheréncia a la cél-lula hoste. Una altra
d’aquestes funcions és la de motilitat per lliscament que esta directament implicada en patogenicitat,
donada la seva relacidé amb la capacitat de colonitzacié de la cel-lula hoste i la seva disseminacio
(Kirchhoff et al., 1984; Jordan et al., 2007). Aquesta habilitat de M. genitalium per desplagar-se sobre
superficies solides depén de la capacitat d’adhesi6 sobre les mateixes. El fet que aquestes dues propietats
estiguin estretament lligades ha dificultat la identificacié de gens i proteines que poguessin estar
unicament vinculades al mecanisme de motilitat, qiiestionant 1’existéncia de mecanismes independents
per aquestes dues propietats.

En un estudi previ del laboratori, es va dissenyar un nou sistema de seleccié de mutants deficients en
motilitat generats en un assaig de mutageénesi per transposicié (Pich, Burgos, Ferrer-Navarro, et al.,
2006). Donat que la técnica de cultiu utilitzada en aquest sistema requeria un pas previ d’adhesio de les
c¢l-lules a una superficie solida, aquest treball va permetre la identificacié de dos gens, mg200 i1 mg386,
involucrats en la maquinaria de motilitat, pero no amb I’adheréncia de M. genitalium. Les proteines
MG200 i MG386, vinculades a I’expressid d’aquest dos gens, tenen diverses caracteristiques en comu, de
les quals és de destacar la preséncia de caixes EAGR (Balish et al., 2001). Aquest motiu altament
conservat, ric en aminoacids aromatics i glicines, sembla ser exclusiu de proteines relacionades amb la
motilitat de micoplasma. Concretament, només s’han identificat caixes EAGR en les proteines MG200,
MG386 1 MG312 de M. genitalium o en els seus ortdlegs corresponents a M. pneumoniae (MPN119,
MPN567 1 MPN447) i a M. gallisepticum (MGA1228, MGA0205 i MGAO0306), que formen part del
mateix grup filogenétic que M. genitalium (Dybvig and Voelker, 1996).

A

Figura IL.1. Estructura cristal-lografica a resolucié atomica del domini de la caixa EAGR de la proteina MG200 de M.
genitalium. Estructura del dimer (A) i del monomer (B). Figura modificada de (Calisto et al., 2012).

Recentment, s’ha pogut determinar 1’estructura cristal-lografica a resolucié atomica (2.9 A) del domini
que conté la caixa EAGR de la proteina MG200 de M. genitalium (Calisto et al., 2012). L'analisi de
I’estructura cristal-litzada va revelar un dimer estabilitzat per un nucli hidrofobic compacte que s'estén al
llarg de la interficie del dimer (Figura I1.1.A). L’estructura del monomer presentava un plegament nou
que contenia una precisa simetria dins de la subunitat en relacié a dos clars llagos formats per dues fulles
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B antiparal-leles unides per un petit loop (Figura 11.1.B). Algunes de les seves caracteristiques, com la
plasticitat del domini o la preséncia d’eixos de simetria intersubunitat i intrasubunitat, suggerien un
possible paper d’aquests dominis en interaccions proteina-proteina, on les caixes EAGR podrien servir de
plataformes d’interaccié amb altres macromolécules. No obstant, aquesta hipotesi no semblava concordar
amb I’observacio que mutants de M. genitalium que expressarien proteines amb delecions de les regions
que contenen caixes EAGR, com els mutants defectius en MG200 o MG386 o MG312, no presentaven
defectes estructurals en la seva organela terminal.

L’objectiu plantejat en aquest segon capitol consistiria en estudiar la funcio biologica de la caixa EAGR.

Resultats
1. Obtencio de mutants AE

Per tal de determinar la funcio biologica de la caixa EAGR, es va dissenyar una estratégia per obtenir una
soca mutant de M. genitalium que expressaria una versio modificada de la proteina MG200 sense el
domini corresponent a la caixa EAGR de la proteina. Amb aquest objectiu, es va construir un
minitranspos6 per introduir la versié modificada del gen mg200 en la soca C12 de M. genitalium, ja que
en estudis previs s’havia demostrat que és defectiva en proteina MG200 (Pich, Burgos, Ferrer-Navarro, et
al., 2006).

1.1. Construccié del vector pMTncar200AE

La delecio de la regié que codifica pel domini de la caixa EAGR en el gen mg200 es va realitzar
mitjangant PCR recombinant (Figura I1.2.A). En primer lloc, a partir del genoma de M. genitalium es va
amplificar per PCR el gen mg200 en dos fragments separats, que flanquejaven la regié codificant pel
domini de la caixa EAGR que es volia delecionar. Per una banda, es va obtenir un fragment que
comprenia la regié promotora propia (Musatovova et al., 2006) i els 369 pb de I’extrem 5’ del gen
mg200. Per I’altra banda, es va amplificar un fragment de 1185 pb corresponent a ’extrem 3’ del gen
mg200. En un segon pas, es van fusionar els dos fragments en un sol producte de PCR gracies a les
regions complementaries dels dos fragments, introduides amb els encebadors utilitzats en el primer pas.
Aixi, al fusionar els dos fragments s’aconsegueix la delecié del domini que conté la caixa EAGR i els
dominis flanquejants d’aquesta regié queden units en fase. El producte final de la PCR recombinant es va
clonar en el vector pMTncat, obtenint finalment el vector pMTncar200AE (Figura I1.2.B).

El vector pMTncat, com hem vist en el capitol anterior, esta basat en un vector suicida i és portador d’un
minitranspos6 que produeix insercions estables al genoma de M. genitalium i conté el gen de resisténcia a
cloramfenicol (cat). En el cas del vector que acabem de descriure, pMTncar200AE, la insercio del
minitranspos6 al genoma incorporaria, no només el gen de resisténcia a cloramfenicol, sind també la
versid modificada del gen mg200.

1.2. Assaig de transformacié de la soca C12 amb pMtncar200AE

La soca C12 (Pich, Burgos, Ferrer-Navarro, et al., 2006) conté un minitransposé inserit a prop de
I’extrem 5’ del gen mg200 truncant la seqiiencia codificant de la proteina MG200 en la seva regié amino-
terminal just abans del domini que conté la caixa EAGR (Figura I1.2.A). Mitjangant Western Blot amb un
anticos policlonal especific contra la proteina MG200, havien demostrat que la soca C12 no presentava
nivells detectables d‘aquesta proteina. Es per aixd que la soca C12 es presentava com a model ideal per
introduir la proteina MG200 modificada i estudiar els efectes que aquesta modificacié provocava en la
funcid global de la proteina.
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Cél-lules de la soca C12 es van transformar per electroporacié amb el vector pMTncar200AE. Les
insercions del minitransposé son estables ja que el gen de la transposasa es perd amb la resta de vector
suicida que no és incorporat al genoma. Les cél-lules transformades es van seleccionar en preséncia de
cloramfenicol i tetraciclina, ja que la soca parental és resistent a tetraciclina, tal i com es descriu a
I’apartat de materials i métodes. D’aquesta forma es van obtenir els mutants AE.

A p200 C12
1_? S 3
1 VvV - \ \
—( | ] || )| ')—
\ mg199 Jdomain *  EAGR < grpE
mg200
L43967
(bases 236500 to 239900)
B f1(+)origin C
AE1
A Y| _v:
= a N =
¢ mg343 mg344 mg345
np (lipase)
AE3
pMTncar200AE = Y
- 7 A —
mg032 glpF - mg035
EcoRI/Mfel _
ffe ’IR OR (hyp. prot.)
438
IR-O1 BamH]I P A4E_4
Xbal cat y A4 A /
v —
mg525 mg417
mg200AE 5200 (op. prot) edls

Figura I1.2. Obtencié de mutants AE. (A) Representacié esquematica de la regid del gen mg200 en el genoma de M.
genitalium. El promotor del gen s’ha indicat amb una gran fletxa. Les regions del gen corresponents al domini J
(aminoacids 1-74 de la proteina MG200) i a la caixa EAGR (aminoacids 169-201 de la proteina MG200) s’han ressaltat en
caixes taronges. El punt d’insercié del minitrasposé MTntetM438 en el clon parental C12 s’ha indicat amb un triangle
vermell invertit. Les fletxes amb els nimeros 1-4 indiquen la posicid dels encebadors utilitzats en la PCR recombinant. (B)
Esquema del vector pMTncar200AE, derivat del vector pMTncat (Figura 1.10.A) Les fletxes grans indiquen la posici6 del
promotor p200 o p438. El triangle invertit blanc indica el lloc on s’ha delecionat el domini de la caixa EAGR en el gen
mg200AE. (C) Els triangles invertits de color vermell indiquen el punt d’insercié del minitransposé MTncat200AE en els
clons AE1, AE3 i AE4, localitzats en les posicions 441099, 38945 i 521044 del genoma de M. genitalium, respectivament.

Les fletxes associades indiquen el sentit de la insercié del minitrasposé: —, cadena + i «—, cadena -.

1.3. Identificaci6 dels punts d’insercié del minitrasposé en els mutants AE

El punt d’insercié del minitransposé6 MTncat200AE en tres dels clons AE aillats es va identificar per
seqiienciacio directe de DNA genomic amb 1’encebador CmUp. Els punts d’insercié del minitransposoé es
van localitzar en els ORF mg032 (AE3), mg344 (AE1) i mg525 (AE4), que codifiquen per proteines
hipotétiques, excepte I’ORF mg344 que codifica per una lipasa (Figura 11.2.C). Cal destacar que cap
d’aquests gens ha estat préviament relacionat amb la maquinaria de motilitat dels micoplasmes (Pich,
Burgos, Planell, et al., 2006; Hasselbring ef al., 2006).

D’altra banda, I’expressio transitoria del gen de la transposasa present en el vector pMTncaf200AE podria
haver remobilitzat el minitransposé MTntetM438 present en la soca parental, C12, permetent restablir
I’expressio del gen mg200. Aquest fenomen es va poder descartar mitjancant la seqiienciacié de genoma
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dels mutants AE amb I’encebador TetDown (dades no mostrades), demostrant que el minitrasposo

original es trobava en el mateix punt d’inserci6 que en la soca parental, corresponent a la base 237771+.

2. Caracteritzacio del fenotip de mutants AE
2.1. Perfil proteic

El perfil proteic dels mutants AE presenta una tnica banda de 77 kDa quan son analitzats per Western
blot fent servir un anticos policlonal de ratoli contra la proteina MG200. Com era d’esperar, aquesta
banda mostra una disminucié de 10 kDa respecte el pes molecular que mostra la banda corresponent a la
proteina MG200 en el perfil proteic de la soca salvatge (Figura 11.3). Totes dues proteines mostren una
mobilitat electroforética menor a 1’esperada segons les prediccions de massa molecular. Aquest fenomen,
que ja s’havia descrit préviament (Pich, Burgos, Ferrer-Navarro, et al., 2006), és comu en proteines de
micoplasma riques en residus prolina (Proft et al., 1995; Proft et al., 1996; Dirksen et al., 1996). Es
remarcable que les proteines MG200 i MG200AE s’expressen a nivells molt similars, suggerint que la
delecié del domini de la caixa EAGR no produeix efectes significatius sobre 1’estabilitat de la proteina
mutant.

A WT Cl2 AE B WT C12 AE
<«— MG386 —_—
MG218 MG200 s 3; EBZ
220 kDa — t MG312
1000 — : « P140 Ve CA
120 kDa — <« P110
o a7 [ - ]
90 kDa =— < MG200
wion < MGOAE  MG3IS
70 kDa =——

Figura I1.3. Perfil proteic de la soca salvatge (W7) i de les soques mutants C12 i AE de M. genitalium. (A) SDS-PAGE 7.5
%. Les fletxes indiquen les bandes corresponents a proteines de I’OT. Els caps de fletxa indiquen la localitzacio de les
bandes corresponents a les proteines MG200 i MG200AE. (B) Analisis per Western blot amb els anticossos anti-M G200,
anti-MG219, anti-HMW3 (ortoleg de MG317), anti-MG318 i anti-P41 (ortoleg de MG491).

Els mutants AE també es van examinar per buscar la preséncia d’efectes pleiotropics en proteines
préviament relacionades amb les funcions de citadheréncia o motilitat a M. genitalium (P140, P110,
MG218, MG219, MG312, MG317, MG318, MG386 i MG491). Aquest tipus d’efectes s’havien observat
en diversos mutants amb delecions de gens codificants per proteines de I’organela terminal (Burgos et al.,
2007; Pich et al., 2008). En el cas dels mutants AE no es van observar diferéncies significatives en els
nivells d’expressié de les diferents proteines analitzades en comparacido amb els nivells d’expressio
detectats en la soca salvatge. A més a més, cal destacar la recuperacié de proteina MG219 en els mutants
AE, ja que s’havia descrit que la soca parental, C12, presentava uns nivells d’expressio molt disminuits
d’aquesta proteina (Figura I1.3.B).

2.2. Assaig qualitatiu de la capacitat d’hemadsorpcié

wr ci2 AE3 Donat que la soca parental, C12, presenta un fenotip d’hemadsorpcid
positiu, no s’esperaria que els mutants AE mostressin defectes
d’adheréncia, si el minitransposé no havia interromput un gen relacionat

amb la funci6 d’adheréncia. Mitjangant un assaig d’hemadsorpcid
Figura 114, Assaig d"HA qualitativa ¢n
colomics de la soca salvatge (WT) 1 C12

i AE de M. genitalium amb hRBC presentaven una capacitat d’unidé d’eritrocits comparable a 1’observada

qualitativa es va poder determinar que les colonies dels mutants AE
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per la soca parental (Figura 11.4), confirmant d’aquesta forma que els gens interromputs pel minitransposo
no estan involucrats en adheréncia.

2.3. Immunolocalitzacié de les proteines MG200 i MG200AE

De forma indirecte es va voler comprovar 1’impacte de la delecié del domini de la caixa EAGR sobre
I’estructura tridimensional de la proteina. Per aixo es va comparar la localitzaci6 de la proteina MG200AE
en les cél-lules mutants i la proteina MG200 en la soca salvatge. La localitzacié de les dues proteines es
va realitzar mitjangant un assaig d’immunolocalitzaci6, fent servir el protocol detallat a materials i
meétodes. Breument, les dues proteines es van localitzar mitjangant un anticos policlonal de ratoli contra la
proteina MG200 (Pich, 2008) en mostres de cel-lules fixades i permeabilitzades tant de la soca AE3 com
de la soca salvatge. Finalment, mitjangant un anticos secundari contra ratoli i conjugat amb el fluorocrom
Alexa555 es van poder visualitzar per fluorescéncia la localitzacions subcel-lular d’aquesta proteina. En
tots dos casos es va determinar que la proteina es localitza en un dels pols de la cél-lula (Figura I1.5),
d’acord amb la localitzacid de la proteina ortdloga TopJ de M. pneumoniae (Cloward and Krause, 2009).
Aquest resultat indica que la delecid del domini de la caixa EAGR no afecta la localitzacio subcel-lular de
la proteina a la cél-lula i suggereix que té un impacte minim sobre 1’estructura global de la proteina.

'

Figura IL.5. Localitzacid subcel-lular de la proteina MG200 o derivats en la soca salvatge (A) i de
les soques mutants C12 (B) i AE3 (C) de M. genitalium, per immunofluorescéncia. Es mostra la
superposicié de les imatges de contrast de fase i de 1’analisi d’immunofluorescéncia. En vermell
s’indica la localitzacié de la proteina en les cel-lules WT i AE3. No es va detectar senyal per
fluorescencia en les cel-lules de la soca C12.

c
1um

2.4. Estudi de la motilitat dels mutants AE

En els estudis previs de la soca parental C12 s’havia demostrat que aquesta soca presentava una
deficiéncia severa en la capacitat de motilitat, tant a nivell de percentatge de cél-lules motils (<5%) com
en la velocitat mitjana exhibida per les cél-lules motils. Es important destacar que també es va determinar
que la reintroduccié del gen mg200, mitjangant un transposo, en la soca C12 permetia restablir parametres
de motilitat equiparables als exhibits per la soca salvatge.
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soca % No Motils % Motils (Periodes de repos) Velocitat mitjana (um s™)
WT 15,5 84,5 (26,6) 0,104
C12 95,2 4,8 -
AE3 60,5 39,5 (54.4) 0,053

Figura I1.6. Estudis microcinematografics. Representacioé esquematica dels fracks enregistrats en la soca salvatge (A) i en
la soca mutant AE3 de M. genitalium (B).

La motilitat dels mutants AE es va caracteritzar mitjangant estudis microcinematografics. En 1’analisi dels
diferents mutants AE es va constatar que tots exhibien un fenotip consistent, en que s’observava un
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percentatge reduit de cél-lules motils i, al mateix temps, una reduccié en el valor de la velocitat mitjana
que exhibien les cél-lules motils respecte als parametres obtinguts amb la soca salvatge. Per exemple, el
clon 3 (AE3) presentava un 60,5 % de cél-lules no-motils i una velocitat mitjana propera al 50 % de
I’exhibida per la soca salvatge (Figura I1.6). Un elevat percentatge de les cél-lules motils dels mutants AE
també realitzaven periodes de repos durant la finestra de 2 min d’observacié del seu moviment. En el cas
del mutant AE3 el 54,4 % de les cél-lules motils analitzades es parava durant més de 5 s durant els 2 min
d’observacio, respecte el 26,6 % en el cas de les cél-lules de la soca salvatge. No obstant, aquests resultats
mostraven que la motilitat de les cél-lules AE no esta tant greument afectada com en la soca parental C12.

Discussio

La capacitat de M. genitalium per desplagar-se per sobre de superficies solides es coneix des dels anys
1980’ (Kirchhoff ef al., 1984). Ara bé, avui dia encara queden molts interrogants sobre la maquinaria de
motilitat d’aquest micoplasma (o micoplasmes del seu mateix cluster filogenétic, com M. pneumoniae) i
existeix controvérsia entre els models que podrien explicar com €s aquest moviment (Miyata, 2010).

L’organela terminal de M. genitalium té un paper protagonista en la motilitat d’aquest micoplasma. Les
cel-lules es desplacen en la direccid i sentit de I’organela terminal, que sembla que dirigeix el moviment
com un timd, i, a més a més, aquesta estructura també concentra les proteines responsables de
I’adheréncia del micoplasma a superficies solides, que és imprescindible per permetre el desplagament
per lliscament de les cel-lules de M. genitalium. En aquest escenari no sembla sorprenent que la majoria
de proteines relacionades amb la motilitat identificades fins al moment, estiguin també implicades en
I’adhesié del microorganisme. Aquest fet posa en relleu que les maquinaries de motilitat i d’adhesio
comparteixen elements comuns i semblava dificil poder identificar elements especifics de la maquinaria
de motilitat. No obstant, si que es va aconseguir identificar elements propis d’aquesta maquinaria, com
son les proteines MG200 i MG386 (Pich, Burgos, Ferrer-Navarro, et al., 2006). Una caracteristica
interessant d’aquestes dues proteines és que comparteixen diversos elements en les seves estructures, pero
de tots ells semblava interessant la preséncia d’unes seqiiéncies riques en glicina i aminoacids aromatics
conegudes com a caixes EAGR (Balish et al., 2001). El fet que aquest motiu siguin exclusiu d’aquestes
dues proteines juntament amb la proteina MG312 de M. genitalium, 1 de les respectives proteines
ortologues a M. pneumoniae i M. gallisepticum va fer hipotetitzar que seria un element important per la
maquinaria de motilitat d’aquests micoplasmes del cluster M. pneumoniae.

A partir de la interpretacid de 1’estructura atomica del domini de la caixa EAGR de la proteina MG200 i
de les interaccions establertes entre els monomers al dimeritzar o amb el solvent present en el cristall amb
que es va resoldre 1’estructura, es va suggerir que aquests dominis podrien estar implicats en interaccions
macromoleculars (Calisto et al., 2012). Les caixes EAGR podrien servir de plataformes d’interaccio, on
les simetries observades tant intersubunitats com intrasubunitats permetrien la formacié d’arranjaments
regulars, similars als observats en 1’analisi de la ultraestructura de I’organela terminal de M. pneumoniae
per criotomografia electronica (Henderson and Jensen, 2006; Seybert et al., 2006). Acceptant aquesta
hipotesi sobre la funcié de les caixes EAGR sembla que aquests dominis haurien de tenir un paper
important en la ultraestructura de 1’organela terminal. No obstant, no s’han descrit defectes estructurals
aparents en l'organitzacié de ’organela terminal en cel-lules de M. genitalium que contenen o bé una
petita delecio en la proteina MG312 que suprimeix la caixa EAGR o delecions de fragments més grans en
les proteines MG200 i MG386 que també suprimeixen les caixes EAGR presents en les seves estructures
(Pich, Burgos, Ferrer-Navarro, et al., 2006; Burgos et al., 2007; Pich et al., 2009).
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En aquest treball ens vam proposar concretar el paper de les caixes EAGR en la motilitat de M.
genitalium, complementant amb estudis biologics les observacions realitzades en 1’estudi estructural del
domini.

En aquest cas, s’ha utilitzat per I’estudi un model basat en una soca de M. genitalium defectiva en
proteina MG200 a la que s’ha reintroduit per transposicid una copia modificada del gen mg200 que
permetria 1’expressio de la proteina MG200AE, obtenint aixi els mutants AE. Les dificultats técniques
associades a I’obtencié d’un mutant defectiu en un fragment intern d’un gen per doble recombinacio, se
simplificaven utilitzant aquest sistema, que esta ampliament acceptat i s’ha fet servir en diferents estudis
sobre M. pneumoniae (Hasselbring and Krause, 2007; Cloward and Krause, 2010; Chang et al., 2011).
Donada la possible variabilitat de fenotip que es pot trobar com a conseqiiéncia del punt d’insercio del
transpos6 en el genoma de M. genitalium, s’ha de tenir la precaucié d’analitzar més d’un dels clons
obtinguts per transposicio.

En aquest treball es van analitzar tres clons AE diferents, que es va demostrar que expressaven la proteina
truncada MG200AE i que presentaven deficiéncies importants de motilitat, com s’havia hipotetitzat.
L’interés d’estudiar els mutants AE estava determinar de quina forma afectava la motilitat del micoplasma
I’abséncia del domini de la caixa EAGR de la proteina MG200.

En els estudis per seqiienciacio dirigida de genoma, HA qualitativa i de perfil proteic es va descartar que
cap dels clons AE pogués tenir defectes estructurals en 1’organela terminal o en la seva capacitat
d’adheréncia, afectant indirectament la motilitat. No es van observar diferéncies entre els tres clons
analitzats. En cap cas la insercié del transposo en el genoma del micoplasma havia afectat cap gen
previament relacionat amb 1’adheréncia de M. genitalium 1 els tres clons AE mostraven resultats d’HA
comparables tant a la soca parental C12, com a la soca salvatge, demostrant que no hi havia una afectaciod
en la capacitat d’adheréncia. D’altra banda, el perfil proteic d’aquests mutants tampoc mostra diferéncies
amb la soca salvatge, excepte la disminucié de pes molecular de la proteina MG200, deguda a la
supressio del domini de la caixa EAGR. Cal destacar la recuperacié de proteina MG219 en els mutants
AE, ja que s’havia descrit que la soca parental, C12, presentava uns nivells d’expressié molt disminuits
d’aquesta proteina (Figura 11.3.B). Aquest fet també es va observar en el mutant TopJ de M. pneumoniae,
que és defectiu en proteina ToplJ i presenta nivells molt reduits de proteina P24, considerades proteines
ortologues de les proteines MG200 i MG219, respectivament (Cloward and Krause, 2009). Es interessant
el fet que recentment s’ha demostrat que la proteina MG219 estaria involucrada en el mecanisme de
motilitat de M. genitalium (L. Gonzalez et al., en preparacid). En aquest escenari, una reduccid dels
nivells de proteina MG219 podria contribuir en la gravetat del fenotip deficient en motilitat que
exhibeixen les cel-lules de la soca parental C12. Aquestes observacions implicarien que altres regions de
la proteina MG200, diferents de la caixa EAGR, serien critiques per la preséncia de la proteina MG219.
De fet, s’ha comprovat que la proteina MG219 interaccionaria directament amb I’extrem carboxi-terminal
de la proteina MG200 (Calisto et al., manuscrit en preparacid) i sembla que aquesta interaccid seria
necessaria per estabilitzar la proteina MG219, donat que en tots els mutants de M. genitalium que
expressen versions truncades de la proteina MG200 presenten disminucions de la proteina MG219,
comparables a les observades en la soca C12 (veure capitol I1I).

Amb aquests resultats, I’nica diferéncia observada entre els mutants AE i la soca salvatge era que els
mutants expressaven una versio truncada de la proteina MG200 que no tenia el domini de la caixa EAGR.
La modificacio del gen codificant per aquesta proteina es va fer per PCR, amplificant el gen en dos
fragments que flanquejaven el domini que es volia delecionar i fusionant a continuaci6 els dos fragments
en ordre i en fase, directament. D’aquesta forma es va incorporar una fragment que contenia el promotor
propi del gen mg200 i la versié modificada del mateix al transpos6 utilitzat per I’obtencio dels mutants
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AE. En I’analisi per Western blot dels nivells d’expressié de la proteina MG200AE respecte la versio
salvatge de la mateixa es va determinar que totes dues s’expressaven en quantitats similar, el que
suggereix que la delecio del domini de la caixa EAGR en la proteina MG200 no semblava haver tingut un
impacte en I’estabilitat de la mateixa. No obstant, aquest resultat no permet descartar que la proteina
MG200AE presenti diferéncies estructurals respecte la proteina salvatge. Per poder determinar si la
delecié introduida en la seqiiéncia de la proteina MG200 altera la seva estructura, caldria poder
determinar primer com ¢€s 1’estructura nativa de la proteina, perdo amb les técniques d’analisi d’estructura
de proteines de que disposem, aquesta fita ha estat impossible fins al moment (Calisto et al., 2012). Per
poder descartar que possibles defectes estructurals de la proteina MG200AE poguessin alterar la seva
funcié es va comparar la localitzacio subcel-lular de les dues versions de la proteina. La mateixa
localitzacio i el fet que els mutants AE restableixen els nivells d’expressi6 de la proteina MG219,
disminuits en la soca parental, dona suport a la idea que la proteina mutant MG200AE manté moltes de
les funcionalitats de la proteina nativa, MG200, i suggereix que té un impacte minim sobre I’estructura
global de la proteina. No obstant, per reforgar aquest resultat, cal afegir que la Dra. Barbara M. Calisto, va
analitzar per Dicroisme Circular (CD) i Espectroscopia les dues formes de la proteina. Els resultats de
I’analisi comparatiu dels espectres de ultravioleta proper i llunya de les dues proteines va mostrar que la
proteina mutant manté una estructura ben definida tot i ’abséncia del domini de la caixa EAGR,
suggerint que la orientacio relativa de la resta de dominis de la proteina es manté (Calisto et al., 2012).

El fenotip dels mutants AE, amb parametres de motilitat entremitjos entre la soca parental C12 i la soca
salvatge, clarament indica un rol especific del domini de la caixa EAGR de la proteina MG200 en la
motilitat de M. genitalium. Es interessant destacar que aquest fenotip entremig és molt similar al fenotip
descrit per els mutants de M. genitalium que tenen una petita deleci6 en la regié N-terminal de la proteina
MG312 que inclou una caixa EAGR (Burgos et al., 2007). El paral-lelisme entre aquests resultats
suggereixen que les caixes EAGR d’aquestes dues proteines compartirien la seva implicacio en la
maquinaria de motilitat, tot i que no serien essencials per si soles.

La supressio de les caixes EAGR de les proteines MG312 i MG200 ddna lloc a cél-lules de micoplasma
amb desavantatges motils similars, suggerint que les caixes EAGR tenen un paper rellevant i especific en
la motilitat. Un dels models proposats per explicar la motilitat dels micoplasmes es basa en la flexibilitat
conformacional de la ultraestructura de 1’organela terminal per empenyer les cel-lules endavant
(Henderson and Jensen, 2006; Seybert et al., 2006; Miyata, 2008). El potencial de polimeritzaci6 de la
caixa EAGR juntament amb la seva plasticitat estructural i la variabilitat de seqiiéncia, especialment en
els llagos formats per fulles B antiparal-leles, ssmbla molt adequat per proporcionar les frontisses versatils
que es requeriria per donar dinamisme al complex molecular de I’organela terminal.
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Capitol III. Estudi de la funciéo de la regi0 amoni-terminal de la proteina
MG200 de M. genitalium

Introduccio

La proteina MG200 de M. genitalium és una proteina multidomini de 601 aa, que és considerada un
element important de la maquinaria de motilitat d’aquest microorganisme (Pich, Burgos, Ferrer-Navarro,
et al., 2006; Calisto ef al., 2012). Ara bé, és interessant destacar que la proteina MG200 té un domini J en
el seu extrem amino-terminal i que també presenta homologia feble en el seu extrem carboxi-terminal
amb la proteina CbpA de E. coli. Es per aixd que la proteina MG200 va ser originalment anotada com a
proteina de domini J (Peterson et al., 1993; Fraser et al., 1995).

Els dominis J sén caracteristics de les proteines Dnal-like o proteines J. Aquestes proteines participen en
el sistema de xaperones DnaK/Dnal/GrpE (figura III.1), que esta involucrat en un ampli ventall de
funcions relacionades amb el plegament de proteines depenent d’ATP, com per exemple el plegament i
assemblatge de proteines de nova sintesi, la translocacio de proteines a través de membrana o el control
de Dlactivitat de proteines reguladores (Schmid et al., 1994; Bukau and Horwich, 1998; Mayer et al.,
2000; Mayer and Bukau, 2005). En aquest sistema, les proteines J son necessaries per 1’activacié de
I’activitat ATPasa de la proteina DnaK i per facilitar la interaccid entre la proteina DnaK i el seu substrat
(Liberek et al., 1991; Szabo et al., 1994; McMacken and Karzai, 1996; Suh et al., 1999; Johnson and
Craig, 2001).

A B
ATP ’ '<)
ADP 4 P; 0"";’1 - o
GrpE —=|# #|l=-DnaJ-S Q R
C J GF 2Zn
@ Tyee ! I V72
# Tyee t I
Type 0 -

Figura III.1. Proteines J i sistema de xaperones DnaK/Dnal/GrpE. (A) Model del cicle d’actuacié de la xaperona DnaK a
E. coli. (B) Representacio de I’estructura secundaria del domini J. S ha destacat el triplet HPD. (C) Estructura dels dominis
en els 3 subtipus de proteines J. Els dominis s’han indicat com J, domini J; G/F, regio rica en Gly i Phe; Zn, domini de dit
de zinc; C, domini carboxi-terminal. (Figura modificada de Mayer and Bukau, 2005).

La familia de les proteines J es divideix en tres subtipus, depenent dels dominis presents en les seves
estructures (figura I11.1.C) (Walsh et al., 2004; Hennessy et al., 2005). Aquests dominis estan involucrats
en I’especificitat i modulacié de les diferents funcions de la DanK. Els tres subtipus de proteines J només
comparteixen la preséncia del domini J, que defineix la familia de proteines. Normalment aquest domini
es troba localitzat en I’extrem amino-terminal d’aquestes proteines i és el responsable d’interaccionar
amb la DnaK, com hem comentat en el paragraf anterior. Els subtipus I i II tenen en comu també la
preséncia d’una regio rica en glicines i fenilalanines (G/F) després del domini J. Tot i que hi ha
controversia en la funcio real d’aquesta regio, sembla que atorgaria especificitat de substrat a la proteina
J, que és qui presenta o facilita la unié d’aquest substrat amb la DnaK (Wall et al., 1995; Huang et al.,
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1999; Yan and Craig, 1999). Aquestes proteines presenten altres dominis que involucrats en el
reconeixement de substrat, pero la regié G/F estaria implicada especificament en el reconeixement de
peptids parcialment plegats o desplegats, depenent del punt de vista (Perales-Calvo et al., 2010). El
subtipus | esta caracteritzat, a més a més, per la preséncia d’un domini de dit de zinc i una regi6 carboxi-
terminal forga conservada entre els membres d’aquest grup. Aquests dos dominis s’ha relacionat amb el
reconeixement i interaccié de peptids desplegats (Szabo et al., 1996). Cal recalcar que només els subtipus
11 II s’han relacionat amb processos de plegament de proteines. En cap cas s ha trobat que un membre del
subtipus III que uneixi péptids desplegats, pel que es descarta que estigui implicat en el plegament de
proteines. Els membres d’aquest tercer subtipus recluten diferents isoformes de DnaK en llocs especifics
de la cel-lula i participen en funcions diverses, com per exemple sistemes de translocacid, ribosomes o
vesicules amb clatrina, que generalment impliquen 1’assemblatge o intervencié de complexos proteics.

M. genitalium presenta un genoma molt reduit, que sembla que es va originar per un procés d’evolucid
reduccionista, en el que es van perdre molts dels gens ancestrals. No obstant, en el genoma d’aquest
microorganisme s han descrit tres gens diferents que codificarien proteines de la familia de les proteines
J. Es tracta dels gens mg002, mg019 1 mg200 que codifiquen les proteines MG002, la MGO019 i la
MG200, respectivament, (Figura III.2.A). La preséncia de diferents proteines J no és inusual, donat que,
com hem vist préviament, les diferents proteines J poden modular I’activitat i la localitzaci6 de la proteina
DnaK dins de la cél-lula. En el cas de les diferents espécies de micoplasma, només trobem multiples
copies de gens dnaJ-like en dos casos més, M pneumoniae i M. gallisepticum, que pertanyen al mateix
grup filogenétic que M. genitalium, (Musatovova et al., 2006).

A
MG0o02 T J )
MGO19 o J I G | - H CTD
MG200 T} =
E.coli AT G [ Zn = (1) ey
B
MG002 J —----- MNLYDLLELPTTASTKEIKIAYKRLAKRY! P DVNKLGSQT-——————— FVEINNAYSILSDPNQKEKYDSMLK 60

MG019_J MAAGKRDYYEVLGISKNASSQDIKRAFRKLAMQYHPDRHKAENETTQKQNEEKFKEVNEAYEVLSDEEKRKLYDQFGH 78

MG200_J MAEQKRDYYEVLGITPDADQSEIKKAFRKLAKKY!HPDRNNAPDAA------ KIFAEINEANDVLSNPKKRANYDKYGF 72
E.coli MA--KQDYYEILGVSKTAEEREIRKAYKRLAMKY!HPDRNQGDKEA----- EAKFKEIKEAYEVLTDSQKRAAYDQYGH 71
* * * * ok *
C
MG20 OiG/F 74 -GVDG----EPAFNFQADVFQSFFEEIAKSGVFNNQTNPEQKEKKKRYHW-FS 120
MG0O19_G/F 79 EGLNASGFHEAGFN-PFDIFNSVFGEGFSFG-MDGDS-P---—-—--— FDFIFN 120

* e . * * % kekek Kk ok * ek e e Kk T

Figura IIL.2. Comparaci6é de les proteines J de M. genitalium. (A) Comparaci6é estructural de les proteines J de M.
genitalium amb de la proteina DnalJ de E. coli. J pel domini J; G, regi6 rica en Gly i Phe; Zn, domini de dit de zinc; CTD,
domini carboxi-terminal. (B) Alineament dels domini J de M. genitalium amb el domini J de la proteina Dnal de E. coli.
En verd s’ha destacat el triplet HPD. Les capses grises senyalen la posicié de les helix o predites (I-IV); els asteriscs
indiquen els residus hidrofobics que son requisit per I’estabilitat de les helix. (C) Alineament de les regions G/F de la
proteina MG200 i la proteina MGO019 de M. genitalium. En negreta s’han destacat els residus Gly i Phe; en blau s’ha
destacat el triplet DV/IF caracteristic de les regions G/F. (Figures A i B modificada de Musatovova et al., 2006).

Les tres proteines J de M. genitalium presenten un domini J en seu extrem amino-terminal (Figura
I11.2.B). En I’analisi de seqiiéncia aminoacidica d’aquest domini en les tres proteines, es van poder
identificar les quatre hélix o que estructuren el domini i el caracteristic triplet catalitic HPD present en el
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loop d’unié entre les hélix 11 i I1I, de forma que en els tres casos el domini podria ser funcional (Szyperski
et al., 1994; Pellecchia et al., 1996; Suh et al., 1999; Genevaux ef al., 2002). En I’analisi de la resta de
I’estructura secundaria d’aquestes proteines s’havia trobat que només la proteina MG019 presenta els
dominis caracteristics de les proteines J de tipus I i, és per aix0, que s’ha considerat com el verdader
homoleg de la proteina Dnal classica d’E. coli, involucrada en el plegament de proteines (Musatovova et
al., 2006). Les altres dues proteines, MG002 (de funcié desconeguda fins al moment) i MG200, es van
classificar com a proteines J de tipus III, ja que només s havia pogut identificar amb claredat un domini J
en la seva estructura secundaria (Musatovova et al., 2006). Ara bé, un analisi més exhaustiu de la proteina
MG200 ens va permetre identificar una possible regio rica en glicines i fenilalanines (G/F) a continuacio6
del seu domini J, com és caracteristic de les proteines J de tipus II. Aquesta regidé G/F a la proteina
MG200 (Figura II1.2.C), que no s’havia descrit fins al moment, presenta un nombre més reduit de glicines
i fenilalanines de I’esperat en aquestes regions, pero, cal destacar, que també es va poder identificar el
triplet DVF caracteristic (Wall et al., 1995). D’aquesta forma, M. genitalium posseiria 3 proteines J, pero
només una de cadascun dels subtipus. Per ultim, cal mencionar que les proteines DnaJ han estat
tradicionalment relacionades amb la resposta per xoc térmic. La proteina MG019 de M. genitalium és la
que proteina que té una homologia estructural i de seqiiéncia més elevada amb la DnalJ de E. coli. A més a
més, s’ha trobat que la regid promotora associada al gen mg(0/9 presenta una seqiiencia CIRCE
(controlling inverted repeat of chaperone expression), que regula I’expressié de les proteines que se
sobreexpressen en resposta a un xoc térmic. No obstant, s’ha comprovat experimentalment, que de fet en
situacid de xoc termic només se sobreexpressa la proteina MG200 (Musatovova et al., 2006).

Per qué una proteina que ha estat relacionada amb la motilitat de M. genitalium, com és la proteina
MG200, conté dominis relacionats amb funcions xaperona en el seu extrem amino-terminal? Si la
proteina MG200 és una proteina J de tipus II, quina funcié de DnaK estaria modulant i quina regi6 de la
proteina MG200 atorga aquesta especificitat? I, com a ultim interrogant, si la proteina MG200 té dues
funcions, és imprescindible que les dues funcions convisquin en el mateix polipeptid o es poden separar
en dos polipéptids independents?

Primera Part. Caracteritzacié de la funcié de I’extrem amino-terminal de la proteina
MG200

Donada la preséncia d’un domini J en ’estructura de la proteina MG200, s’havia hipotetitzat que aquesta
proteina podria tenir un paper en el plegament de les proteines de I’organela terminal de M. genitalium
(Cloward and Krause, 2009). No obstant, s’ha demostrat la implicacié la proteina MG200 en la motilitat
de M. genitalium. A més a més, les soques C2 i C12 (Pich, Burgos, Ferrer-Navarro, et al., 2006)
defectives en proteina MG200, no presenten defectes estructurals en 1’organela terminal, com caldria
esperar si es confirma la hipdtesi anterior. Es per aixd que 1’objectiu proposat per aquest tercer capitol és
I’estudi de la funcio de I’extrem amino-terminal de la proteina MG200 i la determinacio de la regié que
atorga especificitat a aquesta funcio.

I. Resultats
I.1. Disseny de tres modificacions amino-terminals en la proteina MG200

Per tal de poder estudiar la contribuci6 de la funcié dels dominis amino-terminals de la proteina MG200
en la funcio global de la proteina, es van dissenyar 3 modificacions en aquest extrem de la proteina
(Figura I11.3). La primera modificacié consistia en la supressiéo del domini J de la proteina, obtenint una
versio truncada de la proteina, MG200AJ. La segona modificacié consistia en substituir el domini J de la
proteina pel domini J de la proteina MGO19, creant una proteina quimeérica que anomenarem Cj. I per
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ultim, donat que la regido G/F podria estar implicada en ’especificitat de substrat de la proteina J, es va
dissenyar una segona proteina quimerica, que anomenarem C,gr. Aquesta quimera estaria constituida per
120 aa de I’extrem amino-terminal de la proteina MGO19, que engloben el domini J i a seva regié G/F,
substituint els 120 aa equivalents de I’extrem amino-terminal de la proteina MG200. D’aquesta forma, la
quimera Cjgr estaria formada pel domini J i la regiéo G/F de la proteina MGO19 i els dominis carboxi-
terminals de la proteina MG200, que s’ha descrit que tenen un paper en la motilitat de M. genitalium
(Pich, Burgos, Ferrer-Navarro, et al., 2006; Calisto ef al., 2012).

A
J GIF EAGR APR C
MG200 Nt c
1 74 120 207 295 601
B
MG200AJ
i J
Quimera C,;
MGO019
Quimera Cygp I GF
—_—
MGO19

Figura IIL.3. Esquema del dominis presents en 1’estructura de la proteina MG200 de M. genitalium (A) i de les tres
proteines derivades (B). J pel domini J, en taronja correspon a la proteina MG200 i en blau a la proteina MG019; G/F,
regi6 rica en Gly i Phe, en taronja clar correspon a la proteina MG200 i en lila a la proteina MG019; EAGR, domini de la
caixa EAGR; APR, regio rica en prolina; C, fragment carboxi-terminal. Nt i Ct indiquen els extrems amino-terminal i
carboxi-terminal; els nimeros indiquen els residus que delimiten els diferents dominis.

I.2. Obtencié de les soques mutants AJ, C; i Cjgp
1.2.1. Disseny dels vectors pBAJ, pBC; i pBCj¢r i assaig de transformaci6 a M. genitalium

Aprofitant la possibilitat de generar mutants per doble recombinacié homologa a M. genitalium, es van
dissenyar tres vectors que permetrien generar tres soques mutants (Figura II1.4), cadascuna d’elles
expressant una de les proteines MG200 mutants dissenyades: la versi6 truncada MG200AJ o les quimeres
C] (6] CJGF.

En primer lloc, es va construir el vector pBAJ (Figura I11.4.B). Aquest esta format per I’esquelet d’un
pBluscript IT SK” i conté un fragment de 2 kb amb el gen marcador tetM438 de resisténcia a tetraciclina
(Pich, Burgos, Planell, et al., 2006), flanquejat per dos bragos d’homologia, que permetran delecionar el
fragment codificant pel domini J en el gen mg200 a M. genitalium per doble recombinacio. Per una
banda, el bra¢g d’homologia esquerre és un fragment d’aproximadament 1 kb de la regio 5’ del gen
mg200, que conté la regioé promotora d’aquest gen i el gen mgl99. Per I’altra banda, el brag d’homologia
dret és un altre fragment d’aproximadament 1 kb que conté la regid promotora del gen mg200
(Musatovova et al., 2006) i I’extrem 5’ del mateix gen fins després de la regio codificant pel domini APR,
perd al que s’ha delecionat la regio codificant pel domini J de la proteina MG200>. Tots dos bragos
d’homologia contenen el fragment corresponen a la regié promotora descrita pel gen mg200, donat que es
sospitava que també podria estar actuant de regié promotora del gen mgl99 i per evitar truncar la
seqiiéncia d’aquest ultim gen, que, tot i haver estat anotat com a pseudogen per un possible frameshift, la

BB\ 1’apartat 3 de materials i métodes s’ha detallat la construccion del vector pBAJ i s’explica com es va delecionar la regi6 5° del gen mg200
mitjangant una PCR invertida.@
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proteina codificada per aquest gen es va identificar recentment en un estudi sobre el proteoma de M.
genitalium (Péarraga Nifo et al., 2012). Aquest gen mgl99 codificaria una possible ribonucleasa HIII
necessaria per degradar el RNA en duplex DNA-RNA, formats durant la replicacio, recombinacié o
reparacié del DNA, i podria ser un gen essencial (Glass et al., 2006; Karr et al., 2012; Sanghvi et al.,
2013). Cal destacar que en aquesta construccio, el gen de resisténcia a tetraciclina esta orientat en
antisense respecte al gen mg200°.

El vector resultant, pBAJ, es va fer servir per transformar per electroporacio cél-lules de la soca salvatge
G37 de M. genitalium 1 les cél-lules transformants resultants es van seleccionar en preséncia de
tetraciclina, tal i com es descriu a I’apartat de materials i métodes. D’aquesta forma es van aillar 14 clons
resistents a tetraciclina, tot i que caldria determinar quins d’ells haurien incorporat la delecié del fragment
codificant pel domini J, ja que en algun cas podria haver-se produit la recombinacié del brag esquerre a
través de la seqiiéncia homologa corresponent al promotor del gen mg200 i, per tant, evitant la delecié del
fragment desitjat.

Per produir les altres dues soques de M. genitalium que haurien d’expressar una de les dues quimeres
dissenyades, es van construir els vectors pBC; i pBCjgr, basats en el vector anterior pBAJ, pero
modificant el fragment corresponent al brag d’homologia dret. Aquests dos nous vectors, en lloc de
produir la delecio de la regio codificant pel domini J en el gen mg200, permetrien substituir un fragment
de ’extrem 5° del gen mg200 per un fragment del gen mg019, per intercanvi al-lélic. En el cas del vector
pBC; la substituci6 afectaria només al domini J i, en Ialtre cas, pBCjgr se substituiria la regié codificant
pel domini J i la regié G/F. Aquests vectors, pBC; i pBCjgr, de la mateixa forma que amb el vector pBAJ,
es van utilitzar per transformar cél-lules de la soca salvatge G37 de M. genitalium i els transformants
resultants es van seleccionar en preséncia de tetraciclina. En aquestes dues noves transformacions es van
aillar 10 i 2 clons resistents a tetraciclina, respectivament.

1.2.2. Analisi genomic dels clons obtinguts en les transformacions

Els diferents clons obtinguts en les tres transformacions descrites en I’apartat anterior es van analitzar tant
per Southern blot com per PCR per confirmar la identitat de les soques esperades AJ, Cy i Cygr.

En primer lloc, mitjangant un assaig per Southern blot (Figura I111.4.D) es va determinar quins clons eren
fruit de la doble recombinacié esperada i quins podien ser descartats per haver incorporat la totalitat del
vector utilitzat en el genoma. El DNA genomic dels diferents clons aillats es va digerir amb Bg/II i
després de separar electroforéticament els fragments resultants de la digestid i transferir-los en una
membrana de nild, es va fer servir una sonda especifica contra el fragment corresponent al brag esquerre
d’homologia, present en els vectors utilitzats en les transformacions, es van poder identificar els clons
resultants de la doble recombinacié desitjada.

Com calia esperar, en el cas de la soca salvatge es va detectar una unica banda de 2,5 kb, que va servir de
control positiu en 1’analisi. En I’analisi dels clons aillats en la transformacié amb el vector pBAJ, es va
detectar una unica banda de 4,5 kb en tots els casos, indicatiu de la doble recombinacié esperada. De
forma similar, en les clons aillats en les transformacions amb els vectors pBC; i pBCjgr, €s va poder
determinar que tots ells que presentaven la doble recombinacié esperada® (Figura I11.4.D).

3 La inserci6 del gen de resisténcia a tetraciclina tetM438 en aquesta posicié i orientacio en el genoma de M. genitalium ha estat comprovat que
no altera 1’expressio de la proteina MG200 (dada no mostrada).
4 En cas de ser recombinants per un sol brag hauriem de trobar dues bandes (BE: 4,5 + 6,9 kb; BD: 2,5 + 6,9 kb)
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Figura II1.4. Obtencid de les soques mutants AJ, C; i Cjgr de M. genitalium per doble recombinaci6. (A) Representacio
esquematica de la regié del gen mg200 en el genoma de M. genitalium (bases 235400-240000). El promotor del gen s’ha indicat
amb una gran fletxa i p200. (B) Representacié esquematica global dels vectors utilitzats per modificar per doble recombinacié la
soca salvatge i obtenir les 3 soques mutants AJ, Cj i Cjgp. S’ha detallat la composici6 del brag dret d’homologia (BE) en cadascun
dels vectors: pBAJ, pBCj i pBCjgr. (C) Representacidé esquematica del resultat de 1’intercanvi al-l¢lic produit en les tres
transformacions de M. genitalium amb que s’han obtingut els mutants AJ, C; i Cjgp. Els promotors s’indiquen amb una gran
fletxa i p200 o p438.

Les regions del gen mg200 corresponents al domini J (J), a la regi6 rica en Gly i Phe (G/F), a la caixa EAGR (E) i el domini ric
en prolines (APR) s’han ressaltat en caixes taronges i les regions del gen mg019 corresponents al domini J (J), a la regi6 rica en
Gly i Phe (G/F) s’ha ressaltat en una caixa blava o lila, respectivament. S’indiquen els llocs de tall per Bg/ll (Bgl), Xbal (X),
EcoRI (E), BamHI (B) i Apal (4). BE i BD indiquen brag¢ esquerre i brag dret d’homologia i s’ha representat esquematicament
amb linies puntejades negres els possibles successos de recombinacié homologa que es poden donar entre les regions
homologues presents als vectors utilitzats (B) i el genoma de M. genitalium (A). Amb linies puntejades grises s’emmarquen
regions equivalents en mida i composicié. (D) Analisi per Southern blot dels DNA genomics extrets de la soca salvatge (1), els
clons 5 i 7 del mutant AJ (2-3), els clons 1, 2 i 10 del mutant C; (4-6) i els clons 5 i 7 del mutant Cjgr (7-8). Els genomes es van
digerir amb Bg/Il i com a sonda en va utilitzat el BE. S’han indicat amb barres negres els fragments esperats en cada soca sobre
les representacions esquematiques de la figura A i C. (E) Analisi per PCR de la deleci6 de la regié codificant pel domini J en el
gen mg200 en els diferents clons aillats en la transformacid de la soca salvatge amb el vector pBAJ. (1) soca salvatge i (2-15)
clons aillats 1-8 1 10-14, respectivament. S’han marcat amb fletxes baves (1 i1 2) la posicio dels dos encebadors utilitzats i amb
barres blaves la mida dels fragments esperats sobre les representacions esquematiques de la figura A i C. El fragment delecionat
s’ha marcat amb una linia discontinua.
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Partint dels clons aillats en la transformacié amb el vector pBAJ que s’acabava de demostrar que son
resultat de la doble recombinacié esperada, calia determinar quins havien incorporat la delecié de la regid
codificant pel domini J en la seqiiéncia del gen mg200. Per aixo, es va analitzar novament el DNA
genomic d’aquests clons per PCR fent servir els encebadors 5p.mg200-Xbal i 3mg200Nter-Apal, que
permetrien amplificar un petit fragment de 1022 pb o de 803 pb en cas d’haver delecionat el fragment del
domini J, com s’esperava en el cas de la soca AJ que s’havia dissenyat. Dels 14 clons analitzats només 4
presentaven la delecié esperada (clons 5, 6, 7 i 14) resultant en una eficiéncia sospitosament baixa,
suggerint que la delecié podia ser letal o estar afectant greument al creixement de les cél-lules que havien
incorporat la delecié (Figura II1.4.E). Cal dir que es va poder confirmar per seqiienciacié directe de
genoma amb 1’encebador TetUp la delecid de I’extrem 5° del gen mg200 en un dels clons que havia sortit
positiu per PCR (clon 5, dada no mostrada).

Els clons aillats en les transformacions amb els vectors pBCj i pBCjgr, que s’havia confirmat que eren
dobles recombinants, mitjangant seqiienciacié dirigida de genoma amb I’encebador TetUp es van
comprovar i confirmar les modificacions introduides a I’extrem 5° del gen mg200 especificament a
cadascuna de les soques (dada no mostrada).

1.3. Caracteritzacio6 de les soques mutants AJ, C; i Cjgr
1.3.1. Perfil proteic dels mutants de MG200

L’expressio de les proteines MG200 mutants es va analitzar per Western blot fent servir un anticos
policlonal de ratoli contra la proteina MG200 (Pich, 2008), donat que les tres proteines MG200 mutants
preserven > 80 % de la proteina MG200 salvatge i, per tant, aquest anticos permetia recongixer les tres
variants de la proteina (MG200AJ, C; i Cjgr). El resultat obtingut mostrava la pérdua total de la proteina
MG200 en el mutant AJ, ja que no es van detectar ni tan sols traces de la proteina truncada, indicant que
I’abséncia del domini J a I’extrem amino-terminal de la proteina provoca una desestabilitzacié de la
mateixa. En canvi, les dues proteines quimeériques son estables i s’expressen a nivells comparables als de
la proteina salvatge, suggerint que les modificacions de I’extrem amino-terminal, introduides en tots dos
casos, no produeixen efectes significatius sobre 1’estabilitat de la proteina.

La comparacio del perfil proteic dels tres mutants de MG200 amb el de la soca salvatge, mitjangant SDS-
PAGE, no va revelar gaires diferéncies (Figura II1.5). El patré de bandes del mutant C; és equivalent al de
la soca salvatge. Les diferéncies més evidents s’observen en els mutants AJ i Cjgr, que presenten un patrd
de bandes similar entre ells. En tots dos casos, destaca la pérdua de les bandes de 110 kDa i 140 kDa,
corresponents a les proteines P110 i P140, respectivament. L’abséncia d’aquestes dues proteines, que son
les adhesines principals de M. genitalium, va ser confirmada mitjangant Western blot amb anticossos
especifics contra aquestes dues proteines. Sembla que només el mutant C; és capag de retenir nivells de
proteina P110 i P140 comparables a la soca salvatge de les dues adhesines de M. genitalium. Cal afegir
que es va analitzar I’expressio de la proteina MG200 en els mutants defectius en adhesines CI, CII i A191
(Mernaugh et al., 1993; Burgos et al., 2006) per western blot i, tots els casos es van trobar nivells de
proteina similars als de la soca salvatge (dada no mostrada).

En TI’analisi del perfil proteic per SDS-PAGE o per Western blot amb anticossos especifics contra les
diferents proteines presents en I’organela terminal de M. genitalium, no es van detectar més diferéncies
significatives entre les soques mutants analitzades i la soca salvatge, a part de les ja mencionades (Figura
I11.5). Només cal afegir que en el cas dels mutants AJ i Cjgr es va observar també la disminucid de la
quantitat de proteina MG386 que acompanya 1’abséncia de les adhesines (Burgos et al., 2006) o la
disminucié de proteina MG219 en abséncia de proteina MG200 (Pich, Burgos, Ferrer-Navarro, et al.,
2006; Calisto ef al., 2012), fenomens que ja s’havien descrit amb anterioritat.
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Figura IIL.5. Perfil proteic de la soca salvatge (WT) i de les soca mutants Cj, Cygr 1 AJ de M. genitalium. (A) SDS-PAGE 7.5 %.

Les fletxes indiquen les bandes corresponents a proteines de I’OT. (B) Analisis per Western blot amb els anticossos anti-MG200,
anti-P140, anti-P110, anti-MG219.

1.3.2. Estudi de la capacitat d’Hemadsorcio

Mitjangant un assaig d’hemadsorcié (HA) qualitativa es va analitzar la capacitat d’adheréncia de les tres
soques mutants. Donat que la capacitat d’adheréncia de les soques de M. genitalium depén directament de
les proteines P110 i P140, en ’assaig d’HA en colonia va mostrar com només el mutant que expressa la
quimera Cj és capag¢ d’unir eritrocits humans de forma comparable a la soca salvatge (Figura I11.6.A), de
forma consistent amb els resultats observats amb els perfils proteics.

A B :

Soca K, B, EHA (%)

wT 768" 0,832 100 7

CJ 791 « 0,940 104 0 2000 4000 HOOO B0O00 110"
RBC uL! (x)

Figura II1.6. (A) Assaig d’HA qualitativa en colonies de la soca salvatge (1) i de les soques mutants AJ (2), Cy (3) i Cygr (4) de
M. genitalium amb hRBC. (B) Representacio grafica de I’HA quantitativa amb una concentraci6 inicial de micoplasmes constant
i concentracions creixents de hRBC. A la taula s’han especificat els valors Kp i By, de les dues soques i ’eficiencia d’HA (EAH).
L’asterisc senyala els valors que no son estadisticament diferents als obtinguts en I’analisi de la soca salvatge (p-valor < 0,05).

Aquest resultat es va confirmar de forma quantitativa mitjangant el nou métode de quantificacié de la
capacitat d’hemadsorcié per citometria (Garcia-Morales et al., 2014). En aquest nou métode, els autors
proposen interpretar la capacitat d’unio d’eritrocits de les cél-lules de M. genitalium com un interaccio
proteina-proteina. D’aquesta forma la capacitat d’HA seguiria una cinética de tipus Langmuir, que
s’ajustaria a un model matematic definit per la segiient expressio:

B, x
Kp+x

m

y=1-

on y és la fraccio lliure de micoplasmes, en tant per u, i x la concentracié d’eritrocits. D’aquesta forma, la
cinética d’uni6 d’eritrocits es defineix amb dos parametres: a) la constant de dissociacio Kp indicatiu de
com ¢és la unid o, en altres paraules, quines proteines participarien en la interaccid proteina-proteina que
defineix la unié d’eritrocits i b) la capacitat maxima d’unié B,, com a parametre indicatiu del limit de
saturacié de la unid, que es relacionaria amb la quantitat de proteina que participa en la unié que esta
disponible en la membrana dels micoplasmes.
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En aquest estudi es va analitzar la capacitat d’HA de les 3 soques mutants i la soca salvatge seguint el
protocol descrit pels autors. D’aquesta forma, es van determinar experimentalment els parametres Kp i B,
per cadascuna de les soques (Figura II1.6.B), a una concentraci6 inicial constant de micoplasma igual per
a tots els casos. Després, per poder comparar de forma senzilla i intuitiva la capacitat d’HA de les soques
mutants respecte la soca salvatge, s’ha definit el percentatge d’eficiéncia d’HA (EHA %) com la relacio
Kp/B,, de la soca mutant respecte la soca salvatge. D’aquesta forma, es va determinar que la soca C;
presenta una eficiéncia d’HA (EHA) del 104 % respecte la soca salvatge. En el cas de les soques AJ i Cjgr
no es van poder determinar les eficiéncies d’HA de forma quantitativa, atés que el comportament de les
soques no s’ajusta al model utilitzat, perqué s6n soques que no uneixen eritrocits tal com es va veure en
I’assaig qualitatiu d’HA.

1.3.3. Analisi de ’oper6 MgPa en els genomes dels mutants AJ, C; i Cjcr

La deficiéncia en la capacitat d’adheréncia dels mutants AJ i Cjgr s’explica de forma senzilla per la
pérdua de les proteines P110 i P140 que hem observat en els perfils proteics. Ara bé, faltava determinar
quina seria la causa que explicaria la pérdua d’aquestes adhesines. Evidentment, donat que estem
treballant amb mutants amb deficiéncies en una proteina classificada com a proteina J no es pot descartar
el paper d’aquesta en ’estabilitat de les adhesines, pero calia determinar primer que els clons analitzats
no haguessin sofert recombinacié en la regio de 1’operé6 MgPa, on es localitzen els gens mgi91 i mgl92,
que codifiquen les proteines P140 i P110, respectivament, abolint aixi a nivell genomic I’expressi6 de les
adhesines, com hem explicat a I’apartat de variabilitat antigénica de la introduccio.

El DNA genomic dels diversos clons dels mutants AJ i Cjgr es va analitzat per PCR amb les parelles
d’encebadors (a) R1p140 i R4p140 i (b) RSp110 1 R6p110, per determinar si s’havia alterat 1’operé MgPa
per recombinacié amb les caixes d’homologia presents en les illes d’homologia MgPal, que pogués haver
truncat algun dels dos gens d’interés, mgl91 i mgl192, prevenint I’expressio de les adhesines P110 i P140
(Burgos et al., 2006). En el cas dels quatre clons AJ analitzats es van detectar diferéncies clares en
I’analisi de la PCR realitzada amb el parell d’encebadors (b), on s’analitza la regio del gen mgl92,
indicant que s’ha produit recombinacid en aquesta regié de 1’operd, tot i que aquesta no es pot especificar
(Figura II1.7). En I’analisi dels dos clons Cjgr s’observen diferéncies en I’analisi de la PCR (a) respecte la
soca salvatge, suggerint que s’ha produit algun fenomens de recombinacié en I’operé MgPa dels clons
analitzats, com en els clons AJ. Es per aixo que es va procedir a seqiienciar 1’operé MgPa sencer dels dos
clons per seqiienciaci6 directe de genoma mitjangant una bateria d’encebadors seqiiencials que permetria
cobrir tota la regid (es pot veure la llista d’encebadors utilitzats en 1’apartat de materials i métodes). El
resultat de la seqiienciacio va revelar que en els dos casos s’havia produit recombinacié entre les caixes
R3 del gen mgl91 i I’illa de recombinaci6 MgPal IV del genoma, que introduia un frameshift que
truncava el gen mgl91, amb conseqiiéncies comparables a les d’un fenotip de CII (Mernaugh et al., 1993;

Burgos et al., 2006). Opert MgPa
plmglgo s i mgl91 N mgl92
N = ) - —
Figura IIL.7. Analisi per PCR de I’oper6 MgPa. En la RI R2 B RS R6
representacié esquematica de 1’operé s’ha indicat la A Crar

1

wr o C, 2

— BEEC

posicio dels encebadors utilitzats en les dues PCR. La
primera, R1-R4, avalua el gen mgl91 i s’han utilitzat els
encebadors 1 (R1p140) i 4 (R4p140). La segona avalua el
gen mgl92 i s’han utilitzat els encebadors 5 (R5p110) i 6
(R6p110). Es mostren els resultat obtingut en I’analisi de

RI1-R4

la soca salvatge (WT), els quatre clons de la soca AJ (5, 6,
71 14). La soca C; i els dos clons de la soca Cygr (11 2).

R5-R6
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La soca C; també es va analitzar i, com s’esperava, donat que no té defectes d’adheréncia, no es van
trobar diferéncies respecte la soca salvatge.

1.3.4. Estudi de la motilitat dels mutants de MG200

Per ultim, es va analitzar la motilitat del mutant C;. Els altres dos mutants de MG200 no es van poder
incloure en aquest estudi davant la impossibilitat d’estudiar la motilitat de mutants no adherents.

La motilitat del mutant Cy es va caracteritzar mitjancant estudis microcinematografics. L’analisi de 500
cél-lules totals de la soca Cj va demostrar que aquest mutant presentava un nombre equivalent de cél-lules
motils en comparacié amb la soca salvatge (Figura I11.8). A més a més, a partir de 1’analisi de 200
cél-lules motils de la soca C; es va determinar que la seva velocitat mitjana és de 0,089 um s, un valor
molt similar a I’obtingut en paral-lel per la soca salvatge (0,099 um s”). No obstant, la diferéncia
observada entre els valors de velocitat mitjana obtinguts per la soca C; i la soca salvatge son
estadisticament diferents (p-valor < 0,05). Aixi podem dir que la soca C; presenta una velocitat mitjana
que és el 90 % de ’observada per la soca salvatge.

b o % No Velocitat mitjana
& ) 0 o <. ]
S [ 3 Soca Motils % Motils (um s)
o 0 WT 25,6 74,4 0,099 + 0,040
L .
A a = B o L = Gy 253 74,7 0,089+ 0,018

Figura IIL.8. Estudis microcinematografics. Representaciéo esquematica dels fracks enregistrats en la soca
salvatge (A) i en la soca mutant Cy de M. genitalium (B).

Segona Part. Estudis de complementaci6 de la soca C12

Gracies a I’estudi realitzat amb les tres proteines MG200 mutants s’ha pogut determinar que la proteina
MG200 no només té un paper important en la maquinaria de motilitat sind6 que també esta implicada en
I’estabilitat de les adhesines principals de M. genitalium, les proteines P110 i P140. Amb els resultats
analitzats fins al moment, sembla que aquestes dues funcions de la proteina MG200 estarien associades a
dues parts diferenciades de la mateixa; I’extrem amino-terminal, on trobem el domini J i la regi6 G/F,
estaria implicada en 1’estabilitat de les adhesines, mentre que la resta de la proteina estaria implicada en
motilitat.

De forma virtual sembla que les dues funcions assignades a la proteina MG200 es poden relacionar amb
fragments diferenciats de la mateixa. Seria possible separar les dues funcions escindint la proteina en dos
polipéptids independents?

En aquesta segona part del capitol, es va plantejar estudiar aquesta Gltima hipotesi. L’objectiu era
determinar si les dues fraccions de la proteina MG200 eren funcionals per separat i de forma independent
a I’altra fragment.

II. Resultats

I1.1.Desenvolupament d’un anticos policlonal contra la regié amino-terminal de la proteina MG200
i revisio del perfil proteic dels mutants C2 i C12

Per caracteritzar la funcionalitat del fragment amino-terminal de la proteina MG200, es va proposar
revisar la caracteritzacio dels mutants C2 i C12 (Pich, Burgos, Ferrer-Navarro, ef al., 2006). Aquests dos
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mutants amb fenotip adherent i no motil, havien estat aillats en un assaig de mutagénesi per transposicio.
L’estudi d’aquests mutants va determinar que tots dos tenien un transposé interrompent el locus mg_200 i
en cap dels dos mutants es va detectar la proteina MG200, mitjancant un Western blot amb un anticos
especific contra aquesta proteina (Figura I11.9). L’abséncia de proteina MG200 en aquests mutants
adherents contradiria fortament les conclusions dels resultats de la primera part d’aquest capitol. Ara bé,
ja que les dues soques estaven generades per transposicio, seria possible que expressessin un fragment
amino-terminal de la proteina MG200 que no seria reconeguda per 1’anticos utilitzat i que permetria
explicar el fenotip adherent d’aquestes soques.

A
p200 C12 C2
—r —r
A A4 A4 \ \
_(‘ 7 JGF] T E] | APR | ')II ’)—
B C
wr C12 C2
ﬂ Nt J G/F E APR Ct 75 kDa — s
1 74 120 207 295 601
< #C2
#Clz Nt Ct
1 141 25 kDa =
#Cz Nt Ct

1 273 < #C12

Figura II1.9. (A) Representacié esquematica de la regio del gen mg200 en el genoma de M. genitalium (bases 236500-239900).
El promotor del gen s’ha indicat amb una gran fletxa. Les regions del gen corresponents al domini J (J), a la regi6 rica en Gly i
Phe (G/F), a la caixa EAGR (E) i el domini ric en prolines (APR) s’han ressaltat en caixes taronges. El punt d’inserci6 del
minitransposé MTntetM438 en els clons C12 (237771+) i C2 (238166+) s’ha indicat amb un triangle vermell invertit amb una
fletxa que indica la orientacio6 del transposo inserit (Pich, Burgos, Ferrer-Navarro, et al., 2006). (B) Representacidé esquematica de
la proteina MG200 (f7) i dels fragments amino-terminals expressats per les soques C12 (*C12) i C2 (*C2). Els diferents dominis
s’han marcat amb colors diferents. Els nimeros indiquen a longitud de la seqiiéncia en nombre d’aa. (C) Analisi per Western blot
amb 1’anticos anti-J3GF, que reconeix la regié amino-terminal de la proteina MG200. Els caps de fletxa senyalen els fragments
#C12 1 *C2, que fins ara no s’havien detectat.

Aparentment, 1’anticos policlonal anti-MG200 de qué disposavem no podia reconéixer la regié amino-
terminal de la proteina. Per tant, es va generar un nou anticos policlonal especificament contra la regi6
amino-terminal de la proteina MG200 corresponent al domini J i la regido G/F, que anomenarem J3GF.
Per I’obtencid d’aquest anticos es va expressar de forma recombinant el fragment J3GF a E. coli i es va
fer servir per immunitzar un ratoli. Amb aquest nou anticos es van tornar a analitzar els perfils proteics
dels mutants C2 i C12 per Western blot. En aquest cas, es va detectar una banda d’aproximadament 40
kDa en el mutant C2 i una d’aproximadament 15 kDa en el mutant C12. Com a control positiu d’aquest
analisi es va incloure la soca salvatge i, com era d’esperar, es va detectar una banda de 87 kDa
corresponent a la proteina MG200 full-lenght. Les noves bandes detectades en les mostres dels mutants
C2 1 C12 coincidien bé amb la mida teoric esperat dels fragments amino-terminals de la proteina MG200
que podrien expressar cadascun dels mutants, tenint en compte el punt d’inserci6é del minitransposoé en el
gen mg200 en cada cas (Figura I11.9.C).

Dels dos casos analitzats, és interessant el cas de la soca C12, ja que donat el punt d’inserciéo del
minitranspos6 en el gen mg200, aquest mutant expressaria un fragment de tan sols 140 aa, que abastaria
unicament el domini J i la regi6 G/F de la proteina MG200. Aquesta soca és adherent i no s’han observat
deficiencies en els nivells d’expressio de les proteines P110 i P140 (Pich, Burgos, Ferrer-Navarro, et al.,
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2000), pel que es suggereix que aquest petit fragment amino-terminal de la proteina MG200 és suficient
per estabilitzar les adhesines a M. genitalium.

I1.2. Disseny dels vectors pMTncafC;, pMTncatCycr i pMTncar200 i assaig de transformacié en el
mutant C12

L’estudi del fragment carboxi-terminal de la proteina MG200 es presentava amb més complicacions, ja
que aquest fragment no és estable per si sol, com s’ha comprovat amb la versio truncada MG200AJ.
D’altra banda, cal tenir en compte que per poder estudiar la motilitat a M. genitalium és imprescindible
que les soques d’estudi siguin adherents. Per aixo, I’estratégia consistiria en partir de la soca adherent
C12 i estudiar la capacitat del fragment carboxi-terminal de la proteina MG200 per restaurar la motilitat
de la soca. Donat que com hem dit, aquest fragment no és estable, es faria servir la quimera Cygr com a
model estable e la fraccio carboxi-terminal de la proteina MG200, ja que s’ha demostrat que no és capag
d’estabilitzar les proteines P110 i P140.

A f1(+)origin B
C12 +MTncar200
tnp S’ R6
mg260 -E]l-RZ R3 RS 1}% 107 mg261
pMTncat-1 o ‘ CI%S ‘
E R[/Mf ; ‘mg443 mg445 :‘ng446 | mg447 l‘mg44<’?‘_
co. e IR-OR
IR-OI BamHI p43 8 C 1 2 +MTncatC]
Xbal cat clon 2
\ T \ Y
—] | 1 I D —
7 T 7 T—11
I gzoo mg283 mg284 mg285 mg286 m%rzg&;(M RI1-R2
clon 5
\ A \
Mutant clon Punt d’insercio mg212 | mg213 Tmg21d | mg2is |
12 +MT 1200 3 314073-
¢ hea 7 C12 +MTncatCygr
C12 +MTncat200 8 550758+
clon 2
C12 +MThncatC, 2 347492+ y /R
\ \ A |
C12 +MThncarC, 5 254124+ T 387 s e
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C12 +MTncatC;gr 2 489722+ A ¥ ) \
T
C12 +MTncatCygr 10 456490+ e e e

Figura III.10. Punts d’inserci6 dels minitransposons en la soca C12. (A) Esquema comu dels vectors pMTncar200,
pMTncatCigr 1 pMTncatC,, derivats del vector pMTncat (Figura 1.10.A). La [ indica insert i correspon al gen mg200, o el gen
modificat C; o Cgr, respectivament (estan esquematitzats a la figura I11.4.C). Les fletxes grans indiquen la posicié del promotor
p200 o p438. El triangle invertit blanc indica el lloc on s’ha delecionat el domini de la caixa EAGR en el gen mg200AE. (B)
Esquema dels llocs d’inserci6 dels minitransposons al genoma de la soca C12 en cadascun dels mutants. Els triangles invertits de
color vermell indiquen el punt d’insercio. Les fletxes associades indiquen el sentit de la insercié del minitransposé: —, cadena + i
«, cadena -. El gen mg285 és anotat com a proteina conservada hipotetica i el mg214 correspondria a una proteina de
condensacio i segregacié A la taula s’ha especificat la posicio dels punts d’inserci6.

Per poder determinar la capacitat de restauracié de la motilitat de la soca C12 per part d’un fragment
carboxi-terminal funcional i estable de la proteina MG200, es va preparar un assaig de transformacio del
mutant C12 de M. genitalium amb els vectors pMTncatCgr, pMTncatCy 1 pMTncar200. Aquests vectors
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contenen el minitransposé MTncat modificat per incloure un dels fragments codificants per una de les
dues quimeres o la versi6 salvatge de la proteina MG200 (Figura I11.10.A), de forma que en inserir-se en
el genoma de les cél-lules transformades s’incorpora la resisténcia a cloramfenicol juntament amb aquest
fragment codificant per una de les versions de la proteina MG200 en qiiestio. En cadascuna de les tres
transformacions es van aillar a 1’atzar deu colonies i d’aquestes es van seleccionar dos clons per ser
analitzats en profunditat.

Els 6 clons seleccionats es van analitzat per seqiienciacio directe de genoma amb ’encebador CmUp, per
determinar els punts d’insercid del minitranspos6. En la majoria dels casos es va determinar que el
minitranspos6 s’havia inserit en una regid intergénica i en cap cas es va trobar que aquest hagués afectat
cap gen relacionat préviament amb la maquinaria de motilitat o adheréncia (Regula et al., 2001; Pich,
Burgos, Planell, et al., 2006; Hasselbring et al., 2006) (Figura II1.10.B). També per seqiienciacié directe
del DNA genomic d’aquests clons amb 1’encebador CmDown es va confirmar la preséncia del fragment
codificant per les proteines mutants i amb 1’encebador TetTown es va descartar la possible remobilitzacid
del transpos6 MTntet438 de la soca parental, C12, deguda a I’expressio transitoria de la transposasa
durant la nova transformacié (dades no mostrades).

I1.3. Perfil proteic dels mutants derivats de la soca C12 amb una de les versions de proteina MG200

Per Western blot amb I’anticos policlonal de ratoli contra la proteina MG200, es van analitzar els dos
clons seleccionats en cadascuna de les tres transformacions de la soca C12 i es va confirmar 1’expressio
de la proteina derivada de MG200 corresponent (Cjgr, Cigr 0 MG200) introduida per transposicidé en
nivells comparables als observats per la proteina MG200 en la soca salvatge (Figura I11.11).

L’analisi dels perfils proteics mitjangcant SDS-PAGE d’aquests mutants derivats de la soca C12 no mostra
diferéncies respecte la soca salvatge. A més a més, per Western blot amb un anticos policlonal de ratoli
especific contra la proteina MG219, també es va constatar en tots els casos la recuperacio de la proteina
MG219, que esta disminuida en el clon parental (Figura III.11.B). I, finalment, cal destacar que en cap
cas es van detectar deficiéncies en els nivells d’expressido de les dues adhesines, P110 i P140, com ja
s’havia demostrat en el cas de la soca parental C12.

A WT CI2 CI124200 CI2+C, Cl24Cpy B WT Ci2 Cl12+#200 CI2+C;, Cl24Cyqp

3 8 2 3 2 10 3 B 2 5 Z 11

MG218 — MIREAE
MGIIZ— — e
140
Pl — = - = _—— - ——
Figura II1L.11. Perfil proteic de la soca salvatge (WT), la soca parental C12 i les soques C12 amb la proteina MG200 (C12+200),
amb la quimera CJ (C12+CJ) o amb la quimera CJGF (C12+CJGF) de M. genitalium. Els nimeros indiquen el clon mostrat. (A)

SDS-PAGE 7.5 %. Les fletxes indiquen les bandes corresponents a proteines de I’OT. (B) Analisis per Western blot amb els
anticossos anti-MG200, anti-P140, anti-P110 i anti-MG219.
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11.4. Estudi de la morfologia de les cél-lules per microscopia de rastreig

La Morfologia cel-lular de les soques C12 i derivades es va analitzar per microscopia electronica de
rastreig (Figura II1.12). Per I’analisi es van créixer cél-lules de cadascuna de les soques d’estudi en
“cubres” de vidre rodons durant 16 h en condicions estandard de cultiu. Les cél-lules es van fixar amb
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una soluci6é de glutaraldehid al 1 % i es va procedir amb el protocol de deshidrataci6é i metalitzacio,
descrit a I’apartat de materials i métodes. L’observacié es va realitzar amb el microscopi electronic de
rastreig Zeiss Merlin.

En P’analisi de la soca C12 es van poder observar un elevat nombre d’agregats cel-lulars o cenocits
gegants (Daubenmire, 1936). En quant a les cel-lules individuals que s’han pogut observar de la soca
C12, com ja s’havia descrit amb anterioritat’ (Pich er al., 2009), s’observa un elevat percentatge
d’individus que presenten és d’una OT (29 % MOT) en comparacié amb la soca salvatge, on s’ha
determinat que només el 7 % de la poblacié de cél-lules individuals estudiada presentava dues OT. Cal
dir, que en el cas de la soca salvatge €s possible trobar cel-lules amb dues OT en individus en procés de
divisio cel-lular, pero €s rar trobar cél-lules amb més de dues OT, a diferéncia de la soca C12 on s’han
trobar individus amb tres i fins a 4 OT.

Soca wr Cy C12+Cjc2 C12+Cjc2 C12+C;cl0 Cl12
10T 93 % 95 % 95 % 40 %" 58 %" 71 %"
20T 7% 5% 5% 42%" 25%" 25%"
>20T 0% 0% 0% 18 %" 17 %" 4%’

Figura I11.12. Micrografies per microscopia electronica de rastreig de la soca salvatge (A) i dels mutants C; (B), C12+C;
clon 2 (C), C12+C;j clon 2 (D) i de la soca parental C12 (E). Barres d’augment, 1 um. OT, organela terminal. A la taula,
I’asterisc senyala els valors estadisticament diferents als valors de la soca salvatge (p < 0,0001).

Les cel-lules de les soques derivades de C12 que expressen la proteina MG200 o la quimera C; presenten
la mateixa morfologia cel-lular que les c¢l-lules de la soca salvatge i no s’observen diferéncies
significatives en quant a la preséncia d’agregats o cel-lules MTO. En canvi, en el cas de la soca C12 que
expressa la quimera Cjgr s’observa un fenotip similar al de la soca parental C12, perque s’observa una
elevada preséncia d’agregats o cenocits i cel-lules amb reminiscéncies de cues, derivades segurament del
procés de divisié. En I’analisi de les cél-lules individuals dels dos clons C12+ Cjgr s’ha observat un
¥ il

O[k]s valors presentat son els obtinguts en ’analisi que es va realitzar en aquest treball. S’han comparat amb els valors publicats per Pich et al.,
2009 i no son estadisticament diferents (p > 0,5).Q
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augment significatiu d’individus amb més d’una OT. En el cas del clon 2 fins al 60 % dels individus
analitzats eren MOT, essent que ter¢ d’aquest presentaven més de dues OT. En el cas del clon 10, aquests
valors son una mica més moderats, pero tot i axi tenim un 42 % d’individus MOT. Val a dir, que el reduit
nombre de cél-lules individuals observades, fa que aquests percentatges es basin en la quantificacié de

menys de 100 individus.
IL.5. Estudi de la capacitat d’Hemadsorcio

Mitjangant un assaig d’HA qualitativa es va analitzar la capacitat d’unié d’eritrocits de les colonies de les
soques derivades de la soca C12 (Figura III.13.A). En tots els casos es va determinar que eren HA
positives, com la soca parental. Ara bé, en el cas de la soca C12 o dels clons analitzats de la soca C12
amb la quimera Cjgr es pot observar com les colonies uneixen eritrocits, perd no queden completament
cobertes per aquests, a diferéncia del que s’observa n el cas de la soca salvatge. Aquest fenomen, ja es va
observar amb els mutants C2 i C12 (Pich, Burgos, Ferrer-Navarro, et al., 2006), perd donat que la unié
d’eritrocits era positiva es van considerar soques amb competitivitat en adherencia.

Donades les diferéncies morfologiques de les soques C12 i derivades que es van observar per SEM, es va
decidir quantificar la capacitat d’HA pel métode de citometria (Figura I11.13.B). Com s’esperava, en el
cas de les soques derivades de la C12 amb la proteina MG200 o la quimera C; no presenten diferéncies en
eficiéncia d’HA respecte la soca salvatge (Kp i B,, semblants en els tres casos). Ara bé, tant en I’analisi de
la soca C12 com en el cas de la soca C12 amb la quimera Cjgr es van determinar eficiéncies d’HA
inferiors al 40 %. El valor estimat de la constant Kp d’aquestes dues soques mutants no és estadisticament
diferent a la de la soca salvatge. En canvi, el valor de la constant B, estimada en aquests dos casos és
molt inferior al de la soca salvatge, suggerint que aquesta reduccié de la capacitat d’adheréncia estaria
relacionada amb la preséncia d’agregats en les motres analitzades.

A B
Lol . o =
. e =
| L | e ==
v = N 1 NS S\
h S
3
Soca K, B, EHA (%) ;"
wT 768" 0,832 100 °
C12 771* 0,226 27 =
2
C12+200 783" 0,809" 95* g
C12+C, 775" 0,810" 96* e ,
0 2000 4000 6000 B0 110
C12+Cyp 796* 0,290 34 RBC ul (x)

Figura II1.13. (A) Assaig d’HA qualitativa en colonies de la soca salvatge (1) i de les soques mutants C12 (2), C12+200 (3),
C12+C; (4) 1 200+Cjgr (5) de M. genitalium amb hRBC. (B) Representacio grafica de ’HA quantitativa amb una concentracid
inicial de micoplasmes constant i concentracions creixents de hRBC. A la taula s’han especificat els valors KD i Bm de cada soca
analitzada, aixi com I’eficiéncia d’HA (EAH). L’asterisc senyala els valors que no sén estadisticament diferents als obtinguts en

I’analisi de la soca salvatge (p-valor < 0,05).

11.6. Microcinematografies

La motilitat exhibida per les cél-lules individuals d’un dels clons de cadascuna de les soques d’estudi en
aquesta segona part del capitol, es va analitzar mitjangant microcinematografies.
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Figura II1.14. Estudis microcinematografics. Representacié esquematica dels tracks enregistrats en la soca parental C12 (Pich,
Burgos, Ferrer-Navarro, et al., 2006) (A) i de la soca C12 amb la quimera Cjgr (B), la soca C12 amb la proteina MG200 (C) i la
soca C12 amb la quimera C; (D). Es pot apreciar que en els casos A i B les cél-lules no es desplacen, els fracks es redueixen a
punts.

Es van analitzar 500 c¢l-lues individuals per determinar el percentatge de cél-lules motils i un minim de
200 cél-lules motils per determinar la velocitat mitjana exhibida per les cél-lules individuals de cadascuna
de les soques d’estudi. En els resultats obtinguts (Figura I11.14), es va poder determinar que la motilitat
del mutant C12 només es va poder restaurar amb la reintroduccié de la versio salvatge de la proteina
MG200 o la quimera C;. En ambdds casos els mutants recuperen el percentatge de cél-lules motils i un
una velocitat mitjana molt propera a la de la soca salvatge, pero estadisticament diferent (p-valor < 0,05).
En el cas del mutant C12 amb la quimera Cjgr no s’observen diferéncies respecte la soca parental C12. En
aquests dos casos, de forma similar al que s’ha vist en 1’apartat anterior, s’observen molts agregats de
cel-lules en les cinematografies i és dificil estudiar les cél-lules individuals. No obstant, les diferéncies de
comportament amb la soca salvatge son clarament significatives.

Discussio

La proteina MG200 és un elements important de la maquinaria de motilitat de M. genitalium. La
interrupcié del locus MG_200 per la inserci6é de transposd dona lloc a mutants adherents, perdo amb un
fenotip no motil (soques C2 i C12) (Pich, Burgos, Ferrer-Navarro, et al., 2006). Es per aixo que, fins ara,
s’ha defensat que aquesta proteina no esta implicada en la capacitat de citadheréncia del micoplasma. En
contrast amb aquests resultats, s’ha descrit que la pérdua de la proteina TopJ de M. preumoniae,
considerada ortologa de la proteina MG200, provoca la pérdua de la capacitat d’adheréncia de la cél-lula
(Cloward and Krause, 2009). La generacié d’un nou anticos policlonal contra la regié amino-terminal de
la proteina MG200 ha permes realitzar una analisi per Western blot amb qué s’ha demostrat la preséncia
de fragments animo-terminals de la proteina en les soques mutants C2 i C12, fins ara considerades
defectives totals en MG200. Aixd, en primer lloc posa en evidéncia que 1’anticos policlonal contra la
proteina MG200 de que es disposava fina ara, només reconeix la regid carboxi-terminal de la proteina.
Ara bé, el que és interessant és que aquest resultat posava en evideéncia que les diferéncies de fenotip
observades entre els defectius de TopJ de M. pneumoniae i els defectius de MG200 de M. genitalium era
conseqiiéncia de 1’expressiéo de fragment truncats de la proteina MG200 a M. genitalium i posava en
relleu la possible implicacio de la proteina MG200 en la citadheréncia del micoplasma.

Els fragments amino-terminals de la proteina MG200 que expressen els mutants C2 i C12 tenen en comu
el domini J i una la regié G/F, que hem descrit en aquest treball. Donades les caracteristiques fenotipiques
d’aquestes dues soques mutants, aquests dominis de la proteina havien de ser els responsables de la seva
capacitat adherent. Aquests dominis estan relacionats amb les proteines J, que estan estretament
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relacionades amb les xaperones DnaK (Walsh ef al., 2004). Concretament, s’ha descrit que els dominis J
interaccionen amb la DnaK, de forma que es modifica la conformacié de la subunitat catalitica estimulant
la seva activitat ATPasa afavorint la hidrolisi de I’ATP i, per altra banda, afavoreixen la unié del substrat
a la subunitat d’uni6 de la DnaK (Suh et al., 1999). Les regions G/F associades de les proteines J estan
menys caracteritzades funcionalment. S havien considerat regions /inker entre el domini J i la resta de
dominis de les proteines J, vinculats amb la unio6 a substrat, generalment son peptids desplegats (Szabo et
al., 1996). No obstant, s’ha comprovat que aquestes regions podrien tenir un paper més especific com a
reguladors auxiliars de 1’activacid del domini d’uni6é a substrat de la DnaK, atorgant especificitat de
substrat a la reaccio (Wall et al., 1995; Yan and Craig, 1999). També s’ha vist que podrien unir péptids
plegats total o parcialment (Perales-Calvo et al., 2010).

Es ben coneguda I’estreta vinculaci6é d’aquests dominis amb les funcions de les proteines xaperones, perod
no és tant clara la funcidé que tindran aquests dominis en una proteina relacionada amb la motilitat de M.
genitalium. Per determinar de quina forma intervenen aquests dominis en I’adheréncia del micoplasma en
aquest treball s’han estudiat els efectes de la delecid o substitucié d’aquests dominis sobre la funcio
global de la proteina MG200.

En primer lloc, s’ha comprovat que la delecié del domini J de la proteina, provoca la desestabilitzacio i
perdua de tota la proteina MG200 i la conseqiient disminucié dels nivells de proteina MG219 (Pich,
Burgos, Ferrer-Navarro, et al., 2006; Calisto et al, 2012). D’altra banda, s’ha comprovat que la
substituci6é dels dominis amino-terminals de la proteina MG200, per dominis homolegs de la proteina
MGO019, no afecta I’estabilitat de la proteina i permet mantenir els nivells d’expressi6 de la proteina
MG219. D’aquesta forma es posa de manifest que és essencial la preséncia d’un domini J per I’estabilitat
de la propia proteina MG200. Aixo suggereix que podria tenir un paper d’auto xaperona, perd no sembla
molt probable, donat que en el cas de TopJ, la inactivacié del triplet catalitic HPD del domini J
(Cheetham and Caplan, 1998) no provoca la desestabilitzacié de la propia proteina (Cloward and Krause,
2009).

El fenotip exhibit pels mutants AJ de M. genitalium era clarament no adherent. L’analisi del perfil proteic
d’aquest mutants demostrava que era la conseqiiencia de la pérdua de les adhesines P110 i P140,
essencials per la capacitat d’adheréncia (Burgos et al., 2006). Ara bé, el que va ser sorprenent és que
només un 30% dels clons aillats en la transformacié de M. genitalium amb el vector pBAJ haguessin
incorporat la delecié de la regié codificant pel domini J de la proteina MG200 en el genoma i, més
sorprenent encara, la constatacié de que tots els mutants AJ obtinguts presentin recombinacié en 1’operd
de les adhesines, de forma que se suprimeix 1’expressié d’aquestes proteines, de forma similar als mutants
espontanis CI i CII (Burgos et al., 2006). Cal afegir que s’ha observat que els cultius d’aquests mutants
AJ creixen significativament més lentament que la soca salvatge, tot i que no s’ha determinat encara el
temps de duplicacio. Si bé és cert que el nombre de clons aillats en la transformacié no és prou elevat per
fer una bona estadistica, les xifres obtingudes suggereixen que la delecié del domini J de la proteina
MG200 té un impacte en I’estabilitat de les adhesines, que probablement les fa toxiques, de forma que
s’afavoreix la seleccid dels clons que han produit recombinacido en ’operé MgPa, suprimint aixi
I’expressié d’aquestes proteines.

La relacio entre la proteina MG200 i I’estabilitat de les adhesines es va analitzar també en les soques
mutants C;y i Cjgr. En ’estudi de la soca C;y no es trobar cap alteracid en els nivells d’expressio de les
proteines relacionades amb la formacio de 1’organela terminal. El nivell d’expressio de les adhesines era
normal, respecte la soca salvatge i, de fet, es va observar un petit augment del 5% en la capacitat d’HA de
la soca Cj, que podria indicar que 1’afinitat dels dos dominis J per la proteina DnaK és lleugerament
diferent. D’altra banda, es va trobar una disminucié del 10% en la velocitat mitjana de les cél-lules motils
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d’aquesta soca mutant, perd no mostrava una variacié del percentatge de c¢l-lules motils. Aixo podria ser
degut a una petita disminucio del nivell d’expressié de la proteina quimeérica en la soca mutant. No
obstant, es pot concloure que el mutant C; no mostra cap diferéncia fenotipica significativament diferent a
la soca salvatge i, per tant, que la substitucié del domini J de la proteina MG200 pel domini ortoleg de la
proteina MGO019 en la quimera C;y no altera la funcié global de la proteina MG200. A diferéncia de la
quimera Cj, la substitucié de la proteina MG200 per la quimera Cjgr a M. genitalium provoca un fenotip
equivalent a I’observat amb la delecié del domini J de la proteina. Els dos clons analitzats de la soca Cjgr,
expressen la quimera de forma estable, perd presenten la pérdua de les dues adhesines P140 i P110 i, en
tots dos casos, es va demostrar que aquesta pérdua estava causada per la introduccio d’un frameshift en el
gen mgl91 degut a la recombinacio de 1’operé MgPa i la MgPal IV.

La preséncia de la recombinaci6 en I’oper6 MgPa omnipresent en els mutants AJ i també Cjgr, no permet
afirmar que la proteina MG200 sigui la responsable de la peérdua de les adhesines. No obstant, el fet que
tots els clons aillats en aquest treball, que son defectius en proteina MG200, degut a la delecio del seu
domini J, o que tenen modificada la regié G/F d’aquesta mateixa proteina, presentin aquesta modificacio
en ’opero de les adhesines, suggereix que €s un procés regulat i que esta desencadenat per la pérdua de
I’activitat del dominis amino-terminals de la proteina MG200. I en conjunt, els resultats obtinguts a partir
dels mutants AJ i de I’estudi de les quimeres, suggereixen que la proteina MG200 esta relacionada amb
I’estabilitzacio de les adhesines de M. genitalium. No es pot afirmar perd que aquesta relacio6 sigui a causa
d’una interaccid directe entre les proteines, perod sembla estar vinculada amb la preséncia d’un domini J i
la regid G/F especifica de la proteina MG200. Si acceptem que la recombinacié de 1’operé MgPa és un
fenomen regulat, es pot suggerir que 1’estabilitat o 1’expressio de les adhesines depén de que la proteina
MG200 presenti un domini J en el seu extrem amino-terminal seguit de la regio G/F especifica de la
proteina MG200.

Com hem recalcat, no s’ha demostrat una interacci6 directe de proteina MG200 amb les adhesines. Ara
bé, la relacid que es proposa entre els dominis amino-terminals de la proteina MG200 i les adhesines, aixi
ho suggereix. La preséncia d’un domini J a la proteina MG200 indica que pot interaccionar amb la
proteina DnaK, tot i que encara no s’ha pogut demostrar empiricament. De fet, la identificacié de la
xaperona DnaK en la fracci6 insoluble en TX-100, on es van trobar també la majoria de les proteines del
citoesquelet de M. pneumoniae (Regula et al., 2001), suggeria que aquesta proteina podria tenir-hi un
paper relacionat. Donat que la DnaK és estructuralment homologa a I’actina (Flaherty ef al., 1991), la
preséncia de la DnaK en el “Triton shell” no descarta que aquesta proteina realment formi part del
citoesquelet d’aquests micoplasmes. No obstant, el sistema de xaperones DnaK/Dnal/GrpE s’ha
relacionat amb [’assemblatge de complexos macromoleculars i, per aixd, es proposava que podria
intervenir en la formaci6 de I’organela terminal (Cloward and Krause, 2009). Donat que la proteina
MG200 és I’tinica de les tres proteines J de M. genitalium que s’ha localitzat a I’organela terminal, si la
DnaK té un paper el la formaci6 d’aquesta, seria logic pensar que el seu partner fos la proteina MG200.
Una altra dada que relacionaria la proteina MG200 amb I’activitat xaperona és que se sobreexpressa en
condicions d’estrés térmic (Musatovova et al., 2006). Si la proteina MG200 participa en alguna funcid
relacionada amb D’activitat xaperona de la DnaK, de moment no s’ha demostrat, perqué els mutants
defectius en proteina MG200 sén també defectius en adhesines i en abséncia d’aquestes no es forma
I’organela terminal (Burgos et al., 2006). D’altra banda, hi ha els mutants C2 i C12, fins ara considerats
defectius en MG200, perd que hem demostrat que expressen fragments amino-terminal de la proteina.

Una revisié de ’analisi del mutant C12 ha demostrat que el fragment amino-terminal de la proteina
MG200 que expressa aquesta soca és necessari i suficient per mantenir els nivells d’expressio de les
adhesines. Aquest fragment de 140 aa és funcional de forma independent a la resta de dominis de la
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proteina i conté unicament el domini J i la regié G/F de la proteina MG200. Es interessant destacar que és
equivalent al fragment minim de proteina Dnal capag¢ d’activar la DnaK a E. coli, tot i que amb una
eficiéncia menor respecte la de la proteina sencera (Wall et al., 1994).

Donat que no s’aprecien defectes d’expressio de les adhesines, la capacitat d’adheréncia de la soca C12
només havia estat avaluada a nivell qualitatiu. Qualitativament, les diferéncies entre la soca C12 i la soca
salvatge no semblen importants, la soca C12 uneix eritrocits. En canvi, aqui es va fer una avaluacio
quantitativa de ’HA pel nou métode del citometre. Els resultats obtinguts van ser en primer lloc
sorprenents. L’EHA era inferior al 50% de la soca salvatge i aquesta és una diferéncia molt significativa
de la capacitat d’unir eritrocits, que no s’havia constatat qualitativament. Ara bé, en detall es va
comprovar que el valor de Kp no era estadisticament diferent al valor obtingut per la soca salvatge,
suggerint que les adhesines estaven correctament plegades. Les diferéncies eren degudes a la By, 1 aix0
era indicatiu d’una mostra heterogénia. Es per aixd que es va revisar la morfologia de les cél-lules
d’aquesta soca mutant. Ara bé, de I’analisi que s’ha fet per microscopia electronica de rastreig destaquen
I’elevat nombre de macroagregats cel-lulars. De fet semblen cenocits gegants, que serien un indicatiu de
que el mutants no s’esta dividint bé. Aquesta observacié sembla conseqiiéncia d’una mala localitzacié de
les adhesines que no permetria la correcta formacio d’organeles terminals i explicaria 1’heterogeneitat de
la mostra analitzada per citometria. En canvi, les cél-lules individuals que es van poder observar en la
mostra no presentaven alteracions morfologiques que indiquessin possibles defectes estructurals de
organela terminal. Aquest resultat concorda amb el perfil proteic del mutant C12 és molt similar al de la
soca salvatge i també amb el fet que la KD determinada en I’analisi d’HA no sigui diferent a la de la soca
salvatge. Sembla que, tot i ser un procés més lent, les cel-lules de la soca C12 aconsegueixen dividir-se.
En aquest sentit, s’ha descrit que la soca C12 presenta un percentatge major de cél-lules amb més d’una
organela terminal i s’ha suggerit que és conseqiiéncia del fenotip no motil del mutant (Pich et al., 2009).

Els dominis J no només intervenen en el plegament de proteines natives, sindé que participen en funcions
més complexes com [’estabilitat [’assemblatge i la regulacié de complexes macromoleculars. Per
exemple, la interaccidé de les proteines J amb fragments hidrofobics de les proteines ajuda a prevenir
I’agregaci6 i permet la formacié de complexos (Lemmon, 2001; Hartl and Hayer-Hartl, 2002; Liu et al.,
2007). El fenotip heterogeni de la soca C12, suggereix que la proteina MG200 podria estar implicada, no
en el plegament propiament de les adhesines, sin6 en la translocacié d’aquestes a la membrana. Aquest
seria un procés depenent de la DnaK i, evidentment, també requeriria la GrpE, pero cal dir que aquesta
proteina també s’ha pogut localitzar a I’organela terminal de M. genitalium (Martinez Mariscal, 2013).

La possible participaci6 de la proteina MG200 en la translocacié de les adhesines estaria en acord amb els
estudis sobre la proteina TopJ de M. pneumoniae. Els mutants defectius en TopJ de M. pneumoniae, no
perden ’adhesina P1 (Cloward and Krause, 2009), a diferéncia del que hem observat a M. genitalium, on
la supressio de 1’expressio de proteina MG200 sembla anar acompanyada de la pérdua de les adhesines. A
M. pneumoniae s’ha proposat que la proteina TopJ, associada amb la proteina HMW 1, participaria en la
translocaci6 de la P1 a ’organela terminal on interaccionaria amb la DnaK per facilitar el seu correcte
plegament i/o translocacié a la membrana on assoliria la conformacié funcional (Cloward and Krause,
2011).

Teories apart, s’ha demostrat 1’estreta relacid entre la regié amino-terminal de la proteina MG200 i
I’estabilitat de les adhesines de M. genitalium i, per tant, de forma indirecte la proteina MG200 esta
relacionada amb la capacitat d’adheréncia d’aquest microorganisme. No obstant, amb els resultats
obtinguts fins al moment semblava interessant que les dues funcions associades a la proteina MG200 es
podien assignar a regions separades de la proteina. Per una banda, els dominis de MG200 que fins ara
s’han relacionat amb la motilitat es concentren a la regi6é carboxi-terminal de la proteina (Pich, Burgos,
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Ferrer-Navarro, et al., 2006; Calisto et al., 2012). D’altra banda, el domini J i la regié G/F, que acabem de
relacionar amb 1’estabilitat de les adhesines, es troben a la regié amino-terminal de la proteina MG200.

El fragment que conté el domini J i la regié G/F de la proteina MG200 és estable i funcional de forma
independent a la regio carboxi-terminal. En canvi, s’ha demostrat que I’estabilitat de la regi6é carboxi-
terminal depén de la preséncia del domini J. No obstant, aixo no demostrava que el domini J i la regi6
G/F de la proteina MG200 estiguessin implicats en la motilitat del micoplasma i, al mateix temps, tampoc
es podia descartar. Gracies a les propietats de les quimeres C; i Cjgr, s’ha pogut aprofundir en el rol dels
dominis amino-terminals en la motilitat de M. genitalium. Aprofitant que la soca C12 és adherent pero no
motil, s’ha estudiat la capacitat de les quimeres per restablir la motilitat de la soca.

La soca mutant C12 va es va transformar amb transposons que portaven o bé una copia del gen que
codifica per la quimera C; o per la quimera Cjgr 0, com a control, es va reintroduir també una copia del
gen mg200 salvatge. La reintroduccid d’aquestes proteines a la soca C12 va permetre la restauracié de
I’expressio de la proteina MG219, que estava disminuida en la soca parental, confirmant un cop més que
I’estabilitat d’aquesta proteina depén de la regid carboxi-terminal de la proteina MG200 (Pich, Burgos,
Ferrer-Navarro, et al., 2006; Calisto et al., 2012) i que, al mateix temps, és independent dels dominis
amino-terminal de la mateixa. De fet, el perfil proteic global del mutant C12 un cop reintroduida una de
les 3 versions de la proteina MG200 era indistingible entre ells o de la soca salvatge. Cal destacar que en
tots els casos s’observen nivells normals de les adhesines, com s’havia descrit en el cas del mutant C12
(Pich, Burgos, Ferrer-Navarro, et al., 2006). Tot i aixi, es va analitzar I’efecte de la reintroduccio de les
quimeres o la versié salvatge de la proteina MG200 en el fenotip de la soca parental. En el cas de la
quimera C; i de la proteina MG200 salvatge, es va comprovar que permetien complementar tots els
aspectes del fenotip de la soca C12, recuperant la capacitat d’HA a nivells de la soca salvatge i, també, en
I’estudi morfologic de les cél-lules va mostrar com es reduia la preséncia d’agregats cel-lulars en les
mostres analitzades i les cél-lules individuals majoritariament presentaven una Unica organela terminal,
com en el cas de la soca salvatge. En contrast, la soca C12 no va complementar cap dels aspectes del seu
fenotip amb la quimera Cjgr. De fet, en I’analisi morfologic es van trobar un elevat nombre de cénocits i
de cossos cel-lulars units per filaments a aquests agregats. A més a més, entre el reduit nombre de
cel-lules aillades que es van poder analitzar, es va trobar un percentatge sorprenentment elevat de
individus que presentaven més de dues organeles terminals. Es confirma que la quimera Cjgr no és capag
de suplir les funcions de la proteina MG200, especificament relacionades amb [’estabilitat de les
adhesines i, donada 1’asseveraci6é d’alguns aspectes del fenotip, suggereix que estaria interferint en la
capacitat del fragment truncat de proteina MG200 present en la soca parental per estabilitzar les
adhesines, possiblement per competicié en la interaccié amb la DnaK.

Aquests resultats concorden perfectament amb els resultats obtinguts en 1’analisi de la motilitat que es va
fer d’aquests mutants. La reintroduccié de la proteina MG200 o com de la quimera C;, permet restaurar la
motilitat de la soca parental. Aquest resultat confirma que la quimera C;j restaura tota 1’activitat de la
proteina MG200. En canvi, cal destacar que la quimera C;gr no va permetre la restauracié de la motilitat
de la soca parental.

La introduccid per transpos6 de la quimera Cjgr en la soca C12, dona lloc a un mutant que expressa dos
fragments independents de la proteina MG200. Per una banda, presenta I’expressié del fragment amino-
terminal de 140 aa present en la soca parental, que permet estabilitzar les adhesines donant lloc a un
fenotip adherent. D’altra banda, 1’expressio de la quimera Cjgr, tot i que s’ha demostrat que no permetria
estabilitzar les adhesines, si permet estabilitzar els dominis carboxi-terminals de la proteina MG200,
relacionats amb la maquinaria de motilitat. El fet que la quimera Cjgr no restauri la motilitat de la soca
parental, a diferéncia del que s’ha observat al reintroduir la quimera Cj, suggereix que la regio G/F de la
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proteina MG200 és necessaria no només per 1’estabilitat de les adhesines, sin6 també per la motilitat del
micoplasma.

Tots els resultats en conjunt demostren que la proteina MG200 esta implicada en la motilitat de M.
genitalium, perd també té un important paper en la citadheréncia del micoplasma, perqué és necessaria
per I’estabilitat de les adhesines.

Les funcions d’adheréncia i motilitat de M. genitalium estan estretament relacionades, pero amb aquests
resultats hem demostrat que les maquinaries involucrades en aquestes funcions, estan fisicament lligades
a través de, com a minim, una proteina, la proteina MG200. I en aquest escenari la regi6 G/F d’aquesta
proteina s’erigeix com a regid essencial per connectar aquestes dues maquinaries i, al mateix temps, se
suggereix la necessitat de la participacié de la xaperona DnaK en aquestes funcions.

77






Resum

Mycoplasma genitalium és un patogen emergent de transmissio sexual. Aquest microorganisme sense
paret cel-lular conté un dels genoma més petit que es coneix entre els organismes autoreplicatius i aixo el
converteix en un model atractiu de cél-lula minima. Tot i I’aparent simplicitat, M. genitalium presenta un
complex citoesquelet intern que polaritza la cél-lula i li atorga la caracteristica forma de pera, deguda a la
formacio d’un apéndix a un extrem de la mateixa. Aquest apéndix es coneix com organela terminal (OT) i
esta implicat en processos clau de la seva vida parasitaria. L’OT té un paper central en la motilitat per
lliscament del micoplasma. Aquest mecanisme Unic i encara poc caracteritzat esta relacionat amb molts
aspectes de la seva biologia, amb especial rellevancia en la patogénesi. L'objectiu general d'aquest treball
¢és aprofundir en la comprensi6é d'aquest mecanisme mitjangant 1'estudi de la contribuci6 especifica de
diferents dominis de proteines préviament relacionats amb I'OT o la motilitat.

Capitol I

L’OT s'organitza al voltant del citoesquelet intern. La proteina MG218 és un dels elements principals del
citoesquelet i t€ un paper central en la formaci6é de I’OT. Recentment, s’ha identificat una nova proteina
que comparteix la seqiiéncia C-terminal de MG218. Aquesta proteina (MG218-s) és producte d’una
traducci6 interna del gen MG218 pero el seu inici de traducci6 exacte encara no esta definit. Per entendre
millor la funcié d'aquesta proteina, en el primer capitol, s’ha dissenyat una nova estratégia per introduir
mutacions puntuals en el genoma de M. genitalium. Mitjangant aquesta estratégia s’ha pogut identificar la
Met inicial de la proteina MG218-s que encara es desconeixia. S’ha determinat també I’inici de
transcripcid i la regié promotora associada a 1’expressiéo d’aquesta proteina. Finalment, mitjancant la
mutacio simultania de la caixa -10 del promotor i el coddé ATG d’inici de traduccidé de la proteina
MG218-s ha permes suprimir 1’expressio de la proteina, mantenint I’expressié de la proteina MG218. En
la caracteritzaci6 d’aquest mutant com a model de mutant defectiu en MG218-s, s’ha trobat que
I’abséncia de la proteina MG218-s no afecta l’estabilitat dels elements de ’OT ni la capacitat de
citadheréncia de les cel-lules, perd presenta una alteraci6 en el comportament de la motilitat del
micoplasma.

El segon i tercer capitol se centren en l'estudi de la proteina MG200, que és un element important de la
maquinaria de la motilitat.

Capitol 11

Les proteines MG200 i MG386 soén els primers elements que s’han relacionat exclusivament amb la
motilitat de M. genitalium. Aquestes proteines comparteixen diferents caracteristiques, essent destacable
la preséncia d'un domini ric en glicina i residus aromatics (caixa EAGR), que es troba exclusivament en
micoplasmes, aparentment sempre en proteines relacionades amb la motilitat i/o 1'arquitectura de 1’OT,
com la MG312. L'analisi de 1'estructura cristal-lina del domini de la caixa EAGR de MG200 suggereix un
rol en interaccions proteina-proteina, on aquest domini podria servir de plataforma per interaccions
macromoleculars. Ara bé, no s’han descrit defectes estructurals en ’OT de cél-lules mutants amb
delecions en proteines que contenen caixes EAGR. Per comprendre millor el paper d'aquest domini, en el
segon capitol s'analitza el fenotip de mutants que expressen la proteina MG200AE, que té delecionat
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especificament el domini de la caixa EAGR. El fenotip deficient en motilitat, amb parametres de
motilitat entremitjos entre la soca parental C12 i la soca salvatge, clarament indica un rol especific del
domini de la caixa EAGR de la proteina MG200 en la motilitat de M. genitalium. El paral-lelisme
d’aquests resultat amb els descrits préviament per els mutants de M. genitalium que tenen una petita
delecio en la regio N-terminal de la proteina MG312 que inclou una caixa EAGR suggereixen que les
caixes EAGR d’aquestes dues proteines compartirien la seva implicacié en la maquinaria de motilitat, tot
i que no serien essencials per si soles.

Capitol 111

Es interessant que la MG200 és una proteina multidomini amb homologia amb co-xaperones Hsp40. La
interrupcié del locus MG_200 per la insercid de transposé dona lloc a mutants adherents amb un fenotip
no motil. Una analisi recent d'aquests mutants ha evidenciat la preséncia d'un fragment animo-terminal de
MG200, que conté un domini J i una regi6 rica en glicina i fenilalanina caracteristics de les proteines
Dnal. En el tercer capitol, s'ha estudiat la funcioé d’aquests dominis amino-terminals de MG200 a partir de
I’estudi dels efectes de la delecidé o substitucié d’aquests dominis sobre la funcié global de la proteina
MG200. Els resultats obtinguts demostren que la proteina MG200 esta implicada en la motilitat de M.
genitalium, perd tamb¢ té un important paper en la citadheréncia del micoplasma, perqué és necessaria
per I’estabilitat de les adhesines. I en aquest escenari la regié G/F d’aquesta proteina s’erigeix com a regio
essencial per connectar aquestes dues maquinaries.
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Capitol I

Per primer cop s’han generat mutants de M. genitalium que incorporen mutacions puntuals en el seu
genoma, fent servir una nova estratégia basada en el reemplacament genic.

S’han determinat 1’origen de transcripcio i 1’origen de traduccid del gen mg218-s, que codifica per
una proteina de 23 kDa, identificada recentment que té un 100 % d’identitat amb I’extrem amino-
terminal de la proteina MG218.

La mutaci6 simultania de la regi6 -10 del promotor del gen mg218-s i del codé ATG codificant per la
Met1615 de la proteina MG218-s ha permés generar la soca mutant MD-P3, que expressa la proteina
MG218 full-lenght, perd és defectiva en proteina MG218-s.

La soca defectiva en proteina MG218-s presenta un fenotip similar al que s’ha descrit préviament per
la soca A217. Les cél-lules d’aquesta soca presenten un increment de I’angle de curvatura de I’'OT
respecte el cos cel-lular i els patrons de moviment que exhibeixen presenten un increment de patrons
erratic i també del diametre mitjana dels moviments circulars.

La proteina MG218-s no esta relacionada amb la citadheréncia de M. genitalium.

L’abséncia de la proteina MG218-s, no desestabilitza cap de les proteines del citoesquelet, pero
afavoreix la desestructuracio de la base de l’eix electrodens de 1I’OT de M. genitalium i,
indirectament, afecte patrons de moviment del micoplasma.

La proteina MG218-s o intervé en |’estabilitat dels fragments amino-terminals de la proteina MG218.
El promotor associat a I’expressi6 del gen mg2/8-s permet 1’expressio dels dos gens que trobem
downstream, que son el mg491 i el mg219.

Capitol 11

S’ha generat un mutant de M. genitalium que expressa una versiéo modificada de la proteina MG200 a
la que s’ha delecionat el domini de la caixa EAGR. Aquest mutant s’ha obtingut reintroduint per
transposicié una versio modificada del gen mg200, que permet 1’expressio de la proteina MG200AE,
en una soca defectiva en proteina MG200.

Els nivells d’expressio de la proteina truncada sobn comparables als de la proteina salvatge i totes dues
mostren la mateixa localitzacié subcel-lular.

L’expressio de la proteina MG200AE en els mutants AE permet restablir els nivells d’expressio de la
proteina MG219 que s’havien perdut en la soca parental, descartant que el domini delecionat de la
proteina tingui un paper en |’estabilitat de dita proteina.

No s’ha pogut determinar si la delecié del domini de la caixa EAGR provoca modificacions
estructurals en la proteina MG200, pero s’ha comprovat que la proteina MG200AE manté moltes de
les funcionalitats de la proteina salvatge, com hem esmentat en els dos punts anteriors.

El domini de la caixa EAGR no esta implicat en la citadheréncia del micoplasma.

Els mutants AE presenten deficiencies importants de motilitat, pero el fenotip és més lleu a I’observat
en la soca parental C12.

La supressi6 de les caixes EAGR de les proteines MG312 i MG200 déna lloc a cél-lules de
micoplasma amb desavantatges motils similars, suggerint que les caixes EAGR tenen un paper
rellevant i especific en la motilitat.
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76

Les soques C2 i C12 de M. genitalium expressen fragments truncats, amino-terminals de la proteina
MG200.

L’estabilitat de la proteina MG200 depén de la preséncia d’un domini J en el seu extrem amino-
terminal.

La proteina MG200 esta involucrada en la motilitat de M. genitalium, perd també en 1’estabilitat de
les adhesines principals de M. genitalium, les proteines P140 i P110.

L’estudi de les proteines quimeériques C; i Cjgr ha permés determinar que el domini J de la proteina
MGO019 pot suplir les funcions del domini J de la proteina MG200, perd en canvi la regio G/F de la
proteina MG200 és essencial per I’estabilitat de les adhesines P140 1 P110 i no pot ser substituit per la
regio G/F de la proteina MGO019.

Un domini J seguit de la regio G/F de la proteina MG200 és essencial per 1’estabilitat de les proteines
P140 i P110. I, s’ha comprovat que el fragment de 140 aa de I’extrem amino-terminal de la proteina
MG200, que inclou el domini J i la regio G/F de la proteina, és suficient per conferir estabilitat a les
proteines P140 i P110, com hem comprovat amb el mutant C12.

L’expressio de les proteines quimeériques C; i Cjgr en la soca C12 permet restablir els nivells
d’expressio de la proteina MG219.

La motilitat de la soca C12 només es restableix amb la reintroduccio6 de la proteina MG200 salvatge o
la quimera C;. La quimera Cjgr no permet restaurar la motilitat de la soca C12.

La regi6 G/F de la proteina MG200 és essencial per ’estabilitat de les adhesines i també per la
motilitat del micoplasma.



Materials i Meétodes

1.Material biologic

1.1.Descripcié de soques, vectors i encebadors

Soques d’E. coli

XL1-Blue

Soca de clonatge i expressio, deficient en recombinaci6é. T¢é una elevada eficiéncia de
transformacio. La preséncia del factor F’ permet 1’a-complementacio, la infeccio pel fag
M13 i la superproducci6 el repressor lac (lacl?). Genotip: supE44 hsdR17 recAl endAl
gvrA46 thi relAl lac F'[proAB" lacl®lacZAM15 Tnl0(tet")]

BL21(DE3)

Soca usada per obtenir nivells elevats d’expressié de gens clonats en vectors d’expressio
que contenen el promotor del fag T7. La T7-RNA polimerasa del fag es troba en el fag A
DE3, que esta integrat en el cromosoma de BL21. El gen d’aquesta polimerasa esta sota
control del promotor /acUVS5, induible per IPTG. Presenta delecions en els gens de les
proteases lon i ompT, per minimitzar la degradaci6 de les proteines durant la seva
expressio i purificacié. Es sensible a ampicil-lina. Genotip: F~ ompT hsdSg(rg’, mg’),
dem, gal, (\clts857 ind1 Sam7 nin5 lacUV5-T7genel)

Soques de M. genitalium

G37 Aillat natural de M. genitalium a partir d’un cas clinic d’uretritis (Tully et al., 1981).
Soca salvatge utilitzada en aquest treball (WT). Origen: ATCC 33530

C6 G37 amb un transposoé inserit al gen mg218. Resistent a tetraciclina. Origen: (Pich ef al.,
2008)

A218 G37 amb el gen mg2l8 delecionat per doble recombinaci6 homologa. Resistent a
tetraciclina. Origen: (Pich et al., 2008)

Cl12 G37 amb transposo inserit al gen mg200. Resistent a tetraciclina. Origen: (Pich, Burgos,
Ferrer-Navarro, ef al., 2006)

A191 G37 amb el gen mgl91 delecionat per doble recombinaci6 homologa. Resistent a
tetraciclina. Origen: (Burgos et al., 2006)

Clicl Mutants espontanis de classe [ i II de M. genitalium amb deficiéncies en adhesio cel-lular
cedits pel Dr. J. B. Baseman. (Mernaugh et al., 1993)

A217 G37 amb el gen mg2l7 delecionat per doble recombinaci6 homologa. Resistent a
tetraciclina. Origen: (Burgos et al., 2008)

AftsZ G37 amb el gen mg224 delecionat per doble recombinaci6 homologa. Resistent a
tetraciclina. Origen: (Lluch-Senar ef al., 2010)

A218¢y G37 amb el gen mg2l8 truncat per doble recombinaci6 homologa. Resistent a
gentamicina. Origen: aquest treball

A218¢tetM G37 amb el gen mg2l8 truncat per doble recombinaci6 homologa. Resistent a

tetraciclina. Origen: aquest treball

MD-1; MD-2; MD-3;
MD-4; MD-35;
MD-P; MD-P3

Soques de G37 amb mutacions puntuals en la seqiiéncia del gen mg2/8. Resistent a
tetraciclina. Origen: aquest treball

MD-P3+218-s
(D1; D2; D3)

Mutants MD-P3 amb un minitranspos6 portador d’una copia del gen salvatge mg218-s
amb el seu promotor propi. Resistents a tetraciclina i cloramfenicol. Origen: aquest
treball

MD-P3+F218sCh

Mutants MD-P3 que expressa la proteina de fusié 218-s::Ch. Resistents a tetraciclina i
cloramfenicol. Origen: aquest treball

77



Materials i métodes

A218¢+218-s

Mutants A218cfetM amb un minitransposé portador d’una copia del gen mg2l8-s

(B5,B71B9) salvatge amb el seu promotor propi. Resistents a tetraciclina i cloramfenicol. Origen:
aquest treball

A218+218-s Mutants Amg218 amb un minitransposé portador d’una copia del gen mg218-s salvatge

(A1, A3 1 A8) amb el seu promotor propi. Resistents a tetraciclina i cloramfenicol. Origen: aquest
treball

AE Mutant C12 amb un minitranspos6 portador d’una copia del gen mg200 modificat per
suprimir el fragment codificant pel domini que conté la caixa EAGR delecionat. El gen
esta associat al promotor del gen original, mg200. Resistent a tetraciclina i cloramfenicol.
Origen: aquest treball

Al G37 amb el fragment codificant pel domini J de I’extrem amino-terminal de la proteina
MG200 delecionat del gen mg200 per doble recombinaci6 homologa. Resistent a
tetraciclina. Origen: aquest treball

(O G37 al que s’ha substituit per doble recombinaciéo homologa el gen mg200 per una gen
que codifica la quimera C;. Resistent a tetraciclina. Origen: aquest treball

Cicr G37 al que s’ha substituit per doble recombinacié homologa el gen mg200 per una gen
que codifica la quimera C)gr. Resistent a tetraciclina. Origen: aquest treball

C124200 Mutants C12 amb un minitranspos6é portador d’una copia del gen salvatge mg200
salvatge amb el seu promotor propi. Resistent a tetraciclina i cloramfenicol. Origen:
aquest treball

C12+GC; Mutants C12 amb un transposé portador del gen codificant per la quimera C; amb el
promotor del gen mg200. Resistent a tetraciclina i cloramfenicol. Origen: aquest treball

C12+Cgr Mutants C12 amb un transpos6 portador del gen codificant per la quimera C;gr amb el
promotor del gen mg200. Resistent a tetraciclina i cloramfenicol. Origen: aquest treball

F438GFP G37 amb el gen mg438 fusionat al gen codificant per mCherry en el seu extrem 3.
Resistent a tetraciclina. Origen: aquest treball

F110Ch G37 amb el gen mgl92 fusionat al gen codificant per eGFP en el seu extrem 3°. Resistent
a tetraciclina. Origen: aquest treball

FCatCh G37 que expressa de forma constitutiva la fusié Cat::Cherry. Resistent a cloramfenicol.

Origen: aquest treball

FCatCh-F110YFP

G37 que expressa de forma constitutiva la fusié Cat::Cherry i té el gen mg/92 fusionat al
gen codificant per eGFP en el seu extrem 3’. Resistent a tetraciclina i cloramfenicol.
Origen: aquest treball

Vectors

pBluscript IT SK*

Fagémid comercial utilitzat com a vector general de clonatge. Aquest vector conté el
origen de replicacié ColEl d’E. coli i el del bacteriofag F1 aixi com els promotors T3 i
T7. També conté el gen de resisténcia a ampicil-lina i una regi6 de clonatge multiple que
interromp el gen lacZ’. Origen: Stratagene

pBE

Plasmidi utilitzat com a vector de clonatge de fragments de DNA amplificats per PCR. Es
un plasmidi derivat de pBluscript IT SK " al que s’ha substituit el MCS per una tnica diana
EcoRV. Origen: (Pich, Burgos, Planell, ef al., 2006)

pBB540

Plasmidi utilitzat per amplificar la seqiiencia codificant pel gen de resisténcia a
cloramfenicol, cat (chloramphenicol acetyltransferase). Origen: (Tomoyasu et al., 2001)

pAmg218

Vector derivat de pBluscript II SK', dissenyat per delecionar el gen mg2l8 per
reemplagament génic a M. genitalium. Conté el gen de resisténcia a tetraciclina tetM438.
Origen: (Pich et al., 2008)

pAmg218-,Gm®

Vector derivat de pBluscript I1I SK', dissenyat per delecionar un fragment
d’aproximadament 1 kb de I’extrem 3’ del gen mg2l8 per reemplacament génic a M.
genitalium. Conté el gen aac(6’)-aph(2’’) de resisténcia a gentamicina, tobramicina i
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kanamicina. Origen: aquest estudi

pAmMgE218tetM438

Vector derivat de pBluscript I1I SK', dissenyat per delecionar un fragment
d’aproximadament 1 kb de I’extrem 3’ del gen mg2/8 per reemplacament génic a M.
genitalium. Conté el gen de resisténcia a tetraciclina tetM438. Origen: aquest estudi

pBE.218¢,

Vector derivat del vector pBE, que conté un fragment de x kb de I’extrem 3’ del gen
mg218 amplificat per PCR a partir de DNA genomic de M. genitalium, clonat en la diana
de restriccid EcoRV del vector. Es va fer servir com a motlle de les PCR mutagéniques
amb que es van generar les mutacions puntuals en la seqiiéncia del gen mg218. Origen:
aquest estudi

pB218ctetM438

Vector derivat de pBluscript II SK', dissenyat per delecionar el gen mg2l8 per
reemplagament génic a M. genitalium. Conté el gen de resisténcia a tetraciclina tetM438.
Origen: aquest estudi

pBBD200

Vector derivat del vector pBE, que conté un fragment amplificat per PCR, a partir de
DNA genomic de M. genitalium, que correspon a la regié promotora del gen mg200
juntament amb un fragment de 600 pb de I’extrem 5° del mateix gen, clonat en la diana de
restriccio EcoRV del vector. Origen: aquest estudi

pBAJ

Vector derivat de pBluscript II SK', dissenyat per delecionar la regi6 codificant pel
domini J del gen mg200 per reemplacament génic a M. genitalium. Conté el gen de
resisténcia a tetraciclina tetM438. Origen: aquest estudi

pBCJ

Vector derivat de pBluscript II SK”, dissenyat per substituir la regié codificant pel domini
J del gen mg200 per la regid codificant pel domini J del gen mg019, per reemplacament
geénic a M. genitalium. Conté el gen de resisténcia a tetraciclina tetM438. Origen: aquest
estudi

pBCicr

Vector derivat de pBluscript II SK”, dissenyat per substituir la regié codificant pel domini
Jila regié G/F del gen mg200 per la regi6 codificant pel domini J i la regio G/F del gen
mg019, per reemplacament génic a M. genitalium. Conté el gen de resisténcia a
tetraciclina tetM438. Origen: aquest estudi

pMTnGm

Vector derivat del vector pBluescript II SK+ que conté un minitranspos6é modificat basat
en el transposé Tn4001 que prové de Staphylococcus aureus. Aquest transposod és
funcional a M. genitalium 1 permet obtenir insercions estables al genoma. El transposd
Tn4001 original incorpora el gen de resisténcia aac(6’)-aph(2’’) que confereix resisténcia
a gentamicina a M. genitalium. Origen: (Pich, Burgos, Planell, ef al., 2006)

pMTntetM438

Vector similar al vector pMTnGm, perd en aquest cas ha estat substituit pel gen de
seleccid modificat fetM438, que confereix resisténcia a tetraciclina a M. genitalium.
Origen: (Pich, Burgos, Planell, et al., 2006)

pMTncat

Vector similar al vector pMTntetM438. En aquest cas s’ha substituit el gen de seleccid
pel gen de resisténcia a cloramfenicol amb el promotor del gen mg438 de M. genitalium,
catM438. Origen: aquest treball

pMTncar218s

Vector derivat de pMTncat, que conté el gen mg2/8-s juntament amb la seva regid
promotora propia. Origen: aquest treball

pMTncarF218sCh

Vector derivat de pMTncat, que conté el gen mg218-s fusionat al gen codificant per la
proteina fluorescent mCherry, juntament amb la seva regid promotora original del gen
mg218-s. Origen: aquest treball

pMTncar200

Vector derivat de pMTncat, que conté el gen mg200 juntament amb la seva regid
promotora propia. Origen: aquest treball

pMTncar200AE

Vector derivat de pMTnCar200, perd en aquest cas s’ha delecionat la regié codificant pel
domini que conté la caixa EAGR en el gen mg200. Origen: aquest treball

pMTncatC,

Vector derivat de pMTnCar200, pero en aquest cas s ha substituit la regié codificant pel
domini J del gen mg200 per la regi6é codificant pel domini J del gen mg019. Origen:
aquest treball

pMTncatCJGF

Vector derivat de pMTncar200, perd en aquest cas s’ha substituit la regié codificant pel
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domini J i la regié G/F del gen mg200 per la regid codificant pel domini J i la regiéo G/F
del gen mg019. Origen: aquest treball

pET-21a(+) Vector d’expressio que permet clonar el gen de la proteina d’interés sota control del
promotor de la T7 RNA polimerasa i de I’operador /ac. Permet incorporar una cua de sis
histidines (6xHis) a 1’extrem carboxi-terminal de la proteina, que facilita la posterior
purificacio de la proteina. El marcador de seleccid és un gen de resisténcia a ampicil-lina.
(Novagen).

pET-21d(+) Vector d’expressid que permet clonar el gen de la proteina d’interés sota control del
promotor de la T7 RNA polimerasa i de I’operador /ac. Permet incorporar una cua de sis
histidines (6xHis) a 1’extrem carboxi-terminal de la proteina, que facilita la posterior
purificacio de la proteina. El marcador de seleccid és un gen de resisténcia a ampicil-lina.
(Novagen).

pET21a.J3GF Vector derivat de pET-21a(+), que conté un fragment 5’ del gen mg200 de 360 pb, que
permet expressar el fragment corresponent al domini J i la regié6 G/F de la proteina
MG200, fusionat a una cua de 6xHis. Origen: aquest treball

pET21d.J2GF Vector derivat de pET-21d(+), que conté un fragment 5° del gen mg019 de 360 pb, que
permet expressar el fragment corresponent al domini J i la regié6 G/F de la proteina
MGO19, fusionat a una cua de 6xHis. Origen: aquest treball

pET21.218-s Vector derivat de pET-21a(+), que conté el gen mg2l8-s, que permet expressar la
proteina MG218-s fusionada a una cua de 6xHis. Origen: aquest treball

Els plasmidis o vectors es conserven a -20 °C aillats i en dissolucié en TE. També es poden conservar en
forma d’stocks de les soques portadores.

Encebadors utilitzats

Utilitzats per seqiienciar els fragments de DNA amplificats per PCR i clonats en un pBE

Fup-17 5’- GTAAAACGACGGCCAGT

Rup-17 5’- GGAAACAGCTATGACCATG

Utilitzats per seqiienciar els punts d’insercio i els fragments inserits per minitranspos6é en el genoma de M.
genitalium

TetUp 5’- TTCCTGCATCAACATGAG

TetDown 5’- GTCGTCCAAATAGTCGGA

CmUp 5’- CAACGGTGGTATATCCAG

CmDown 5’- ATGAATTACAACAGTACTG

Utilitzats en seqiienciaci6 dirigida de genoma

SeqMutDir 5’-AGCCAACAAACTTAACAT

seqGFP (438) 5’-GTTCTTTAACAGTGATTCGTG

5Mgl190 5’-ATGAAAAAAGGATCAATAACTGAAGC

SeqMgpa4 5’-ACAACGTTTTACTACCGGACCTAAC

SeqMgpa8 5’-ATTCCCACAACTTCCATTCCAAATC

SeqMgpa4.1 5’-TAAAGCTGATAGTAGTAGTAGTAG

SeqMgpa6.1 5’-ATCAAGCTTCAATCCGCTTAAAGG

Seq MgPa7.2 Fw 5’-TTGAGAACCAGTTGGGGTATAAGG

Seq MgPa Rev 9.1 5’-TCCACCGCACTCTCAGCAGCTGTG

Seq MgPa 9.2 Fw 5’-TTGATGAGATCATCAATACCCCTG

Utilitzats en clonatge

S'upstP28(Xbal) 5’- GATTCTAGA GTAACCTCCATTTCCTTTCCA
3'upstP28(EcoRI) 5’-GATGAATTCctaAATCGTTTCTATCTTCTTATTTAG
3'p28(EcoRI) 5’- GATGAATTCCTTTATTTACTTGCTGCTTTTTG
M-5CmM438 5’-CAATTGTAGTATTTAGAATTAATAAAGTATGGAGAAAAAAATCACTG
BamHI-3Cm 5’-GGATCCTTACGCCCCGCCCTG
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Sall-5pM G527
EcoRV-3MGS527
5-Tn527Cm
3-Tn527Cm
5P-linkCh
3P-EcoRICh
S5p.mg200-Xbal
3KOEAGRI1-recomb
SKOEAGR1-recomb
3NotI200
5BE200-Xbal
3BamBE199
S5p.mg200-EcoRI
3mg200Nter-Apal
3KODnal3-Ph
5KODnal3-Ph
3BE199-recomblJ2
5J2-recombpromotor
3J2recomb
5-200DJ3recomb
3J2GFrecomb
5-200DJ3GFrecomb
5-tetMBamHI
3-tetMEcoRI
BamHI-5BD
Xbal-3BD
5PstCmM

Sall-3Cm

5SalCh

3BamCh
5Ndednal3GF
3Xhodnal3GF
5Ncol019
3XhoJ2GF

5Nde527

3Xho527

5'-GATGTCGACGAACCCAAACTTTCGATTC
5'-GATGATATCCTTTATTTACTTGCTGC
5’-CAATTGTAGTATTTAGAATTA
5-TTTACTTGCTGCTTTTTG
5’-Ph-AACAATAACAACAATAATAATAATAATAACAGCAAGGGCGAGGAG
5’-GAATTCTTACTTGTACAGCTCGTC
5’-TCTAGAAACTATCACCCTTGCCAG

5’ -CTGATACCTCACTGGTTTCAGGTTTTTTGGAGAACCAG
5’-CTGGTTCTCCAAAAAACCTGAAACCAGTGAGGTATCAG
5’-GCGGCCGCCTAACTAATGGGTTCTTG
5’-TCTAGAAATACAACCAGGATTAGAAG
5’-GGATCCTAAGAATCAATCAGAGTAAG
5’-GAATTCAACTATCACCCTTGCCAG
5’-GGGCCCAATGTTGTCAAACAAAAGATC
5’-Ph-CATTAAGAATCAATCAGAG
5’-Ph-GTTGATGGTGAACCTGCT
5’-CTTTTACCAGCAGCCATTAAGAATCAATCAGAGTAAG
5’ -CTTACTCTGATTGATTCTTAATGGCTGCTGGTAAAAG
5’-AGCAGGTTCACCATCAACCCCTTCATGACCAAACTG
5’-CAGTTTGGTCATGAAGGGGTTGATGGTGAACCTGCT
5’-GTTCTTGCTTAGGTTTTTTATTAAAAATGAAATCAAATGGTG
5 -CACCATTTGATTTCATTTTTAATAAAAAACCTAAGCAAGAAC
5’-GCTACTGGATCCTAGTATTTAGAATTAATAAAGTAT
5’-GCTACTGAATTCcTAAGTTATTTTATTGAACATATA
5’-GGATCCTCAAAAACTTAATTCTTTC
5>-TCTAGATTATCAACTATTAGAAAAAC
5’-CTGCAGTAGTATTTAGAATTAATAAAG
5’-GTCGACCGCCCCGCCCTG
5’-GTCGACAGCAAGGGCGAGGAG
5’-GGATCCTTACTTGTACAGCTCGTC
5’-CATATGGCTGAACAGAAACGTG
5’-CTCGAGGGAGAACCAGTGGTAAC
5’-ATGCTAcCCATGGGGGCTGCTGGTAAAAGGGAT
5’-ATGCTACCTCGAGATTAAAAATGAAATCAAATGGTG
5’-CATATGGCCTTTCCGTATCTG
5’-CTCGAGTTTAGAGGCTGCTTTTTGTG

Utilitzats en PCR mutagéniques

mutdirla
mutdirlb
mutdir2a
mutdir2b
mutdir3a
mutdir3b
mutdirda
mutdir5a
mutdir5b-2
mutdirPa
mutdirPb

5’-Ph- GATAAGGAGCTACGGGTGTTG
5’-Ph-ATGGAGTTGGCGTTTAATC
5’-Ph-GGTTGATAGACTAAAATTAGCAG
5’-Ph-AAGCGCAACACCCGCATC
5’-Ph-GTAATGATCTAGCCTTTCCTTAC
5’-Ph-CGTTAATTTTAAATAACGGTG
5’-Ph-GTAATGATTCAGCCTTTCCTTAC
5’-Ph-ACTATATCCTCAACAAAAG
5’-Ph-CAGGGGTATAGGTAAGGAAAG
5’-Ph-CGTCTTAACGGTAATGAT
5’-Ph-AAATAACGGTGGGAAGAAG

Utilitzats en PCR de diagnotic

5-dgnKOp28
3-dgnKOp28

5’-CTTATTCCAACAACAATTTC
5’-GCACTTGCTTCTTGATTATC
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R1p140 5’-GGTAAAGTTCCAGTAGAAGTAG
R4p140 5’-AATACTAGTTTCTTCTTTTAGACC
R5p110 5’-AGTAAGAATGTTACTGCTTACAC
R6p110 5’-AGTTATAGTTTAAACCTAACGCAT
Utilitzats en primer extension

Fam-primextp28 5’-6Fam-GTTGTCTACGCAATTC
Fam-281 5’-6Fam-GCATTTGACTTTTAATCAAAG

Les regions dels encebadors marcades en negreta corresponen a dianes de restriccié introduides per facilitar el clonatge dels
fragments de PCR resultants: Apal (GGGCCC); BamHI (GGATCC); EcoRl (GAATTC); EcoRV (GATATC); Hindlll
(AAGCTT); Mfel (CAATTG); Ndel (CATATG); Nofl (GCGGCCGC); Pstl (CTGCAG); Sall(GTCGAC); Xbal (TCTAGA);
Xhol (CTCGAG). El fragment de 22 pb subratllat correspon a la seqiiéncia del promotor del gen mg438 de M. genitalium. En
cursiva s’ha destacat les seqiiéncies complementaries en els encebadors recombinants. En negreta i cursiva s’han ressaltat les
bases mutageniques del encebadors mutagénics. En negreta, cursiva i subratllat s’ha ressaltat la seqiiéncia RBS utilitzada. I en
minuscula trobem els pb que s’afegeixen a la seqiiencia amb 1’encebador. Les modificacions 5’ dels encebadors estan indicades
com a Ph per les fosforilacions, 6Fam per fluoresceina (6-Carboxifluorescein Phosphoramidite).

1.2.Medis de cultiu i suplements utilitzats
Cultiu de soques d’E. coli

Medi LB (Luria-Bertani), tant liquid com solid. Es un medi ric d’s comu pel creixement de soques d’E.
coli, sobretot en forma solida. Composicié per 1 litre: 10 g de Bactotriptona (Scharlau microbiology), 5 g
d’extracte de llevat (Scharlau microbiology), 10 g de NaCl (Fluka) i H,O destil-lada fins 1 1. En cas de
desitjar el medi solid, s’afegeixen 15 g d’agar. S’autoclava 15 min a 121 °C.

Els cultius en medi solid s’han realitzat per obtenir colonies aillades a partir d’una transformacio,
seleccionades per resisténcia a ampicil-lina, introduida en el vector utilitzat per la transformacié. Les
plaques s’incuben a 37 °C, o/n, amb la placa invertida.

Medi 2YT (liquid) és un medi més ric que el LB. Composicié per 1 L: 16 g de Bactotriptona, 10 g
d’extracte de llevat, 5 g de NaCl i H,O destil-lada fins 1 L. S’autoclava 15 min a 121 °C.

Els cultius en medi liquid s’han realitzat a 37 °C amb agitacio forta (250 rpm), respectant una proporcio
maxima de 1:5 entre el volum de cultiu i la capacitat maxima del flasc6, per assegurar una aportacid
suficient d’oxigen. En el cas de XL1Blue els cultius s’incuben o/n, fins assolir fase estacionaria. Per
I’obtenci6 de preinoculs en el cas de BL21(DE3) s’incuben durant 4-5 h (veure més endavant).

Antibiotics i suplements utilitzats:

- Ampicil-lina (ROCHE). Es prepara a una concentracié de 200 mg mL™ en H,0 MilliQ i posteriorment
esterilitzada per filtraciéo amb un filtre de 0,22 um (Millipore). Es conserva en aliquotes de 1 mL a -20 °C.

La concentracié de treball ha estat de 100 pug mL™".

- Cloramfenicol (ROCHE). Utilitzat durant 1’elaboracié de competents pel métode de I’inoue. Es prepara
a una concentracio de 34 mg mL™ en etanol 70% i es conserva en aliquotes a -20 °C. Donat que aquest
antibiotic és fotosensible, s’ha d’evitar I’exposicio a la llum. La solucid es conserva a -20 °C en aliquotes
d’1 mL. La concentracio de treball ha estat de 10 ug mL™.

- IPTG (Fluka), utilitzat per induir I’expressié de gens situats sota el control del promotor del gen lacZ.
La soluci6 stock es prepara a una concentracié 1 M en H,O MilliQ estéril i es conserva en aliquotes de 1
mL a -20 °C.
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- Xgal (Fluka), utilitzat per la deteccido de plasmidis recombinants. La solucid sfock es prepara a una
concentracié de 50 mg mL™ en dimetilformamida i es conserva en aliquotes a -20 °C. La concentracié de
treball és de 0,05 mg mL ™.

Cultiu de soques de M. genitalium

Medi SP4 (Spiroplasma Medium 4) Es un medi ric recomanat pel creixement de la majoria de Mollicutes.
La preparacio es realitza en dues etapes. Composicio per 500 mL:

En primer lloc es prepara una solucio6 base: 1,75 g de PPLO (Difco), 5,00 g de Triptona (Difco), 2,65 g de
Bactopeptona (Difco) 1 2,50 g de Glucosa (Sigma-Aldrich) i aigua destil-lada fins 312 mL. S’ajusta el pH
a 7,8 amb NaOH 2 M i s’autoclava la soluciéo 15 min a 120 °C. Un cop refredada la soluci6é base,
s’afegeixen els complements: 50,0 mL de Yestolate 2%, 6,0 mL de Roig de fenol 0,1% (pH 7,0), 17,5 mL
d’extracte de llevat, 25,0 mL de CMRL 10x (LifeTechnologies), 85,0 mL de sérum de bovi fetal, 1,71 mL
de Glutamina 29,2 mg mL™ (Sigma-Aldrich) i 250 uL d’ampicil-lina 200 mg mL™". Finalment, es torna a
ajustar el pH del medi final entre 7,6 1 7,8 amb NaOH 2 M.

Per preparar medi SP4 solid s’afegeix a la solucidé base Agar noble (Difco) a una concentracio final del
0,8%. La base s’autoclava i després es manté en un bany a 56 °C durant 1 h. Posteriorment, s’hi afegeixen
els complements préviament escalfats a 56 °C i es dispensa en plaques de Petri de 55 mm de diametre en
volums d’entre 5 mL. Les plaques es conserven a 4 °C durant un temps inferior a una setmana.

Preparacid dels complements i antibiotics utilitzats:

- Yestolate 2% (Difco) Autoclavat

- Roig de fenol 0.1% (pH 7.0) Autoclavat

- Extracte de llevat 25% p/v. 250 g de llevat fresc i fins 1 L d’aigua destil-lada i la barreja s’autoclava a

115 °C durant 10 min. La suspensio es refreda en gel picat i se centrifuga a 380 g durant 10 min a 4 °C.
Posteriorment, es recupera el sobrenedant i aquest es torna a autoclavar a 115 °C durant 10 min.
Finalment, I’extracte de llevat es conserva a -20 °C en aliquotes de 20 mL.

- Serum bovi fetal (FBS) (LifeTechnologies). Al escalfar-lo a 56 °C durant 30 min per inactivar el sistema
del complement abans de fer-lo servir. Es guarda en aliquotes de 45 mL a -20 °C.

- Ampicil'lina 200 mg mL" (Roche). Utilitzada per prevenir la contaminacié dels cultius de M.

genitalium amb altres soques bacterianes. La concentracié de treball és de 100 pg mL™.

- Gentamicina 50 mg mL™" (LifeTechnologies). Utilitzada per seleccionar cél-lules de M. genitalium

portadores del gen aac(6’)-aph(2’’) de resisténcia a gentamicina, tobramicina i kanamicina del Tn4001
(Lyon et al., 1984). La solucié mare es conserva a 4 °C. La concentracié de treball és de 100 pg mL™.

- Tetraciclina (Fluka). Utilitzada per seleccionar cél-lules de M. genitalium portadores del gen de
resisténcia a tetraciclina tetM438 (Pich, Burgos, Planell, et al., 2006). El marcador tetM438 deriva del gen
de resisténcia a tetraciclina tetM del Tn916 (Franke and Clewell, 1981). Es prepara a una concentracio de
5 mg mL™" en etanol absolut i es conserva en aliquotes de 1 mL a -20 °C. La concentracié de treball és de
2 ugmL™.

- Cloramfenicol 34 mg mL™" en etanol 70% (Roche). Utilitzada per seleccionar cél-lules de M. genitalium

portadores del gen de resisténcia a cloramfenicol catM438 (aquest treball). La concentracid de treball és
de 17 ug mL™.
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1.3.Condicions de cultiu
Cultiu de soques d’E. coli

Els cultius d’E. coli en medi liquid es duen a terme en tubs estérils i s’inoculen en una cabina de flux
laminar (Telsar, model AV-100). Com a inocul s’utilitza una colonia aillada provinent d’una placa de
cultiu en medi solid o entre 2 1 10 pL d’un stock de treball. Per inocular cultius de gran volum es duen a
terme precultius crescuts fins a una Agp ~1. Posteriorment, els cultius s’incuben a 37 °C i 250 rpm durant
tota una nit en un incubador d’aire amb agitacié orbital (Braun, model Centromat H).

Els cultius d’E. coli en medi solid es duen a terme en plaques de LB i s’inoculen en una cabina de flux
laminar (Telsar, model AV-100). Com a inocul s’utilitzen entre 100 i 200 uL d’una suspensié cel-lular
que s’estén per tota la superficie de cultiu mitjangant una nansa de Digralsky. Posteriorment, les plaques
s’incuben invertides a 37 °C durant tota la nit en una estufa de cultiu (Memmert). Les colonies aillades es
recuperen amb 1’ajut d’un stick de fusta esteril.

Cultiu de les soques de M. genitalium

Els cultius de M. genitalium en medi solid es duen a terme en plaques de SP4 solid i s’inoculen en una
cabina de flux laminar (7Telsar, model BIO-II-A). Com a inocul s’utilitzen entre 10 i 200 uL d’una
suspensi6 cel-lular que es deixa adsorbir a la superficie el medi solid durant uns 15 min. Posteriorment,
les plaques s’incuben invertides a 37°C en una atmosfera al 5% de CO,. Les colonies triguen entre 7 1 15
dies en aparéixer. Les colonies es visualitzen mitjancant una lupa estereoscopica (Wild Heerbrugg Leitz
Plan) i es recuperen mitjang¢ant una punta d’un stick de fusta de punta fina esteéril.

Els cultius de M. genitalium en medi liquid es duen a terme en flascons o en plaques de cultiu cel-lular
(TPP) i s’inoculen en una cabina de flux laminar (Telsar, model BIO-II-A). La propagacié de colonies
aillades, recuperades d’una placa de cultiu amb medi SP4 solid, es realitza en volums de 200 uL en
plaques de cultiu cel-lular de 96 pous (TPP). A partir d’un stock de treball, s’inoculen entre 20 i 100 pL
en volums de 5, 15 o 30 mL en flascons de cultiu cel-lular (TPP) de 25 em?, 75 em? o 150 cm?,
respectivament. Els cultius s’incuben a 37 °C en una atmosfera de CO; al 5% (Estufes de cultiu Jouan,
models EG 110 IR i 160-150). Les soques adherents de M. genitalium es desenganxen de la superficie de
cultiu cel-lular mitjangant un rascador (7PP). Les soques no adherents es recuperen del flascé de cultiu
amb una pipeta i se centrifuguen a 4000 xg durant 25 min a 4 °C.

1.4. Conservacié de soques
Conservacié de soques d’E. coli

Es poden conservar colonies en plaques de Petri per 1’Gs diari a 4 °C durant 30 dies. Per la conservacio de
les soques durant periodes llargs, es preparen stocks en medi de cultiu i 15% de glicerol esteril i es
guarden a -80 °C.

Conservacié de soques de M. genitalium

Els stocks de treball de les soques de M. genitalium es preparen a partir d’un cultiu liquid de 5 mL en
medi SP4. Un cop que el cultiu ha crescut, es retira el medi SP4 envellit i les cél-lules es recuperen en 5
mL de medi SP4 fresc. Els stocks de treball es conserven a -80 °C en aliquotes de 100 uL.

Els stocks master de les soques mutants de M. genitalium aillades per primer cop a partir d’una colonia
picada en placa es preparen a partir d’un cultiu liquid de 5 mL en medi SP4, que un cop crescut, es retira
el medi envellit i les cél-lules es recuperen en 1 mL de medi SP4 fresc i es conserven a -80 °C.

84



Materials i métodes

Per preservar les soques de micoplasma no €s necessari afegir glicerol ni cap altre crioprotector, ja que el
medi SP4 conté un elevat percentatge de serum.

1.5.Mesura de la densitat optica d’un cultiu

L’absorbancia a 600 nm d’un cultiu d’E. coli és una mesura indirecte del creixement. Per assegurar la
linealitat cal diluir la mostra en el mateix medi de cultiu, per tal que A¢o < 0,5 O.D.

1.6.Protocols de transformacié de soques bacterians utilitzats en aquest estudi
Transformacié de soques d’E. coli

Tant I’obtenci6 de cél-lules competents d’E. coli pel métode de I’inoué com la transformacié d’aquestes
cél-lules mitjangant el procediment per shock térmic, s’ha dut a terme segons els protocols descrits al
“Molecular Cloning: A Laboratory Manual” (Sambrook et al., 2001).

Transformaci6 de soques de M. genitalium per electroporacio

El protocol d’electroporacié que s’ha utilitzat en aquest treball esta basat en el protocol descrit per
(Hedreyda et al., 1993) per a la transformacié de M. pneumoniae. Aquest protocol va ser adaptat amb éxit
per (Reddy et al., 1996) per a la transformacié de M. genitalium i ha estat lleugerament modificat en el
nostre laboratori. Breument:

1) S’inicia un cultiu de M. genitalium de 15 mL a partir d’un stock de treball.

2) Al tercer dia de cultiu, es retiren 10 mL del medi SP4 envellit i es recuperen les cél-lules del flasco
amb 1’ajut d’un scraper (TPP), en els 5 mL de medi restants.

3) Es disgreguen les cél-lules fent travessar la suspensio de cél-lules recuperada a través d’un filtre de
baixa retenci6 de proteines amb un porus de 0,45 pm (Millipore).

4) La suspensi6 cel-lular filtrada s’inocula en un flasco de cultiu de 150 cm® amb 20 mL de medi SP4
fresc.

5) Al dia segiient, es retira el medi del flasc6 de cultiu i rentem les cél-lules tres vegades amb abundant
tampoé d’electroporacio (8SmM HEPES; 272 mM sucrosa, pH 7,4).

6) Novament, es rasca suaument la superficie del flasco6 amb un scraper per recuperar les cél-lules en un
volum de 1 mL de tamp6 d’electroporaci6 (titol aproximat de 10° cfu mL™).

7) En una cubeta d’electroporacié de 2 mm de separacid entre eléctrodes (BTX), afegim 100 pl de Ia
suspensio cel-lular en tampod d’electroporacié que s’acaba de preparar.

10) S’afegeix a la cubeta el DNA plasmidic també, en el minim volum possible (concentracio ~1 pg pl™).
En el cas d’utilitzar un minitranspos6 en la transformacié s’utilitzaran 10 pg de DNA plasmidic i 30 pg
en el cas de realitzar una transformacié per recombinaciéo homologa.

11) La cubeta amb la barreja es manté en gel picat durant 15 min.

12) A continuacid es realitza el xoc eléctric, introduint la cubeta a I’equip d’electroporacio (ECM 630
BTX) i accionant el disparador de corrent. El xoc eléctric es programa a 2,5 kV de voltatge, 250 Q de
resisténcia i 25 mF de capacitancia.

13) la cubeta amb la barreja es torna a mantenir en gel picat durant 15 min més.

14) Després s’afegeix 900 pl de medi SP4, lentament per minimitzar el xoc osmotic, i es transfereix el
contingut en un microtub de 1,5 mL.

15) La suspensi6 cel-lular s’incuba a 37 °C durant 2-3 h per tal que s’expressi el gen de resisténcia a
I’antibiotic.

16) Finalment, es dispensa la suspensi6 cel-lular en volums de 200 pL en plaques de medi SP4 solid.
Aquest protocol general pot variar lleugerament en funci6 de la soca de partida. Especialment, si partim
de soques de M. genitalium que tenen deficiéncies d’adherencia, el cultiu de partida s’incubara durant 4
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dies i després es procedira a la recuperaci6 i rentat de les cel-lules per centrifugacié a 4000 xg durant 25
min. La disgregaci6 de les cél-lules en aquest cas es realitza fent passar la suspensiod cel-lular a través
d’una agulla de 0,5 wm de diametre, 6 cops.

2.Métodes de DNA recombinant
2.1.Extracié de DNA plasmidic

Les extraccions de DNA plasmidic a petita escala s’han dut a terme amb el kit comercial “Fast Plasmid
Miniprep Kit” (Eppendorf), seguint les indicacions del fabricant, o mitjangant el protocol de lisi alcalina
descrit al Molecular Cloning: A laboratori Manual (Sambrook et al., 2001), partint de 3 mL de cultiu.

Les extraccions de DNA plasmidic a mitjana escala s’han dut a terme amb el kit comercial “GenElute"
HP Plasmid Midiprep Kit” (Sigma-Aldrich), seguint les indicacions del fabricant, o mitjangant el protocol
descrit al “Molecular Cloning: A laboratori Manual” (Sambrook et al., 2001), perdo per millorar la
qualitat de I’extraccié en comptes de precipitar amb etanol absolut, s’ha procedit a la purificacié
mitjangant les columnetes del Kit comercial “e.Z.N.A.® Gel Extraction Kit” (Omega bio-tek), partint de 50
mL de cultiu.

2.2.Extraccié de DNA genomic de les soques de M. genitalium

Les extraccions de DNA genomic de les soques de M. genitalium s’han dut a terme amb el kit comercial
“e.Z.N.A.® Bacterial DNA Kit> (Omega bio-tek), seguint les indicacions del fabricant, o mitjangant el
protocol que es detalla a continuacio.

Per I’extraccio de DNA genomic de M. genitalium, partim d’un cultiu de 15 mL crescut fins a la fase
exponencial tardana:

1) Es renten les cél-lules tres vegades amb PBS. En el mateix flasco de cultiu si la soca és adherent o
mitjangant la centrifugacié del cultiu a 15.000 g durant 15 min si la soca té deficiéncies d’adheréncia.

2) Es lisen les cél-lules en 1 mL de solucié 1 (0,1 M Tris-HCI pH 8,0; 0,5 M NaCl; 10 mM EDTA).

3) S’afegeixen 50 pl d’SDS al 20% , s’agita suaument i es deixa incubant a TA durant 10 min.

4) S’afegeix proteinasa K a una concentracié final de 50 pg mL™ i s’incuba la mostra en un bany a 55 °C,
durant 1 h.

5) Es realitzen tres tractaments amb fenol-cloroform-alcohol isoamilic 25:24:1, barrejant suaument la
mescla per inversio.

6) Després de cada tractament, es centrifuga la mostra a 13.000 rpm durant 10 min i es recupera la fase
superior, pipetejant amb una punta retallada.

7) A continuacio, es precipita el DNA amb 2,5 volums d’etanol absolut.

8) Es centrifuga la mostra novament a 13.000 rpm durant 10 min i es retira el sobrenedant.

9) El pellet obtingut es renta dues vegades amb 1 mL d’etanol al 70% 1 es centrifuga la mostra a 13.000
rpm durant 10 min després de cada rentat.

10) Cal assecar el pellet durant 15 min en una campana de buit.

13) Finalment, s’afegeixen 200 pl de TE amb RNasa, per resuspendre el pelet de DNA genomic.

2.3.Quantificacié de DNA

La quantificacié de les mostres de DNA s’ha dut a terme mitjancant metodes espectrofotometrics
utilitzant un aparell Cary 400 Bio i seguint el protocol descrit al “Molecular Cloning: A Laboratory
Manual” (Sambrook et al., 2001) o mitjangant un “NanoDrop 1000 Spectrophotometer”, seguint les
instruccions del fabricant (Thermo Scientific).
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Les mostres de DNA utilitzades durant els processos de clonatge i altres mostres de DNA que no eren
completament pures es van quantificar mitjancant electroforesi en gel d’agarosa.

2.4.Seqiienciacié de DNA

Les reaccions de seqiienciacié s’han realitzat mitjancant el kit comercial “Big Dye 3.0 Terminator Kit”
(Applied Biosystems), seguint les indicacions del fabricant. Posteriorment, les mostres van ser analitzades
utilitzant un aparell “ABI 3100 Genetic Analyzer” (Applied Biosystems). Tot el procés es va dur a terme
en el Servei de Genomica i Bioinformatica de la UAB.

2.5.Digesti6 de fragments de DNA

Les digestions de DNA amb enzims de restriccido (Roche o Fermentas) s’han dut a terme seguint
indicacions del fabricant per a cada enzim.

2.6.Lligaci6 de fragments de DNA

Les lligacions de fragments de DNA s’han fet amb la 74 DNA lligasa de ROCHE, seguint les indicacions
del fabricant.

2.7.Electroforesi de DNA en gels d’agarosa

L’electroforesi de fragments de DNA s’ha realitzat en gels d’agarosa al 0,8% p/v i TAEx1 (Tris-acetat 40
mM, EDTA 1 mM; pH 8). S’ha utilitzat agarosa de baixa electroendosmosi SeaKem LE Agarose
(CAMBREX). Els gels s’han corregut a un voltatge de 60-70 V en electroforesis preparatives i de 70-90 V
en electroforesis analitiques durant 1-2 h, en cubetes d’electroforesi de BioRad, model Mini-Subcell. El
tamp6 TAEx50 i el tamp6 de carrega de DNA 10x s han preparat segons el protocol descrit al “Molecular
Cloning: A laboratory Manual” (Sambrook et al., 2001). Per estimar la mida dels fragments de DNA s’ha
utilitzat el marcador comercial / kb Plus DNA Ladder (LifeTechnologies). La tinci6 s’ha realitzat
submergint el gel en BrEt 0,5 ug mL™" en el mateix tampo d’electroforesi durant 15-20 min. El BrEt
s’intercala en el DNA i permet detectar les bandes de DNA del gel quan s’il-lumina amb llum UV. Els
gels es van fotografiar immediatament amb el Gel Doc XR (BioRad) i el software Quantity one 4.6.

2.8.Purificacio de fragments de DNA dels gels d’agarosa

La purificaci6 dels fragments de DNA dels gels d’agarosa s’ha realitzat mitjangant kits comercials seguint
les instruccions del fabricant. Els kits utilitzats han estat: “NucleoSpin® Extract II” (Macherey-Nagel) o
“E.Z.N.A.® Gel Extraction Kit’ (Omega bio-tek). Les purificacions s’han realitzat seguit les indicacions
del fabricant. Només en el cas de purificacio de seqiiéncies de DNA riques en AT, com és el cas del
genoma de M. genitalium, s’ha evitat fondre el retall d’agarosa a 55-65 °C i s’ha fet a TA, per no
disminuir 1’eficiéncia del procés de purificacio.

2.9. Amplificacié de fragments de DNA per PCR

L’amplificaci6o de fragments de DNA per clonatge s’ha dut a terme per PCR (MJmini de BioRad),
utilitzant la DNA polimerasa Phusion™ (FINNZYMES) d’alta processivitat i amb activitat correctora de
proves. Per ’amplificacié de fragments de DNA en PCR diagnostic s’ha utilitzat també la polimerasa
GoTaq® de Promega bio-tek. Els enzims s’ha utilitzat seguint les indicacions del fabricant

2.10.Marcatge no radioactiu de fragments de DNA per PCR

Els fragments de DNA es van marcar mitjangant métodes no radioactius utilitzant 1’analeg de nucleotids
dioxigenina-11-dUTP (Roche). Per dur a terme la reaccié de marcatge s’ha utilitzat el kit comercial “DIG
DNA Labelling & Detection Nonradioactive Kit” (Roche), seguint les indicacions del fabricant.
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El marcatge també s’ha pogut realitzar per PCR fent servir la Taq DNA polimerassa modificada de
Biotools, que accepta nucleotids marcats. En aquest cas, per fer la reaccidé de marcatge cal fer servir una
barreja de dTTP marcat amb digoxigenina i sense marcar en una proporcio 1:2.

2.11.Transferéncia de tipus Southern

La transferéncia de tipus Southern és una técnica d’us habitual per analitzar la preséncia d’una seqiiéncia
de DNA determinada en un gel d’agarosa. En aquest treball, el DNA ha estat transferit per capil-laritat a
membranes de nilé en condicions alcalines. La transferéncia i la preparacié de les solucions de
desnaturalitzaci6 i neutralitzaci6 s’han dut a terme segons els protocols descrits al “Molecular Cloning: A
Laboratory Manual” (Sambrook et al., 2001). La incubaci6 de la membrana amb la sonda s’ha realitzat en
un forn d’hibridacié (Amersham Pharmacia Biotech) a 42 °C durant tota una nit. La deteccid i la
preparacio de les solucions d’hibridaci6 i de rentat s’han dut a terme segons el protocol descrit al manual
“DIG labelling manual” (Roche). Per a la deteccid, s’han utilitzat els compostos cromogeénics NTB i
BCIP (BioRad), prévia incubacié de la membra amb un anticos anti-DIG conjugat a fosfatasa alcalina
(Roche).

3.Construccio dels diferents plasmidis desenvolupats en aquest estudi

pAmg218.Gm®

Per la construccié d’aquest vector, es va amplificar per PCR un fragment d’aproximadament 725 pb de
dins del gen mg218 a partir de DNA genomic de M. genitalium, amb els encebadors 5'upstP28(Xbal) i
3'upstP28(EcoRI), que flanquejaria pel cantd 5° el fragment 3 del gen mg218 que es volia delecionar del
genoma. Es important destacar que I’encebador 3'upstP28(EcoRI) introdueix un codé STOP, que
permetra acabar la traduccio del gen mg218 en el punt en que s’ha truncat el gen. El fragment de PCR es
va clonar en un pBE digerit amb EcoRV i, posteriorment, es va escindir del vector resultant mitjancant
digestio enzimatica amb Xbal i EcoRI. D’altra banda es va escindir per digestiéo enzimatica amb EcoRI i
BamHI un fragment de 2,5 kb del vector pMTnGm, que conté el gen aac(6’)-aph(2’’) de resisténcia a
gentamicina (Dybvig and Voelker, 1996);(Dhandayuthapani et al., 1999). Els dos fragments es van clonar
en el vector pAmg218, digerit amb Xbal i BamHI, de forma que es van substituir els fragments
corresponents al bra¢ d’homologia esquerre i al gen de seleccio del vector original, obtenint el vector
pAmg218:Gm®.

PAmg218citetM438
En aquest cas es va clonar el fragment tetM438 digerit EcoRI i BamHI en el vector pAmg218¢,Gm"
digerit també amb EcoRI i BamHI, per tal de substituir el gen de seleccio del vector de partida.

pBE.218¢¢

Per la construccié d’aquest vector, es va amplificar per PCR un fragment d’aproximadament 1,4 kb de
Iextrem 3° del gen mg218 a partir de DNA genomic de M. genitalium, amb els encebadors
S'upstP28(Xbal) i 3'p28(EcoRI). El fragment de PCR es va clonar en un pBE digerit amb EcoRV,
resultant en el vector pBE.218¢. Aquest vector es va fer servir com a motlle de les PCR mutagéniques
amb que es van introduir mutacions puntuals en la seqiiéncia del gen mg218.

Les PCR mutagéniques es van fer per PCR inversa fent servir el vector pBE.218¢ com a motlle i un
parell d’encebadors fosforilats en I’extrem 5°. Aquest encebadors estan orientats de forma oposada a una
PCR convencional i tots hibriden de forma contigua. D’aquesta forma s’aconsegueix amplificar la
totalitat del fragment que queda linealitzat, obert en el punt d’hibridacié dels encebadors. Un cop
linealitzat el motlle, els encebadors hibriden en els extrems del fragment i tenim una amplificacié com en
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les PCR convencionals. Els encebadors contenen les encebadors mutacions desitjades, que s’incorporaran
a la seva seqiiéncia del fragment durant la PCR. Finalment, es lliguen els dos extrems del fragment
amplificat, gracies als seus extrems 5’ fosforilats, incorporats amb els encebadors, mitjan¢ant una reaccio
de lligacié amb T4 DNA lligasa.

Parella d’encebadors Mutacions introduides en la seqiiéncia de la proteina MG218
mutdirla i mutdirlb MD-1 (Met1565Leu)

mutdir2a i mutdir2b MD-2 (Met1574Leu)

mutdir3a i mutdir3b MD-3 (Met1615Leu)

mutdir3a i mutdirda MD-4 (Met1615Ser)

mutdirSa i mutdirSb-2 MD-5 (Leul1620Leu)

mutdirPa i mutdirPb MD-P (Lys1609A4rg i lle1610Leu)

pB218ctetM438

Com a procediment general els diferents vectors pB218citetM438, es van construir a partir dels vectors
pBE.218¢, cadascun contenint diferents mutacions en la seqiiéncia del gen mg218. Aquests es van digerir
amb Xbal i EcoRl, per escindir els diferents fragments corresponent a la seqiiéncia 3’ del gen mg218 amb
les mutacions puntuals pertinents generades sobre la seqiiéncia, i es van clonar en el vector pAmg218,
digerit amb Xbal i EcoRl, de forma que es va substituir el fragments corresponent al brag d’homologia
esquerre del vector original, obtenint els diversos vectors pB218¢tetM438.

pBAJ

Aquest vector es va dissenyar per delecionar la regio 5° del gen mg200, codificant pel domini J de la
proteina MG200, en el genoma de M. genitalium per doble recombinacio. En primer lloc es van
amplificar per PCR, a partir de DNA genomic de M. genitalium, les dues regions que flanquejarien la
regio a delecionar, que anomenarem bra¢ d’homologia esquerre o dret. Per una banda, per obtenir el brag
d’homologia esquerre, es va amplificar per PCR un fragment d’aproximadament 1 kb amb els encebadors
SBE200-Xbal i 3BamBE199, que incorporen les dianes de restriccido Xbal i BamHI en els extrems del
fragment. El producte de PCR en va clonar en un pBE digerit amb EcoRV i, posteriorment, es va escindir
per digestio enzimatica amb Xbal i BamHI. D’altra banda, per 1’obtencié del brag d’homologia dret, que
contindra la deleci6 del fragment desitjat, es va amplificar la regio promotora del gen mg200 juntament
amb un fragment de 600 pb de I’extrem 5’ del mateix gen, que abasta des del domini J fins a la regio
APR, mitjancant els encebadors 5p.mg200-EcoRI i 3mg200Nter-Apal, que incorporen les dianes EcoRI i
Apal en els extrems del fragment. El fragment resultant, d’aproximadament 1Kb, es va clonar en un pBE
digerit amb EcoRV, obtenint el vector pPBBD200. Aquest vector es va fer servir per delecionar per PCR
invertida la regio 5’ del gen mg200 que codifica pel domini J de la proteina MG200, que son 224 pb. Per
aixo, es va amplificar el vector pBBD200 amb els encebadors 3KODnaJ3-Ph i SKODnal3-Ph, fosforilats
en el seu extrem 5°. Aquests encebadors estan dissenyats per hibridar flanquejant la regié que es vol
delecionar, de forma que s’amplifica la totalitat del vector, excepte aquest fragment, i s’obté el vector
linealitzat obert pel punt en que s’ha delecionat el fragment desitjat. E1 producte de PCR resultant es va
recircularitzar gracies als seus extrems 5’ fosforilats, incorporats amb els encebadors, mitjancant una
reaccio de lligacid6 amb T4 DNA lligasa i, posteriorment, es va tornar a digerir amb EcoRI i Apal, per
escindir el fragment corresponent al bra¢ d’homologia dret que s’acabava de preparar. Finalment, els
fragments corresponents al bra¢ d’homologia esquerre i dret digerits amb els enzims Xbal 1 BamHI i
EcoRI i Apal, respectivament, es van clonar juntament amb el gen de seleccio tetM438 digerit EcoRI i
BamHI en un pBluscript II SK*, digerit amb Xbal i Apal, obtenint el vector pBAJ. Cal destacar que en
aquesta construccio, el gen de resisténcia a tetraciclina esta orientat en antisense respecte al gen mg200.
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pBC,

Per la construccié d’aquest vector es va partir del vector pPBBD200, al que es va substituir la regié 5 del
gen mg200, que codifica pel domini J de la proteina MG200, pel fragment 5’ del gen mg019,
corresponent al domini J de la proteina MGO19. La substitucid es va realitzat mitjancant PCR
recombinant. En primer lloc, es va amplificar tot el vector pBBD200, excepte el fragment que es vol
substituir, mitjancant els encebadors 3BE199-recombJ2 i 5-200DJ3recomb. D’aquesta forma, s’obté el
vector linealitzat i obert pel punt que s’ha delecionat la regio 5° del gen mg200 que pretén substituir. A
part, s’amplifica un fragment de 240 pb de la regidé 5’ del gen mg0i9, amb els encebadors 5J2-
recombpromotor i 3J2recomb. Finalment, en una nova PCR, s’uneixen el fragment del gen mg0/9 amb el
vector linealitzat, gracies a les regions complementaries incorporades als extrems dels dos fragments a
través dels encebadors utilitzats. D’aquesta forma es recupera el vector recircularitzat i amb la regio
d’interés substituida. Aquest vector resultant es va digerir amb EcoRI i Apal, alliberant I’insert que es va
clonar en el vector pBAJ, digerit també amb EcoRI i Apal, substituint d’aquesta forma el brag
d’homologia dret original, obtenint el nou vector pBC;.

pBCicr

Per la construccid del vector pBCjgr es va seguir la mateixa estratégia que en la construccié del vector
pBC;, pero substituint la regié que codifica pel domini J i també la regié G/F. En aquest cas, es van fer
servir els encebadors 3BE199-recombJ2GF i 5-200DJ3GFrecomb, per amplificar el vector pBBD200
delecionant la regié 5’ del gen mg200 que codifica pel domini J i la regié G/F de la proteina MG200. A
part, es va amplificar un fragment de 360 pb de la regié 5’ del gen mg019, amb els encebadors 5J2GF-
recombpromotor i 3J2recomb. I, finalment, es van unir per PCR els dos fragments aprofitant les regions
complementaries incorporades amb els encebadors utilitzats. El vector circular resultant es va digerir amb
EcoRI i Apal, per alliberar I’insert que es va clonar en el vector pBAJ, digerit també amb EcoRI i Apal.
Aixi es va substituir el brag d’homologia dret del vector de partida, obtenint el nou vector pBCjgp.

pMTncat

La seqiiencia codificant pel gen de resisténcia a cloramfenicol (cat, chloramphenicol acetyltransferase) es
va amplificar per PCR a partir del vector pPBB540 (Tomoyasu ef al., 2001) fent servir els encebadors M-
5CmM438 i BamHI-3Cm, que incorporen les dianes de restriccio Mfel i BamHI en els seus extrems 5’
respectivament. A més a més, I’encebador M-5CmM438 porta també 22 nt corresponents a la regiod
promotora del gen mg438 de M. genitalium, per tal de fusionar aquest promotor a la seqiiéncia codificant
del gen cat. El fragment de PCR resultant, catM438, es va clonar en un pBE digerit amb EcoRV i,
posteriorment, el fragment es va escindir del vector resultant mitjangant digestido enzimatica amb Mfel i
BamHI per ser clonat en el vector pMTntetM, digerit préviament també amb EcoRI i BamHI. Aquest
procediment substitueix el gen de resisténcia a tetraciclina present en el vector de partida pel gen de
resisténcia a cloramfenicol i es destrueix la diana de clonatge de I’extrem 5’ del gen catM438, ja que
s’uneixen EcoRI i Mfel.

pMTncar218s

A partir del genoma de M. genitalium es va amplificar per PCR un fragment de 600 pb que comprén la
regid promotora propia, que s’ha pogut aproximar en aquest treball, i el gen mg2/8s, mitjancant els
encebadors Sall-5pMG527 1 EcoRV-3MG527. El producte de PCR es va digerir amb Sal/l i EcoRV ies va
clonar en el vector pMTncat, digerit amb Sall i EcoRV, obtenint el vector pMTncar218s.

pMTncatF218sCh
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El gen codificant per la proteina mCherry es va amplificar per PCR a partir del vector Cherry-LacRep
(Dundr et al., 2007), fent servir els encebadors 5P-linkCh i 3P-EcoRICh. A més a més, en aquesta PCR
s’aconsegueix modificar ’extrem 5° del gen, que es substitueix els dos codons inicials del gen per una
seqiiéncia codificant per 6 Asn. El fragment resultant té 1’extrem 5’ fosforilat i una diana de restricci6
EcoRI a I’extrem 3°, introduits amb els encebadors utilitzats. D’altra banda, en el vector pMTncar218-s
cal suprimir el codo stop del final del gen mg278-s i reconstituir la diana de clonatge Mfel present a
I’extrem 5° del gen catM438, que permetria el clonatge de I’insert. Per aixo0, es va amplificar per PCR el
vector pMTncas218-s amb els encebadors 5-Tn527Cm i 3-Tn527Cm que introduien les modificacions
que acabem d’anomenar i a més el vector queda linealitzat, obert pel lloc on calia clonar el gen mCherry.
El fragment corresponent al gen mCherry es va digerir amb EcoRI i es va clonar en el vector linealitzat
pMTncar218-s digerit amb Mfel.

pMTncar200

Mitjangant una PCR convencional a partir del genoma de M. genitalium es va amplificar un fragment de 2
kb que comprenia la regié promotora propia i el gen mg200 (Musatovova et al., 2006), mitjangant els
encebadors 5p.mg200-Xbal i 3NotI200. El producte de PCR es va clonar en el vector pBE digerit amb
EcoRV 1, posteriorment, el fragment es va escindir del vector resultant mitjancant digestié enzimatica
amb Xbal i Notl per ser clonat en el vector pMTncat, digerit amb Xbal i No#l, obtenint el vector
pMTncar200.

pMTncar200AE

Per PCR recombinant es va amplificar el gen mg200 de M. genitalium, delecionant la regié que codifica
pel domini de la caixa EAGR de la proteina MG200. En primer lloc, a partir del genoma de M. genitalium
es van amplificar per PCR dos fragments del gen mg200. Per una banda, es va amplificar un fragment de
482 pb que comprenia la regié promotora propia (Musatovova et al., 2006) i els 369 pb de ’extrem 5’ del
gen mg200, mitjangant els encebadors 5p.mg200-Xbal i 3KOEAGR1-recomb. Per I’altra banda, es va
amplificar un fragment de 1185 pb corresponents a I’extrem 3’ del gen mg200, fent servir els encebadors
SKOEAGRI1-recomb i 3Notl200. En un segon pas, es van fusionar els dos fragments en un sol producte
de PCR gracies a les regions complementaries dels dos fragments, introduides amb els encebadors
3KOEAGR1-recomb i SKOEAGR1-recomb, i fent servir els encebadors 5p.mg200-Xbal i 3NotI200, que
incorporaven les dianes de restriccid Xbal i Nofl a I’extrem 5° i 3° del fragment, respectivament. El
producte final de PCR es va clonar en el vector pBE digerit amb EcoRV i, posteriorment, el fragment es
va escindir del vector resultant mitjancant digestio enzimatica amb Xbal i Nofl per ser clonat en el vector
pMTncat, digerit préviament també amb Xbal i Notl, obtenint el vector pMTncar200AE.

pMTncatCy

Per PCR recombinant es va construir un fragment que contenia el promotor del gen mg200 fusionat al gen
codificant per la proteina quimeérica Cj, que esta format per I’extrem 5’ del gen mg019 i I’extrem 3’ del
gen mg200 de M. genitalium. En primer lloc, es van amplificar per PCR dos fragments per separat. Per
una banda, a partir del vector pBCj es va amplificar per PCR un fragment de 354 pb corresponent a la
regio promotora el gen mg200 i ’extrem 5’ del gen mg019, que compreén la regio codificant pel domini J
de la proteina MG019, mitjangant els encebadors Sp.mg200-Xbal i 3J2recomb. Per I’altra banda, es va
amplificar un fragment de 1566 pb corresponent al gen mg200 sense la seva regio 5’ codificant pel
domini J i la regié G/F, fent servir els encebadors 5-200DJ3recomb i 3NotI200. En un segon pas, es van
fusionar els dos fragments en un sol producte de PCR gracies a les regions complementaries presents en
els dos fragments, que s’han introduit amb els encebadors 3J2recomb i 5-200DJ3recomb, i fent servir els
encebadors 5p.mg200-Xbal i 3Notl200, que incorporen les dianes de restriccido Xbal i Notl a ’extrem 5’ i
3’ del fragment, respectivament. El producte de PCR es va clonar en el vector pBE digerit amb EcoRV i,
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posteriorment, el fragment es va escindir del vector resultant mitjancant digestié enzimatica amb Xbal i
Notl per ser clonat en el vector pMTncat, digerit amb Xbal i Notl, obtenint el vector pMTncatC;.

pMTncatCcr

Com en el cas anterior, per PCR recombinant es va construir un fragment que contenia el promotor del
gen mg200 fusionat al gen codificant per la proteina quimérica Cjgr, format un fragment de ’extrem 5’
del gen mg019 i un fragment de I’extrem 3’ del gen mg200 de M. genitalium. En primer lloc, es van
amplificar per PCR dos fragments per separat. Per una banda, a partir del vector pBCjgr es va amplificar
per PCR un fragment de 474 pb corresponent a la regiéo promotora el gen mg200 i I’extrem 5° del gen
mg019, que compren la regi6 codificant pels domini J i la regio G/F de la proteina MGO019, mitjancant els
encebadors 5p.mg200-Xbal i 3J2GFrecomb. Per 1’altra banda, es va amplificar un fragment de 1446 pb
corresponent al gen mg200 sense la seva regi6 5’ codificant pel domini J i la regié G/F, fent servir els
encebadors 5-200DJ3GFrecomb i 3Notl200. En un segon pas, es van fusionar els dos fragments en un sol
producte de PCR gracies a les regions complementaries introduides pels encebadors 3J2GFrecomb i 5-
200DJ3GFrecomb, i fent servir els encebadors 5p.mg200-Xbal i 3NotI200. Novament, el producte de
PCR es va clonar en el vector pBE digerit amb EcoRV i, posteriorment, el fragment es va escindir del
vector resultant mitjangant digestié enzimatica amb Xbal i Nofl per ser clonat en el vector pMTncat,
digerit amb Xbal i Nofl, resultant en el vector pMTncatCicr.

pET21a.J3GF

A vpartir del genoma de M. genitalium es va amplificar per PCR el fragment de 360 pb del gen mg200
codificant pel domini J i la regi6 G/F de la proteina MG200, mitjangant els encebadors SNdednaJ3GF i
3Xhodnal3GF. El producte de PCR es va digerir amb Ndel i Xhol i es va clonar en el vector pET-21a(+),
digerit amb Ndel i Xhol, obtenint el vector pET21.J3GF, que permetria expressar el fragment J3GF amb
una cua de 6xHis en el seu extrem carboxi-terminal, que facilitaria la purificacié del fragment.

pET21d.J2GF

A partir del genoma de M. genitalium es va amplificar per PCR el fragment de 360 pb del gen mg200
codificant pel domini J i la regio G/F de la proteina MG200, mitjancant els encebadors 5Ncol019 i
3XhoJ2GF. El producte de PCR es va digerir amb Ncol i Xhol i es va clonar en el vector pET-21d(+),
digerit amb Ncol i Xhol, obtenint el vector pET21d.J2GF, que permetria expressar el fragment J2GF amb
una cua de 6xHis en el seu extrem carboxi-terminal, que facilitaria la purificaci6 del fragment.

pET21.218-s

A partir del genoma de M. genitalium es va amplificar per PCR la seqiiéncia codificant per la proteina
MG218-s, sense el codd Stop final, mitjangant els encebadors SNde527 i 3Xho527. El producte de PCR
es va digerir amb Ndel 1 Xhol i es va clonar en el vector pET-21a(+), digerit amb Ndel i Xhol, obtenint el
vector pET21.218-s, que permetria expressar a proteina MG218-s amb una cua de 6xHis en el seu extrem
carboxi-terminal, que facilitaria la purificaci6 de la mateixa.

4.Técniques de manipulacio de RNA i assaig per primer extension

L’extraccio de RNA total es va extreure a partir de cultius de M. genitalium en fase exponencial utilitzant
el kit comercial “RNAqueous” (LifeTechnologies) i a continuacié la mostra de RNA total es va tractar
amb Turbo DNasa (Life Technologies), seguint les instruccions del fabricant.

Les reaccions de retrotranscripcié es van realitzar fent servir el kit comercial “SuperScript First-Strand
Synthesis” (Invitrogen) seguint les indicacions del fabricant. No obstant, per ’assaig de primer extension
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les reaccions de retrotranscripci6é s’han fet a partir de 20 ug de RNA total i s’han utilitzar encebadors amb
I’extrem 5’ marcat amb fluoresceina (6Fam), especificats a la taula d’encebadors. E cDNA marcat amb
6(Fam) es va tractar amb dues unitat de RNasa H durant 20 min a 37 °C i es va precipitar amb etanol
absolut. Posteriorment la mostra es resuspén en 10 uL de formamida i es barreja amb 0.5 pl de marcador
de pes molecular ROX (Applied Biosystems). La mida del cDNA es determina per electroforesis capil-lar
amb el sistema ABI 3130XL (Applied Biosystems) i s’ha realitzat al servei de genomica i bioinformatica
de la UAB. La mida dels fragment s’ha analitzat fent servir el software PeakScanner v1.0 (4dpplied
Biosystems). Les analisi es van realitzar per duplicat i en preséncia d’un control positiu.

5.Técniques d’analisi de proteines
5.1.Extraccié de mostres de proteina total

L’obtencié dels extractes de proteina total dels bacteris objecte d’estudi es va dur a terme tractant les
cel-lules en PBS amb la soluci6 de lisi corresponent al tamp6 de mostres de proteina per PAGE. El tamp6
de mostres de proteina per PAGE es va preparar segons les indicacions del “Molecular Cloning: A
Laboratory Manual” (Sambrook et al., 2001).

5.2.Quantificacié de mostres de proteina

Els extractes de proteina es van quantificar amb el ki comercial “Pierce BCA Protein Assay kit (Thermo
Scientific), seguint les indicacions del fabricant.

5.3.Electroforesi discontinua en gels de poliacrilamida (SDS-PAGE)

L’electroforesi discontinua en gels de poliacrilamida-SDS és una metodologia que permet 1’analisi de
mostres complexes de proteina. El métode es basa en un suport fisic constituit per fibres de monomers
d’acrilamida entrecreuats amb bisacrialmida que polimeritzen en dissolucié en preséncia de radicals
lliures. Aquests radicals son aportats per persulfat amonic i queden estabilitzats per TEMED. En
I’electroforesi discontinua es polimeritzen dos tipus de gels d’acrilamida: el gel superior o apilador i el
gel inferior o separador. D’aquesta manera, amb el gel apilador s’aconsegueix concentrar tota la mostra
en un front petit sobre el gel separador augmentant la resolucid de la separacié de les proteines en ordre
decreixent de PM. EI SDS és un detergent que desnaturalitza les proteines i s’uneix en una proporcio
constant de 1,4 g SDS/g proteina, apantallant la carrega propia i aconseguint que migrin de manera
proporcional al seu pes molecular. Els tampons de mostres poden tenir agents reductors per reduir els
ponts disulfur, que farien variar la mobilitat de les proteines.

La preparacié del gel SDS-PAGE i les solucions necessaries (tamp6 d’electrodes, tampd de carrega de
proteines) s’ha fet seguint el protocol estandard descrit al Molecular Cloning: A laboratory Manual
(Sambrook et al., 2001). S’ha utilitzat el kit d’electroforesi Mini-Protean (BioRad). Els gels d’acrilamida
s’han fet al 3% pel gel apilador i en percentatges entre 7,5 i 15% pel gel separador, fent servir la solucid
al 40% d’acrilamida:N-N’-bimetilen acrilamida (37,5:1) (Bio-Rad). En cada gel s’ha inclos una mostra de
marcador de pes molecular comercial: 5 uL de BenchMark™ Protein Ladder (LifeTechnologies) o en el
cas de necessitar un marcador pretenyit s’han afegit 10 uL de BenchMark™ Pre-stained Protein Ladder
(LifeTechnologies) o 5 ul Precision Plus Protein™ Dual Xtra Standards (Bio-Rad). Els gels s’han
corregut a 10-15 mA, fins que el Blau de bromofenol, present a les mostres, surt del gel.

5.4.Tincié amb Blau de Comassie dels gels d’electroforesi

Aquest és un métode de tincid quantitatiu i especific per proteines. El limit inferior de deteccio és de 0,3-
1 ug per banda. Un cop finalitzada la cursa electroforética, el gel es submergeix en Commassie Brilliant
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Blue R (Sigma-Aldrich) al 0,1% p/v dissolt en acid acétic, metanol i aigua (2:5:5), en agitacié suau durant
15-30 min. Després, cal destenyir en acid acetic 10% v/v, fent varis canvis fins que el fons del gel es torni
transparent i les bandes blaves. A continuacié els gels es fotografien amb el GS-800 Calibrated
Densitometer (BioRad) i el software Quantity one 4.6 (BioRad).

5.5.Transferéncia de tipus Western (Western-blot)

L’electrotransferéncia de proteines a un filtre de nitrocel-lulosa (NC) i la posterior deteccié mitjangant
anticossos és una técnica rapida i sensible per I’analisi i la caracteritzacié de proteines. Consisteix en
separar les proteines per SDS-PAGE, transferir-les a un filtre de NC i fer la deteccid selectiva de les
proteines d’interés mitjancant 1’as d’anticossos (Ac) especifics.

La preparacio del gel SDS-PAGE, la transferéncia i la preparacié de les solucions necessaries s’han fet
seguint els protocols estandards descrits al Molecular Cloning: A laboratory Manual (Sambrook et al.,
2001). Per la transferéncia s’ha utilitzat el kit d’electrotransferéncia Mini Trans-Blot de BioRad. Per poder
identificar la mida de les bandes detectades a la NC s’ha fet servir un marcador pretenyit comercial. La
transferéncia es realitza a un voltatge de 100 V durant 1 h.

Per la deteccid de proteines concretes sobre la NC s’utilitzen anticossos primaris obtinguts en ratoli o
conill. Pel revelat la membrana s’utilitzen anticossos secundaris (dil 1/5000) contra la regid constant dels
anticossos de ratoli o conill, utilitzats en el pas previ, que estan conjugats o bé amb fosfatasa alcalina
(PA) o amb peroxidasa (HRP). D’aquesta forma, es visualitzen les bandes d’interés en la membrana NC
mitjangant una reaccié colorimétrica amb PA en preséncia dels compostos cromogénics NBT i BCIP
(BioRad) o per reaccid de bioluminescéncia amb HRP en preséncia d’un substrat especific (BioRad). En
tots dos casos seguint les instruccions de la casa comercial.

Anticos primari Dilucié de treball Origen

Monoclonal de ratoli anti-MG218 1:500 (Pich et al., 2008)

Policlonal de ratoli anti-MG218, 1:2000 (Pich et al., 2008)

Policlonal de ratoli anti-MG200 1:5000 (Pich, 2008)

Policlonal de ratoli anti-J3GF 1:2000 Aquest treball

Policlonal de ratoli anti-MG217 1:1000 (Burgos et al., 2008)

Monoclonal de ratoli anti-MG217 E38 1:500 (Burgos et al., 2008)

Policlonal de ratoli anti-MG219 1:1000 (Gonzalez-Gonzalez, en preparacio)
Policlonal de ratoli anti-MG318 1:1000 (Gonzalez-Gonzalez, en preparacio)
Policlonal de conill anti-p41 1:500 (Krause et al., 1997)*

Policlonal de conill anti-HMW 1 1:5000 (Stevens and Krause, 1991)*
Policlonal de conill anti-HMW3 1:5000 (Stevens and Krause, 1992)*
Monoclonal de ratoli anti-P140 1:1000 (Dhandayuthapani ef al., 1999)**
Policlonal de conill anti-P110 1:1000 (Dhandayuthapani ef al., 1999)**
Policlonal de conill anti-mCherry 1:500 Comercial antibodies-online GmbH

* subministrat pel Dr. Duncan Krause (UGA), anticds preparat a partir de proteina de M. pneumoniae
**subministrat pel Dr. Joel Baseman (UTHSCSA)

5.6.Expressio i purificacié del fragment J3GF de la proteina MG200 a E. coli

Per I’expressio del fragment J3GF de la proteina MG200, es va aillar una colonia individual de cél-lules
de BL21(DE3) portadores del plasmidi pET21a.J3GF. Partint d’aquesta colonia es va iniciar un cultiu de
10 mL a 37 °C controlant que 1’ Ao no fos superior a 1 unitat. A continuacio, 5 mL del cultiu anterior van
ser utilitzats per inocular un cultiu de 500 mL que va ser incubat a 37°C. Quan 1’A¢g va arribar a 0,55
unitats, es va posar el cultiu en gel picat durant 15 min i es va induir I’expressié de la proteina amb IPTG
1 mM a 16 °C o/n; aquestes condicions de cultiu permeten augmentar la quantitat de proteina MG200

94



Materials i métodes

present a la fraccid soluble quan es lisen les cél-lules. A continuacid, es va centrifugar el cultiu a 5.000 xg
durant 15 min a 4 °C i el pellet recuperat es va ressupendre en 40 mL de tampo6 d’unié (5 mM imidazol;
500 mM NaCl; 20 mM tamp6 fosfat pH 7,9) fins aconseguir una suspensié cel-lular homogénia. La
suspensio es va sonicar amb un sonicador BRANSON Digital Sonifier (3x2 min a 32 W), fins aconseguir
llisar totalment les cél-lules. La mostra va ser centrifugada a 39.000 xg durant 25 min a 4 °C i el
sobrenedant vas ser passat per un filtre de baixa retencié de proteines amb porus de 0,22 um (Millipore).
La proteina recombinat es va purificar mitjangant una columna d’afinitat per niquel, gracies a la cua
d’histidines afegida en un dels extrems de la proteina, que és capa¢ d’unir metalls divalents i, per tant,
amb gran afinitat pel niquel. Aquesta afinitat es deu als anells imidazol de la cadena lateral de les
histidines. Els tampons utilitzats contenen concentracions creixents d’imidazol. Poc a poc es van eluint
les proteines amb afinitat creixent pel niquel, per competéncia amb 1’imidazol. Finalment, s’elueix la
proteina recombinant, que té la cua d’histidines, amb imidazol a 1 M. Pel procés de purificacio es va
utilitzar un cromatograf Akta prime (Amersham Pharmacia Biotech), seguint el protocol His-Bind™
Buffer Kit Protocols descrit al manual del pET (Novagen). Es va fer servir 1 mL de reina empaquetada
(Chelating Sepharose™ Fast Flow, GE Healthcare) i ’eluit es va recollir en n tampo d’elucié (1 M
imidazol; 500 mM NaCl; 20 mM tampo6 fosfat pH 7,9).

Al final del procés, una mostra de la fraccidé recuperada de la columna d’afinitat corresponent al pic
d’elucid, va ser analitzada per SDS-PAGE. Es va observar una banda majoritaria de 10 kDa corresponent
al fragment J3GF de la proteina MG200.

5.7.Dialisi del fragment J3GF de la proteina MG200 a E. coli

El fragment J3GF purificat, tal i com hem explicat en ’apartat anterior, va ser dialitzat per substituir el
tampé d’elucio emprat en la purificacio per tampo PBS. La mostra de proteina purificada dipositada en un
membrana de dialisi SpectraPor 3 (Spectrumlabs.com) es va submergir en un 1 L de PBS (Roche), en
agitacio i a 4 °C durant tota una nit. La mostra es va quantificar i congelar en aliquotes de 100 ug mL™".

5.8.0btencio d’anticossos policlonals contra el fragment J3GF de la proteina MG200

Els anticossos policlonals contra el fragment J3GF de proteina MG200 es van obtenir immunitzant un
ratoli BALB/c amb 3 punxades intraperitoneals amb 50 pg de proteina J3GF dialitzada amb 15 dies de
diferéncia entre punxada.

6.Técniques utilitzades per la caracteritzacio de les soques de M. genitalium
6.1.Hemadsorciéo (HA)
6.1.1. Assaig HA Qualitativa

Per dur a terme 1’assaig d’HA qualitativa, es parteix d’un cultiu fresc de la soca d’estudi. Es recuperen les
cél-lules i es disgreguen passant la suspensio cel-lular recuperada a través d’un filtre de baixa retencié de
proteines amb porus de 0,45 pm (Millipore). Després es preparen diferents dilucions de les cél-lules i es
cultiven en plaques de medi solid SP4. Quan les colonies son visibles (8-10 dies), s’afegeixen 2 mL d’una
suspensio cel-lular d’eritrocits humans (hRBC) diluits en PBS estéril 1:50 i s’incuba durant 2 h a 37 °C
sense agitacio. Passat aquest temps, es realitzen tres rentats amb PBS per eliminar I’excés de hRBC que
no s’han adherit a les colonies de micoplasma i s’observen amb una lupa estereoscopica Leica MZFLIII.
Les imatges es van prendre mitjancant una camera digital Leica DC500 connectada a la lupa.
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6.1.2. Assaig HA Quantitativa per citometria

L’assaig d’HA quantitativa es va realitzar seguint el protocol descrit pels autors a “Quantitative
Assessment of Mycoplasma Hemadsorption Activity by Flow Cytometry” (Garcia-Morales et al., 2014).
Aquest nou métode aprofita la citometria de flux per mesurar rapidament i amb precisio l'activitat d’HA
dels micoplasmes en preséncia de SYBR Green I, un fluorocrom que tenyeix els acids nucleics, de forma
que permet resoldre els hRBC i les cél-lules de micoplasma per la seva mida i fluorescéncia. Els autors
proposen interpretar la capacitat d’unié d’eritrocits de les cél-lules de M. genitalium com un interaccid
proteina-proteina, de forma que seguiria una cinética de tipus Langmuir, que s’ajustaria a un model
matematic definit per I’expressio:

Bm X

=1-
Y Kp+x

on y és la fraccio lliure de micoplasmes (en tant per u) i x la concentracié d’eritrocits. Aixi, la cinética es
pot definir amb dos parametres: la constant de dissociacié K (hRBC uL™) i la capacitat maxima d’uni6
B, (tant per u).

Els parametres Kp i B, per cadascuna de les soques de M. genitalium es van determinar a partir de 1’ajust
de les dades experimentals al model anterior per regressié no lineal fent servir els programes Maple 17 de
Maplesoft™ i també el programa R (The R Project for Statistical Computing) de The R Foundation for
Statistical Computing ', obtenint els mateixos resultats amb tots dos programes.

Per poder comparar les cinétiques d’uni6 a eritrocits de les diferents soques mutants de M. genitalium
N 2 . ..,

amb la soca salvatge es va desenvolupar un nou meétode” basat en la segiient variacié del model

matematic:

(Bm +bmz)x

y=1- >
Kp+kpz+x

on x i y coincideixen amb les dades experimentals de les dues soques a comparar i s’introdueix una
tercera variable z per discriminar els dos grups. S’assignen els valors z=0 per la soca salvatge i z=1 per la
soca mutant. Mitjancant regressié no lineal s’ajusten les dades a aquest nou model obtenint els valors de 4
parametres: Kp i B,, i els nous kp (hRBC uL™) i b,, (tant per u). Finalment, es determina si els parametres
kp 1 b,, son estadisticament significativament diferents a zero, fent servir el programa R que executa el test
de Wald, amb un nivell de significaci6 del 5%. Que algun d’aquests dos parametres sigui
significativament diferent de zero, ens porta a la conclusié que totes dues soques tenen un comportament
significativament diferent entre elles, en quant a la uni6 d’eritrocits.

6.2.Estudis microcinematografics

Per realitzar els estudis microcinemtografics, s’inicien diversos cultius amb inoculs a diferents
concentracions de les soques d’estudi en plaques de cultiu cel-lular MATTEK de 35 mm amb fons de
vidre (Mattek Cooperacion, PA) o en cambres de cultiu cel-lular u-Slide 8 well (ibidi) amb fons de plastic
i s’incuben a 37 °C i1 5% CO, durant una nit. A continuacio, es retira el medi per afegir medi SP4 fresc
sobre les cél-lules adherides. El moviment de les cél-lules es monitoritza a 37 °C i 5% de CO, amb un
microscopi Nikon Eclipse TE 2000-E i es capturen imatges a intervals de 2 s durant 2 min amb una
camera Nikon Digital Sight DS-SMC controlada pel programa NIS-Elements BR.

! http://www.r-project.org/

% Per la determinaci6 del métode estadistic per la comparacio de corbes vull agrair el consell i assessorament del Dr.
Pere Puig del Departament de Matematiques de la UAB.
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Per I’obtencio dels parametres de motilitat, només es van considerar les preparacions que contenien un
nombre similar de cél-lules. La freqiiéncia de cél-lules motils es va determinar examinant el moviment
d’aproximadament 500 cél-lules de cada soca analitzada. El nombre de cél-lules amb periodes de repos es
van comptabilitzar tenint en compte les cel-lules que realitzaven al menys una parada de més de 5 s
durant el temps d’observacié del moviment. La determinacio de la velocitat exhibida per la soca d’estudi
es va determinar a partir de la mitjana de les velocitats exhibides per un minim de 200 cél-lules
individuals, que es van mesurar fent servir el programa /mageJ amb el complement MTrackJ. El perfil
dels tracks descrits per cadascuna de les cel-lules motils analitzades es va analitzar visualment,
classificant-los en circulars o erratics. El diametre dels tracks circulars descrits per 50 individus de cada
soca d’analisi es va mesurar amb ImageJ 1 el complement MtrackJ, que permet dibuixar els tracks. La
significacid estadistica de les diferéncies entre la velocitat de les soques d’estudi i la soca salvatge es va
determinar aplicant un test per ANOVA/Tukey’s range test amb un p-valor < 0.05. De la mateixa forma
es va comparar el diametre dels tracks circulars. L’analisi estadistic s’ha realitzat amb el programa IBM
SPSS Statistics 19 o KaleidaGraph 4.01. Per a cada soca mutant s’ha determinat si el percentatge de
cel-lules motils que descriuen #racks circulars i erratics és el mateix que en la soca salvatge G37 que s’ha
utilitzat com a poblacido control. L’analisi estadistica s’ha realitzat aplicant un test “kAi quadrat”
d’homogeneitat amb un nivell de significaci6 del 5%.

6.3.Localitzacié de proteines per microscopia de fluorescencia
6.3.1. Detecci6 de proteines de fusi6 fluorescents

La localitzacié subcel-lular de proteines a M. genitalium es pot realitzar mitjangant I’obtencié de soques
modificades geneticament per expressar la proteina d’interés fusionada amb una proteina fluorescent, com
per exemple la proteina mCherry. En el primer capitol d’aquest treball, s’ha dissenyat la proteina de fusid
MG218-s::Ch per determinar la localitzacio subcel:lular de la proteina MG218-s, pero ’analisi no es va
poder realitzar exitosament degut a la degradaci6é de la proteina de fusié. No obstant, el protocol que
caldria realitzar es descriu breument a continuaci6. En una cambra de cultiu cel-lular u-Slide 8 well (ibidi)
es creixen cel-lules de la soca fluorescent durant una nit en condicions estandard de cultiu. A continuacio,
es retira el medi SP4, i es fixen les cé€l-lules adherides amb una solucid de 2% de PFA en medi SP4:PBS
1:1 durant 10 min. La preparaci6 es renta amb PBS i es torna a cobrir amb solucié de fixacio de 2% de
PFA en PBS durant 1h més. Finalment es fan dos rentats amb PBS i es cobreix la preparaciéo amb PBS. Es
pot afegir Hoechst 33342 (LifeTechnologies) 10 ug mL™" per marcar el DNA de les cél-lules, perqué pot
difondre a través de la membrana i penetrar les cél-lules. La unié de Hoechst 33342 dsDNA emet
fluorescéncia blava. L’observacid de les mostres es realitza amb un microscopi de fluorescéncia Nikon
Eclipse TE 2000-E i es capturen imatges amb una camera Nikon Digital Sight DS-SMC controlada pel
programa NIS-Elements BR. Cal tenir en compte que en cada cas es fa en paral-lel una preparacié amb la
soca salvatge que servira de control negatiu de la fluorescéncia.

6.3.2. Immunoluorescéncia

La localitzacio subcel-lular de la proteina MG200 i derivades a M. genitalium es va analitzar mitjancant
un assaig d’immunofluorescencia.

Per aix0, s’han cultivat cel-lules de M. genitalium, de la soca d’interés en cada cas, sobre cobreobjectes de
vidre, introduit en una placa de cultiu, durant un minim de 2 h a 37 °C per afavorir ’adheréncia de les
cel-lules al vidre. Després es retira el medi i les cel-lules unides als cobreobjectes es fixen amb 2 mL de
solucié al 2% de paraformaldehid (p/v) en PBS:SP4 (1:1) durant 10 min a temperatura ambient. Els
cobreobjectes es renten amb PBS i es tornen a submergir en 2 mL de solucié de fixacio al 2,0% de
paraformaldehid (p/v) en PBS durant 1 h a temperatura ambient (TA). Les cél-lules es renten tres vegades
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amb PBS i es cobreixen amb soluci6 de bloqueig permeabilitzant, que conté 0,05% de Triton X-100 (v/v)
i 5% de llet desnatada (p/v) en PBS i, a continuacid, s’incuba durant la nit a 4 °C. Després, s’incuba la
mostra amb un anticos policlonal de ratoli anti-MG200 diluit 1:5000 en solucié de bloqueig i
permeabilitzacié durant 60 min a TA. La mostra es renta tres vegades amb solucié de rentat (0,05% de
Triton X-100 en PBS) abans d’incubar-la amb un anticos de cabra anti-ratoli marcat amb Alexa Fluor 555
(Molecular sondes) diluit 1:1000 en solucio de bloqueig i permeabilitzacié durant 60 min a TA en la
foscor. Finalment, la mostra es renta tres vegades amb PBS i el cobreobjectes es col-loca sobre un suport
d’acer inoxidable i es deixa cobert en solucié de PBS.

Les mostres es van examinar amb un microscopi Nikon Eclipse TE 2000-E. Es van capturar imatges de
contrast de fase i epifluorescéncia TRITC amb una camera Nikon Digital Sight DS-SMC controlada pel
programa NIS-Elements BR. En I’analisi es van realitzar tres controls negatius de la fluorescéncia: una
mostra es va tractar sense anticossos, i les altres dues es van realitzar en abséncia d’un dels dos anticossos
per descartar inespecificitats.

6.4.Microscopia electronica de transmissio

Per analitzar el citoesquelet de 1’organela terminal de M. genitalium es preparen mostres de cel-lules
crescudes sobre reixetes de coure, recobertes en carboni preparades per 1’us en microscopis electronics de
transmissio. En aquest cas, en una placa de petri de 35 mm de diametre s’afegeixen 2 mL de medi SP4 i
s’hi submergeixen les reixetes de coure, amb cura i penetrant la superficie del liquid de forma obliqua per
evitar que la forga de la tensi6 superficial pugui trencar la pel-licula de carboni que recobreix la reixeta i
de forma que al dipositar-se al fons de la placa, el carboni quedi a la cara superior de la reixeta. A
continuaci6 s’inocula el micoplasma en el medi i s’incuba durant una nit a 37 °C i 5% CO,. L’elevada
concentracié de sérum del medi permetra que el micoplasma s’adhereixi sobre la pel-licula de carboni que
absorbeix el sérum. Per poder observar la ultraestructura al descobert se sotmeten les cél-lules a un breu
tractament de lisi. Per aixo, cal recuperar la reixeta de dins la placa de petri i assecar el medi restant amb
paper absorbent. Després es submergeix amb cura en una placa de petri que conté 2 mL de PBS i es
manté durant 1 min per rentar les restes de medi. Se seca de nou la reixeta i es submergeix en una gota de
120 uL de solucio de lisi (0,5 M de KCl i 0,5 % de Triton X-100 en 20mM de TEA, pH 7.5). A
continuacio, es fan tres rentats en PBS, secant la mostra entre rentats i es tenyeix amb una soluci6 al 1%
d’acetat d’uranil. Finalment, les preparacions es van observar en un microscopi electronic de transmissio
Hitachi H-7000 i es van capturar imatges amb una camera CCD GATAN ES500W Erlangshen, en el
servei de microscopia de la UAB.

6.5.Microscopia electronica de rastreig

Per I’analisi dels mutants per microscopia electronica de transmissio, es van realitzar cultius de 2 mL de
les soques d’interés en cambres de cultiu cel-lular de permanox (Nunc). A les 16 h, es va retirar el medi
de cultiu, es van rentar les cél-lules amb PBS i es van fixar amb una solucié de glutaraldehid a 1’1% en
PBS durant 1 h. Posteriorment, les cél-lules es van rentar amb PBS i es van deshidratar submergint-les de
manera seqiiencial en etanol al 25, 50, 75 i 100% durant un periode de 10 min amb cada solucid.
Immediatament, les mostres es van assecar mitjangant un punt critic (K850 Critical point drier) i es van
metal-litzar amb or. Finalment, les preparacions es van observar en un microscopi electronic de rastreig
Hitachi S-570 en el servei de microscopia de la UAB.

A partir de les imatges de microscopia electronica de rastreig, s’ha mesurat 1’angle de curvatura de I’OT
respecte el cos cel-lular d’un minim de 200 cél-lules individual de la soca salvatge i de la soca mutant
MD-P3 amb /mageJ. La significacid estadistica de les diferéncies entre els angles de curvatura de I’OT
respecte el cos cel-lular de les soques d’estudi i la soca salvatge es va determinar aplicant un test per
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Materials i métodes

ANOVA/Tukey’s range test amb un p-valor < 0.05. De la mateixa forma es va comparar el diametre dels
tracks circulars. L’analisi estadistic s’ha realitzat amb el programa IBM SPSS Statistics 19 o
KaleidaGraph 4.01.

S’han fet recomptes de les cél-lules individuals que presenten una, dues o més de dues OT a partir de les
imatges obtingudes de mostres de la soca salvatge i de les soques mutants Cy, C12 i C12 que expressen les
proteines quimériques C; i Cjgr tractades de la mateixa manera i en paral-lel. En cada cas s’han analitzat
un minim de 150 individus (300 de la soca salvatge, 400 de la soca C; i 160 de la soca C12), excepte en el
cas dels dos clons de C12+ Cjgr, que donat I’elevat grau d’agregacié de les mostres, només s’han pogut
analitzar 55-65 cél-lules individuals. Per a cada soca mutant s’ha determinat si el percentatge de cél-lules
amb una dues o més OT és el mateix que en la soca salvatge G37 que s’ha utilitzat com a poblacio
control. L analisi estadistica s’ha realitzat aplicant un test “kAi quadrat” d’homogeneitat amb un nivell de
significaci6 del 5%.
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Agraiments

Tota I’aventura que representa fer una tesi i que esta, finalment, arribant a la seva fi, amb els
nervis i I’estrés imprescindibles, va comengar a partir d’un e-mail. Si, i en aquest cas, un e-mail
que vaig rebre jo de part del Dr. Querol. Era febrer i época d’examens, jo estava acabant
bioquimica i havia mostrat interés en anar a veure el seu grup, per, possiblement, fer unes
practiques. En aquell moment estava molt atabalada aixi que havia posposat la idea fins a I’inici
del nou semestre. Quina sorpresa quan vaig obrir el correu i em vaig trobar un e-mail preguntant
si encara estava interessada i si podia passar a parlar amb ell. Sorpresa, perqué jo mai li vaig
donar el meu nom ni contacte! No obstant, és aixi com em vaig entrevistar amb ell i aquell
mateix estiu vaig comengar la meva aventura amb els molek@s.

D’aixo ja fa molt de temps, més del que voldria (segurament). El que va comencgar sent unes
practiques, després va enllagar amb una beca de col-laboracio, el master i finalment: la tesi. He
d’agrair a I’Enrique I’oportunitat de treballar tots aquest anys en aquest grup i a en Jaume per la
guia i supervisio de tota la feina que hem fet en aquests anys. A tots molek@s amb qui he tingut
la sort de treballar, els agraeixo el suport i I’ajuda. Pero el millor ha estat els moment compartits
plens de riures i de safareig. Sentir el recolzament en els moment durs de “bajon” i també
’alegria dels bons moment. Durant tots aquests anys he viscut mudances i congressos, dijous de
tapes 1 “soparets", fondis 1 “espaguetades” (per sort em vaig lliurar dels cops de sindria, jajaja)...
1 tot molt ben acompanyada amb tots vosaltres i amb la resta d’amics i amigues que he conegut
estant aqui.

En aquesta aventura, també he tingut [’ocasié de fer dues estades a la UTMB de Galveston a
Texas, on he viscut una gran experiencia i he conegut també a un grapat de gent que em van
ajudar moltissim tant professionalment com personalment, estan tant lluny de casa. He d’agrair
al Dr. Pyles que em convidés i acollis al seu laboratori. Alla vaig aprendre a treballar d’una altra
manera i a enfocar els problemes des d’un altre punt de vista.. menys micoplasmil.. :;p També
vull agrair especialment 1’ajuda de la Janet, el Barry i I’ Aaron.

No voldria oblidar de donar les gracies a la gent del servei de microscopia de la UAB i del
servei de genomica, amb qui apart de fer la feina també hem compartit alguna que altra
xocolatada.

Si deia que tot comenga amb un e-mail... mentia! De fet sempre havia dit que faria un doctorat,
és el que té ser filla d’un professor. Ho tenia molt clar! El que no tenia tan clar és el que
representa fer-ho. Suposo que per aix0 ara em costa decidir quin sera el proper pas, pero si tinc
clar, que sigui quin sigui sempre tindré el suport i I’ajuda de la familia, dels meus pares i dels
meus germans i dels avis i1 dels tiets i cosins i.. uf! Suposo que no s’acaba! I no m’oblido dels
amics i amigues. Que també heu estat presents en les dures i les madures, especialment les
noies, que ja sabeu qui sou!

I, por tltimo, y no por ello menos importante, este tltimo afo me ha ayudado mucho el apoyo y
la confianza, los 4nimos y el carifio de alguien muy especial ;)

Cual seria la cancion perfecta para este momento?
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pBluescript Il SK (+/-) Phagemids

ampicillin acZ
_—Kpn
pBluescript Il SK (+/-) | MCS

3.0 kb - Sacl

P lac

pUC ori

pBluescript Il SK (+/-) Multiple Cloning Site Region
(sequence shown 598-826)

Apa | Hinc Il
EcoO109 | Acc
BISSH Il : T7 Promoter > ||<pn | ||Drg I )I(ho | Sal |
TTGTAAAACGACGGCCAG'I;GAGCGCGCGTAATACGACTCACTATAGGGQGAATTGGGTACCGGGCCCCCCCTCGAGGTCGAC. .
M13 =20 primer binding site T7 primer binding site ” KS primer binding site...
Bsp106 | Not |

(I;m Hlind Il EICORV Ecom fsfl ?mcl I?omHI ?pel >I<bo| Hogl BlstXI?ocll Isac\
.. .GGTATCGATAAGCTTGATATCGAATTCCTGCAGCCCGGGGGATCCACTAGTTCTAGAGCGGCCGCCACCGCGGTGGAGCTC. . .

<

...KS primer binding site SK primer binding site

< T3 Promoter IElissH I -gal o-fragment
. CAGCTTTTGTTQCCTTTAGTGAGGGTTAATTGCGCGCTTGGCGTAAT‘CATGGTCATAGCTGTTTCC
= T3 primer binding site “M13 Reverse primer binding site
Feature Nucleotide Position
1 (+) origin of ss-DNA replication [pBluescript SK (+) only] 135-441
f1 () origin of ss-DNA replication [pBluescript SK (-) only] 21-327
B-galactosidase a-fragment coding sequence (lacZ’) 460-816
multiple cloning site 653-760
T7 promoter transcription initiation site 643
T3 promoter transcription initiation site 774
lac promoter 817-938
pUC origin of replication 1158-1825
ampicillin resistance (bla) ORF 1976-2833

FIGURE 1 The pBluescript Il SK (+/-) phagemid vectors. The complete sequence and list of restriction sites are available at
www.stratagene.com. Genbank® #X52328 [SK(+)] and #X52330 [SK(-)].
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Product details for anti-mCherry antibody

Overview
Type
Antigen
Clonality
Application
Host
Quantity

Catalog no.

Please address orders & technical inquiries to:
antibodies-online GmbH, SchloB-Rahe-Str. 15, D-52074 Aachen
Ordering via fax +49 241 95 163 155 or via phone +49 241 95 163 153
support@antibodies-online.com
Catalog no.: ABIN411533

Primary antibodies

mCherry

Polyclonal

Western Blotting (WB)

Rabbit

100 pg

ABIN411533

Additional Information

Characteristics

Antigen

Gene ID

Host

Clonality

Host

Isotype

Description

100 ug affinity purified rabbit anti-mCherry polyclonal antibody. Tested in Western blot
analysis. Other applications have not been determined. Recombinant mCherry Red Fluorescent
Protein (Cat.# 4993-100) can be used as a positive control.

mCherry

262089840

Rabbit

Polyclonal

Rabbit

I9G

MCherry is the second generation monomeric red fluorescent protein that have improved
brightness and photostability. The recombinant mCherry is expressed and purified from

transformed E. coli using a method that ensures high purity and maximal fluorescence
intensity. mCherry protein is a 28.8 kDa monomer with 256 amino acid.

-- ABIN411533 | Page 1/ 3 --
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Application Details

Application

Application Notes

Concentration
Purification

Buffer
Storage

Restrictions

Publications

Publications

Ine.com

Western Blotting (WB)

Western blotting (0.5-4 ug/ml). However, the optimal conditions should be determined
individually. Recombinant mCherry (Cat.#: 4993-100) can be used as a positive control.

0.5 mg/ml
Affinity Purified Antibody

100 ug (0.5 mg/ml) affinity purified rabbit anti-mCherry polyclonal antibody in phosphate
buffered saline (PBS), pH 7.2, containing 30% glycerol, 0.5% BSA, 0.01% thimerosal.

Store at -20°C. Shelf life: 12 months. The antibody solution should be gently mixed
before use.

For Research Use only

Yu, Gotz, in: "PLoS ONE", Vol. 7, Issue 1, pp. €30076, 2012
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pEGFP-C1 Vector Information PT3028-5
GenBank Accession #: U55763 Catalog #6084-1

Apal |
(4’560)

Eco47 I (597)
Age (601)

puC PCMV IE
ori

Eco01091
(3854)

BsrG 1(1323)
MCS

(1330-1417)
SV40 ori
P P
SY40, Miu | (1642)
Dra lll 1872)
Stul
(2577)

EGFP

1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 STOPs
TAC AAG TCC GGA CTC AGA TCT CGA GCT CAA GCT TCG AAT TCT GCA GTC GAC GGT ACC GCG GGC CCG GGA TCC ACC GGA TCT AGA TAA CTG ATC A

BspE1 B/l Xhol o  Hindlll EcoRl ~Pstl  Sall ~ Kpnl Apﬁ BamH | Xba1* Bel1*
ma
Ech36 Il Accl Asp718|sac"Bsp120I et

Restriction Map and Multiple Cloning Site (MCS) of pEGFP-C1. (Unique restriction sites are in bold). The Xba | and
Bcl| sites (*) are methylated in the DNA provided by CLONTECH. If you wish to digest the vector with these enzymes, you
will need to transform the vector into a dam-host and make fresh DNA.

Description:

pEGFP-C1 encodes a red-shifted variant of wild-type GFP (1-3) which has been optimized for
brighter fluorescence and higher expression in mammalian cells. (Excitation maximum = 488 nm;
emission maximum = 507 nm.) pEGFP-C1 encodes the GFPmut1 variant (4) which contains the
double-amino-acid substitution of Phe-64 to Leu and Ser-65 to Thr. The coding sequence of the
EGFP gene contains more than 190 silent base changes which correspond to human codon-usage
preferences (5). Sequences flanking EGFP have been converted to a Kozak consensus translation
initiation site (6) to further increase the translation efficiency in eukaryotic cells. The MCS in pEGFP-
C1 is between the EGFP coding sequences and the SV40 poly A. Genes cloned into the MCS will
be expressed as fusions to the C-terminus of EGFP if they are in the same reading frame as EGFP
and there are no intervening stop codons. SV40 polyadenylation signals downstream of the EGFP
gene direct proper processing of the 3' end of the EGFP mRNA. The vector backbone also contains
an SV40 origin for replication in mammalian cells expressing the SV40 T-antigen. A neomycin
resistance cassette (Neor), consisting of the SV40 early promoter, the neomycin/kanamycin
resistance gene of Tn5, and polyadenylation signals from the Herpes simplex virus thymidine kinase
(HSV TK) gene, allows stably transfected eukaryotic cells to be selected using G418. A bacterial
promoter upstream of this cassette expresses kanamycin resistance in E. coli. The pEGFP-C1
backbone also provides a pUC origin of replication for propagation in E. coli and an f1 origin for
single-stranded DNA production.

(PR7Y575)



pEGFP-C1 Vector Information

Use:

Fusions to the C terminus of EGFP retain the fluorescent properties of the native protein allowing the localization of
the fusion protein in vivo. The target gene should be cloned into pEGFP-C1 so that it is in frame with the EGFP coding
sequences, with no intervening in-frame stop codons. The recombinant EGFP vector can be transfected into
mammalian cells using any standard transfection method. If required, stable transformants can be selected using
G418 (7). pEGFP-C1 can also be used simply to express EGFP in a cell line of interest (e.g., as a transfection marker).

Location of features
+ Human cytomegalovirus (CMV) immediate early promoter: 1-589
Enhancer region: 59-465; TATA box: 554-560
Transcription start point: 583
C—G mutation to remove Sac | site: 569
+ Enhanced green fluorescent protein gene
Kozak consensus translation initiation site: 606—616
Start codon (ATG): 613-615; Stop codon: 1408-1410
Insertion of Val at position 2: 616-618
GFPmut1 chromophore mutations (Phe-64 to Leu; Ser-65 to Thr): 805-810
His-231 to Leu mutation (A—T): 1307
Last amino acid in wild-type GFP: 1327-1329
+ MCS: 1330-1417
+ SV40 early mRNA polyadenylation signal
Polyadenylation signals: 1550-1555 & 1579-1584; mRNA 3' ends: 1588 & 1600
+ f1 single-strand DNA origin: 1647—2102 (Packages the noncoding strand of EGFP.)
+ Bacterial promoter for expression of Kan" gene
—35 region: 2164-2169; —10 region: 2187-2192
Transcription start point: 2199
+ SV40 origin of replication: 2443-2578
+ SV40 early promoter
Enhancer (72-bp tandem repeats): 2276—2347 & 2348-2419
21-bp repeats: 2423-2443, 24442464, & 2466—2486
Early promoter element: 2499-2505
Major transcription start points: 2495, 2533, 2539 & 2544
+ Kanamycin/neomycin resistance gene
Neomycin phosphotransferase coding sequences:
Start codon (ATG): 2627—2629; stop codon: 3419-3421
G—A mutation to remove Pst | site: 2809
C—A (Arg to Ser) mutation to remove BssH Il site: 3155
+ Herpes simplex virus (HSV) thymidine kinase (TK) polyadenylation signal
Polyadenylation signals: 3657-3662 & 3670-3675
+ pUC plasmid replication origin: 4006—4649

Primer Locations:
+ EGFP-N Sequencing Primer (#6479-1): 679-658
+ EGFP-C Sequencing Primer (#6478-1): 1266—1287

Propagation in E. coli

+ Suitable host strains: DH5a, HB101, and other general purpose strains. Single-stranded DNA production requires
a host containing an F plasmid such as JM109 or XL1-Blue.

Selectable marker: plasmid confers resistance to kanamycin (30 ug/ml) to E. coli hosts.

E. colireplication origin: pUC

Copy number: =500

Plasmid incompatibility group: pMB1/ColE1

e o o o

References:

Prasher, D. C., et al. (1992) Gene 111:229-233.

Chalfie, M., et al. (1994) Science 263:802-805.

Inouye, S. & Tsuiji, F. |. (1994) FEBS Letters 341:277-280.

Cormack, B., et al. (1996) Gene 173:33-38.

Haas, J., et al. (1996) Curr. Biol. 6:315-324.

Kozak, M. (1987) Nucleic Acids Res. 15:8125-8148.

Gorman, C. (1985) In DNA Cloning: A Practical Approach, Vol. Il, Ed. Glover, D. M. (IRL Press, Oxford, UK) pp. 143—-190.
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Note: The attached sequence file has been compiled from information in the sequence databases, published
literature, and other sources, together with partial sequences obtained by CLONTECH. This vector has not been
completely sequenced.

Protocol # PT3028-5 TEL: 650-424-8222 or 800-662-2566 (CLON) © 1997, CLONTECH Laboratories, Inc.
Version # PR7Y575 FAX: 650-424-1064 or 800-424-1350 page 2



pET-21a-d(+) Vectors TBO36 12198

Cat. No. The pET-21a-d(+) vectors carry an N-terminal T7°Tag® sequence plus an optional C-terminal
pET-21a DNA 69740-3 HiseTag® sequence. These vectors differ from pET-24a-d(+) only by their selectable marker (ampi-
pET-21b DNA 69741-3 cillin vs. kanamycin resistance). Unique sites are shown on the circle map. Note that the sequence
pET-21c DNA 69742-3 is numbered by the pBR322 convention, so the T7 expression region is reversed on the circular
pET-21d DNA 69743-3 map. The cloning/expression region of the coding strand transcribed by T7 RNA polymerase is

shown below. The f1 origin is oriented so that infection with helper phage will produce virions
containing single-stranded DNA that corresponds to the coding strand. Therefore, single-stranded
sequencing should be performed using the T7 terminator primer (Cat. No. 69337-3).

Ava I(158)
Xho 1(158)
Not I(166)
Eag 1(166)
Hind 11i(173)
Sal 1(179)
Sac 1(190)
EcoR 1(192)
BamH 1(198)

Sty 1(57)
Bpu1102 I(80)

pET-21a(+) sequence landmarks

T7 promoter 311-327
T7 transcription start 310
T7eTag coding sequence 207-239
Multiple cloning sites

Nhe (231

(BamH 1 - Xhol) 158-203 Dra l1(5201) Nde Igzseg
HiseTag coding sequence  140-157 Xba |(276)

. . Bgl 11(342)
T7 terminator 26-72

. SgrA 1(383)
lacl coding sequence 714-1793 " Sph 1(539)
PBR322 origin 3227 < Eﬁh‘\n'(l?gg%)
bla coding sequence 3988-4845 ApaB [(748)
fl origin 4977-5432 Sca |(4538)
The maps for pET-21b(+), pET-21¢(+) and Pvu I(4428) Miu I(1064)

pET-21d(+) are the same as pET-21a(+)
(shown) with the following exceptions:
pET-21b(+) is a 5442bp plasmid; subtract
1bp from each site beyond BamH I at 198. Bsa l(4119
pET-21c(+) is a 5441bp plasmid; subtract
2bp from each site beyond BamH I at 198.
pET-21d(+) is a 5440bp plasmid; the BamH |
site is in the same reading frame as in pET-
21c(+). An Nco site is substituted for the
Nde 1 site with a net 1bp deletion at position
238 of pET-21c(+). As a result, Nco I cuts
pET21d(+) at 234, and Nhe I cuts at 229. For
the rest of the sites, subtract 3bp from each
site beyond position 239 in pET-21a(+).
Nde I does not cut pET-21d(+). Note also
that Sty I is not unique in pET-21d(+). BspLUT1 g?;f()smg)
Bst1107 1(2936) BspG 1(2691)
Tth111 1(2910)

Pst 1(4303) Bcl I(1078)
BstE 1l(1245)
Bmg 1(1273)
Apa 1(1275)

Eam1105 1(4058)

pET-21a(+)
(5443bp) BssHIl(1475)

fEcoR V(1514)
Hpa 1(1570)

AlwN (3581
(3681) PshA 1(1909)

PpuM 1(2171)
Psp5 11(2171)
Bpu10 1(2271)

T7 promoter primer #69348-3

Bglll T7 promoter lac operator Xbal rbs
AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGA
_ Eagl Aval .
_Ndel Nhel  T7-Tag PET219 pamH | EcoR| Sacl  Sall Hindll  Notl  Xhol His-Tag

TATACATATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA
MetAlaSerMetThrGlyGlyGInGInMetGlyArgGlySerGluPheGlulLeuArgArgGIinAlaCysGlyArgThrArgAlaProProProProProleu

pET-21b GGTCGGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA

PET'21E00| GlyArgAspProAsnSerSerSerValAsplLyslLeuAlaAlaAlaleuGluHisHisHisHisHisHisEnd
TACCATGGCTAGC pET-21c.d GGTCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA
MetAlaSer GlyArglleArglleArgAlaProSerThrSerLeuArgProHisSerSerThrThrThrThrThrThrGlu

Bpu1102 | T7 terminator
GATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG

T7 terminator primer #69337-3

pET-21a-d(+) cloning/expression region

Novagen - orDeRING 800-526-7319 - TECHNICAL SUPPORT 800-207-0144
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pET-21a(+) Restriction Sites TBO36 12198
Enzyme # Sites Locations Enzyme # Sites Locations Enzyme # Sites Locations
Accl 2 180 2935 BstXI 3 866 995 1118 Psp14061 6 726 2094 2490 4284 4657
Acelll 8 831 1559 1890 2674 2815 BstYI 12 4986
3117 4357 5041 Cac8l 39 Pstl 1 4303
Acil 81 Ciel 26 Pvul 1 4428
Aflll 2 1064 3165 CjePI 20 Pvull 3 1664 1757 2756
Alul 25 Cvidl 86 Real 3 462 3885 4893
Alwl 16 CviRI 24 Rsal 3 1211 2971 4538
Alw21 9 159 190 564 1048 2159 Ddel 1 Sacl 1 190
2983 3483 4644 4729 Dpnl 27 Sall 1 179
Alwddl 4 1044 2979 3479 4725 Dral 3 3924 3943 4635 Sapl 1 3049
AlwNI 1 3581 Dralll 1 5201 Saugel 18
Apal 1 1275 Drdl 3 2858 3273 5156 SaudAl 27
ApaBI 1 748 Drdll 2 787 5206 Scal 1 4538
Apol 4 192 1339 5003 5014 Dsal 2 501 2137 SceFl 19
Aval 1 158 Eael 5 166 372 504 1738 4446 StaNI 20
Avall 7 1616 1992 2080 2171 2450 Eagl 1 166 Stel 5 310 3430 3621 4299 5420
4196 4418 Eam11051 1 4058 SgrAl 1 383
BamHI 1 198 Earl 3 682 3049 4853 Sphl 1 539
Banl 9 386 407 521 984 1703 Ecil 4 841 3239 3385 4213 Sspl 2 4862 4993
1833 1959 4006 5238 Ecod7lll 3 469 1970 2419 Styl 1 57
Banll 5 190 448 462 1275 5276 Eco571 2 3713 4725 Taql 13
Bbsl 4 1210 1549 1923 2283 EcoNI 1 599 Tagll 9 972 1190 1863 3067 4406
Bbvl 26 Eco01091 3 53 497 2171 4591 4744 4761 5105
Becl 21 EcoRI 1 192 Tiil 5 1743 2045 2215 2719 3140
Bce83l 7 21 1878 2048 3256 3554 EcoRll 7 787 1102 1642 1699 3191 Thal 35
3795 4663 3312 3325 Tsel
Beefl 5 583 924 1551 3667 5227 EcoRV 1 1514 Tsp4bl 8 1245 2073 2604 2817 2912
Begl 1 Faul 17 4314 4525 5374
Bell 1 1078 Fokl 10 1110 1119 2384 2446 2524 Tsp5091 16
Bial 8 70 232 277 2179 3660 2710 2851 4024 4205 4492 Tthi11l 1 2910
3913 4248 5352 Fspl 2 2146 4280 Tthi1tll 6 903 1596 2626 3755 3762
Bgll 2 2128 4178 Gdill 5 166 372 504 1738 4446 3794
Bglll 1 342 Hael 5 792 2113 3180 3191 3643 Ubadl 20
Bmgl 1 1273 Haell 14 Vspl 4 325 1749 1808 4230
Bpml 5 902 1391 2025 2692 4128 Haelll 24 Xbal 1 276
BputOl 1 227 Hgal 12 Xeml 3 920 1436 1454
Bput102I 1 80 HgiEll 2 662 3751 Xhol 1 158
Bsal 1 4119 Hhal 45 Xmnl 2 2723 4657
BsaAl 2 2917 5201 Hindl 3 963 4057 4131
BsaBl 3 341 347 2362 Hincll 2 181 1570 Enzymes that do not cut pET-21a(+):
BsaHI 6 387 408 522 1021 1704 Hindlll 1 173 Aatll Aflll Agel Ascl Avrll
4595 Hinfl 14 Bael BseRI Bsml BspMI BsrGl
Bsadl 6 57 501 507 1699 2137 Hpal 1 1570 Bsu36l  Clal Fsel Kpnl Mscl
3325 Hphl 16 Munl Neol Nrul Nsil NspV
BsaWl 7 2 1383 1886 2354 3371 Maell 15 Pacl Pmel Pmll RIeAl Rsell
3518 4349 Maelll 18 Sacll SexAl Sfil Sofl Smal
BsaXI 2 1723 5149 Mboll 14 SnaBl Spel Seil Sse83871  Stul
Bsbl 2 2881 5108 Miul 1 1064 Sunl Swal
BscGl 13 Mmel 3 3380 3564 5178
Bsgl 3 915 1115 2325 Mnll 26
Bsil 2 3338 4722 Msel 28
BsiEl 6 169 1849 3081 3505 4428 Msll 9 1116 1404 1434 2152 2347
4577 2738 4310 4469 4828
Bsll 20 Mspl 31
BsmAl 7 761 1166 1292 1679 2806 MspAll 9 84 1094 1664 1757 2756
4119 4895 2875 3507 3752 4693
BsmBI 2 1679 2806 Mwol 38
BsmFI 4 525 2066 2436 5416 Narl 4 387 408 522 1704
BsoFl 46 Neil 12
Bsp24l 12 Ndel 1 238
Bsp12861 13 NgoAlV 4 374 1962 2122 5302
BspEl 2 2 2354 Nhel 1 231
BspGl 1 2691 Nialll 25
BspLU11I 1 3165 Nlalv 25
Bsrl 26 Notl 1 166
BsrBI 4 297 3098 4899 5345 Nspl 4 539 2510 2802 3169
BsrDI 4 1111 1477 4119 4293 Pfi11081 2 1951 4076
BsrFl 7 374 383 750 1962 2122 PiIMI 1 646
4138 5302 Plel 9 325 613 700 1496 3059
BssHII 1 1475 3544 4047 5136 5144
Bst11071 1 2936 PshAl 1 1909
BstEll 1 1245 Psp5ll 1 217
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