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Caracteristiques generals dels micoplasmes

La classe filogenética Mollicutes comprén un grup molt ampli de microorganismes
distribuits en nou geéneres: Mycoplasma, Ureaplasma, Entomoplasma, Mesoplasma,
Spiroplasma, Acholeplasma, Anaeroplasma, Asteroleplasma i1 Phytoplasma. Els
Mollicutes son bacteris Gram-negatius derivats de microorganismes Gram-positius com
ara els clostridis o els lactobacils. Amb més de cent espécies reconegudes, els
micoplasmes (en referéncia als membres del génere Mycoplasma) son els
microorganismes més representatius de la classe Mollicutes. Una de les caracteristiques
més destacades dels micoplasmes és 1’abséncia de paret cel-lular, fet que explica la seva
elevada sensibilitat als detergents, als alcohols i a les variacions de la pressié osmotica,
a més de la seva resisténcia als antibiotics que interfereixen en la sintesi de la paret
cel-lular. La membrana plasmatica d’aquests microorganismes és molt rica en colesterol
1 en lipoproteines. El micoplasmes presenten un codi genétic diferent de 1’estandard
bacteria en el qual el codd UGA s’utilitza per a la incorporacio de I’aminoacid triptofan
en lloc de senyal d’aturada de la traduccidé de proteines. Aquest fet constitueix un

inconvenient important per a I’expressio recombinant de proteines de micoplasma.

Per altra banda, els micoplasmes presenten genomes molt petits i amb un baix contingut
en GC. Les cél-lules de micoplasma s’han adaptat a un estil de vida parasitari, de
manera que disposen d’una reduida capacitat biosintética i obtenen la majoria dels
nutrients essencials per al seu creixement directament de la c¢l-lula hoste. Per aquest
motiu, els micoplasmes creixen molt lentament, son dificils de cultivar en medis lliures
de cel'lules i1 requereixen medis de cultiu molt rics per créixer. Els micoplasmes soén
contaminants habituals dels cultius cel-lulars i a causa de la seva mida reduida (0,2-0,5

um) son molt dificils de detectar mitjancant microscopia. Quan les cél-lules de
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micoplasma es cultiven en medi solid desenvolupen colonies molt petites en forma d’ou

ferrat (Figura I-1).

La regié periférica de la colonia  Part de la regi6 central de la
creix a la superficie de Pagar colonia creix inclosa a agar

Figura I-1. Colonies de Mycoplasma genitalium desenvolupades en medi solid. L’endinsament de la

regi6 central de la colonia a I’interior de 1’agar dona lloc a colonies en forma d’ou ferrat.

Mycoplasma genitalium, objecte d’estudi d’aquest treball de tesi, és un dels organismes
autoreplicatius amb el genoma més petit conegut (580 kb; Fraser et al., 1995). Com la
majoria de micoplasmes, M. genitalium requereix colesterol per al seu creixement i és
anaerobi facultatiu. Les cel-lules de M. genitalium no disposen de la majoria dels
enzims relacionats amb el cicle de Krebs o la sintesi d’aminoacids, nucleotids i acids
grassos (Pollack et al., 1997). En canvi, conserven els enzims necessaris per dur a terme
la glicolisi 1 generen energia per fosforilacié a nivell de substrat. Diversos estudis
indiquen que els micoplasmes disposen d’enzims multifuncionals que els permeten
compensar la pérdua de determinades capacitats biosintétiques. En aquest sentit, la
promiscuitat bioquimica de la lactat deshidrogenasa de M. genitalium sembla

compensar 1’abséncia de la malat deshidrogenasa (Cordwell et al., 1997).

Actualment, el genoma de M. genitalium té anotats 525 gens que codifiquen per 482

proteines i s’apropa al que conceptualment es coneix com a genoma minim, és a dir, el
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complement genétic essencial per al manteniment de la vida. En aquest sentit, es
considera que M. genitalium representa un model idoni per a I'estudi i la comprensi6 del
funcionament d'un organisme viu (Roberts, 2004). Cientifics de renom com J. Craig
Venter i Hamilton O. Smith s’han proposat obtenir el primer microorganisme sintétic a
partir del genoma de M. genitalium. Recentment, aquests autors han aconseguit
trasplantar amb éxit el genoma de Mycoplasma mycoides LC, virtualment Iliure de
proteines, en cél-lules de Mycoplasma capricolum (Lartigue et al., 2007). Estudis previs
realitzats per aquest mateix grup han permeés determinar que 382 dels 482 gens de M.
genitalium que codifiquen per proteines, son essencials per al creixement d’aquest
microorganisme en les condicions de cultiu del laboratori (Glass et al., 2006).
Sorprenentment, un 28% dels gens identificats com a essencials codifiquen per
proteines amb una funcidé desconeguda. Aquest fet suggereix que una bona part dels
mecanismes moleculars basics, necessaris per al manteniment de la vida, sén encara

desconeguts.

Manipulaci6 genética dels micoplasmes

Una de les principals causes del limitat coneixement de la biologia dels micoplasmes és
la dificultat que comporta la seva manipulacié genetica. En primer lloc, no existeix cap
protocol estandard de transformacid. Aixi doncs, mentre que algunes espécies poden ser
transformades utilitzant un electroporador, d’altres espécies requereixen 1’Gs de
polietilenglicol. En segon lloc, la preseéncia forca generalitzada de nucleases de
membrana (Minion et al., 1993) i de sistemes de restriccid actius (Dybvig et al., 1998;
Dybvig et al.,, 2007), fan que la transformacid dels micoplasmes requereixi
concentracions molt elevades d’ADN, del voltant de les desenes de microgram.

Paral-lelament, la quantitat d’eines disponibles per a la manipulacié genctica dels
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micoplasmes és molt limitada. En aquest sentit, només algunes espécies com ara M.
mycoides disposen de plasmidis naturals (King et al., 1992). Recentment, la
identificaci6 de les seqiiéncies responsables de 1’inici de la replicacié del cromosoma
dels micoplasmes ha permes dissenyar i construir alguns plasmidis artificials (Cordova
et al., 2002; Lartigue et al., 2003; Janis et al., 2005), tot i que aquests només son
compatibles entre espécies de Mycoplasma filogenéticament properes. Aixi doncs,
tradicionalment, els vehicles més utilitzats per a la manipulacié genctica dels
micoplasmes han estat els transposons. Entre els transposons més utilitzats trobem el
Tn916, originari del bacteri Enterococcus faecalis i que confereix resisténcia a
tetraciclina (Dybvig et al., 1987), i el Tn4001, originari del bacteri Staphylococcus
aureus i que confereix resisténcia a gentamicina (Mahairas et al., 1989). Tant el Tn4001
com el Tn916 han estat objecte de nombroses modificacions per tal d’augmentar la seva
versatilitat (Dybvig et al., 2000; Pich et al., 2006b). Malgrat aixo, hi ha moltes espécies

de Mycoplasma que encara avui no han pogut ser transformades.

Cal destacar que els micoplasmes son particularment refractaris a la transformacié per
recombinacid6 homologa, molt probablement com a conseqiiencia de la perdua de la
majoria dels enzims relacionats amb la reparacié de I’ADN per recombinacio. M.
genitalium és una de les poques espécies que permet 1’aplicacid d’aquesta técnica per a
I’obtenci6 de mutants defectius per gens dispensables per al creixement
(Dhandayuthapani et al., 1999; Dhandayuthapani et al., 2001; Burgos et al., 2006).
Malgrat que les eficiéncies de transformacié obtingudes per recombinacié homologa
son molt baixes (107 transformants per céllula viable), aquest fet posa de manifest que
les cél-lules de M. genitalium disposen d’un sistema de recombinaci6 actiu i d’una taxa

de recombinaci6 relativament elevada en comparacié amb d’altres micoplasmes.
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Els micoplasmes com a microorganismes patdogens

Els micoplasmes son parasits o comensals d’un gran nombre d’organismes vertebrats
(Taula I-1) i son agents causants de malalties tant croniques com agudes caracteritzades
per una baixa mortalitat i una elevada morbiditat. Les malalties causades pels
micoplasmes sén de caracter molt divers i inclouen patologies respiratories, urinaries,

oculars, etc.

Taula I-1. Hostes d’algunes especies de Mycoplasma.

Hostes Mycoplasma Hostes Mycoplasma
Humans M. genitalium Equids M. equirhinis
M. pneumoniae M. equigenitalium
M. penetrans Gats M. felis
M. hominis M. haemofelis
M. fermentans Gossos M. canis
M. salivarum M. haemocanis
M. orale Simis M. primatum
Remugants M. capricolum M. moatsii
M. agalactiae Rosegadors M. pulmonis
M. ovis M. arthritidis
M. bovis Reéptils M. agassizii
M. mycoides M. testudinis
Porcs M. hyopneumoniae M. crocodyli
M. hyorhinis M. alligatoris
M. suis M. insons
Aus de corral M. gallisepticum Peixos M. mobile
M. synoviae Pingiiins M. sphenisci

M. genitalium és un patogen huma de caracter emergent (Baseman et al., 1997). Des
d’un punt de vista etiologic és clar que M. genitalium esta implicat de manera
significativa en el desenvolupament de malalties del tracte urogenital amb
independéncia de Chlamydia trachomatis i Neisseria gonorrhoea (Deguchi et al., 2002).
Estudis recents indiquen que la transmissio sexual €s la principal via de contagi de les
malalties infeccioses originades per M. genitalium (Keane et al., 2000). Entre les

malalties genitourinaries causades per aquest microorganisme trobem la uretritis, la
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cervicitis, ’endometritis, la salpingitis, la malaltia inflamatoria pelviana i certs tipus
d'infertilitat. Paral-lelament, M. genitalium ha estat vinculat a diverses patologies
extragenitourinaries com ara l'artritis, la pneumonia, la progressio de la SIDA, la
sindrome de fatiga cronica, ’encefalitis i algunes malalties autoimmunes (Taylor-

Robinson, 2002).

Factors de viruléncia dels micoplasmes

Els micoplasmes disposen d’un ampli ventall d’elements orientats a garantir la seva
supervivéncia a D’interior de I’hoste. Aquests elements es coneixen com a factors o
determinants de viruléncia. El grau de complexitat dels factors de viruléncia identificats
als micoplasmes demostra que si bé aquests bacteris son relativament simples des d’un

punt de vista metabdlic, son en canvi microorganismes patogens bastant sofisticats.

Adhesines. Un dels primers estadis del procés d’infeccié dels micoplasmes és 1’adhesio
d’aquests microorganismes a les superficies mucoses (Figura 1-2). La gran diversitat
d’epitelis que poden colonitzar les diferents espécies de Mycoplasma, requereix
I’existéncia d’un ampli ventall de proteines d’adhesio a receptors de la cel-lula hoste

tant especifics com inespecifics.

Figura I-2. Micoplasmes adherits a la
superficie de cellules eucariotes. Les
fletxes indiquen cél-lules de micoplasma
individuals. Foto propietat de Daniel R.

Brown.

10
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Pel que fa als receptors inespecifics, els micoplasmes sén capagos d’unir-se a
nombrosos elements de la matriu extracel-lular. A Mycoplasma gallisepticum, una
proteina amb homologia amb les proteines OsmC que s’indueixen com a resposta a
canvis osmotics, presenta la capacitat d’unir-se a 1’heparina (Jenkins et al., 2007). A
Mycoplasma pneumoniae, un complex format pel factor d’elongacié Tu i la subunitat
E1 B de la piruvat deshidrogenasa actua com a receptor de la fibronectina (Dallo et al.,
2002). A M. genitalium, I’enzim glicolitic gliceraldehid-3-fosfat deshidrogenasa s’uneix
a la mucina, un dels components majoritaris de les superficies mucoses (Alvarez et al.,
2003). La preséncia de tots aquests enzims a la membrana plasmatica dels micoplasmes
per realitzar tasques de citadheréncia, son exemples clars de la manera com aquests
microorganismes han compensat la minimitzaci6é dels seus genomes. Malauradament,
els receptors especifics de la cel-lula hoste que soén reconeguts per les adhesines dels

micoplasmes i que confereixen I’especificitat de teixit, son encara poc coneguts.

El principal determinant de citadheréncia de M. genitalium és una proteina de 140 kDa
exposada a la superficie de la membrana (MG191, P140 o MgpB). Paral-lelament, una
proteina de 110 kDa (MG192, P110 o MgpC) col-labora significativament en el
manteniment de la capacitat de citadheréncia d’aquest microorganisme. Les proteines
P140 i P110 estan codificades pels gens mgl91 i mgl92 de ['oper6 MgPa,
respectivament (Musatovova et al., 2003). La proteina P140 és homologa a la proteina
P1 de M. pneumoniae, fet que justifica que aquestes dues proteines mostrin reactivitat
serologica creuada (Dallo et al., 1989). Estudis realitzats a M. pneumoniae indiquen que
la regi6 de la proteina P1 responsable de la unid als receptors de les cel-lules epitelials

es localitza entre els aminoacids 1347-1396 (Drasbek et al., 2007). Els residus d’acid

11
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sialic presents a la superficie de la cel-lula hoste son els principals candidats a actuar

com a dianes de reconeixement d’aquestes adhesines (Baseman et al., 1982a).

Variabilitat antigénica. Els micoplasmes disposen de sistemes bastant sofisticats per
generar variabilitat antigénica i evadir aixi la resposta immunitaria. Distribuides al llarg
del genoma de M. genitalium trobem nou regions denominades illes MgPa que contenen
seqiiencies repetides de I’operd6 MgPa (Fraser et al., 1995). Les proteines P140 i P110,
juntament amb la DnaK, so6n les proteines més immunogeéniques d’aquest
microorganisme (Svenstrup et al., 2006). En conjunt, les regions amb seqiiéncies
repetides homologues als gens mg191 i mg192 representen un 4% del cromosoma de M.
genitalium i tenen un contingut en GC superior al de la resta del genoma. Aparentment,
les seqiiencies repetides presents a les illes MgPa no s’expressen tret que siguin
transferides a I’oper6 MgPa per recombinacié homologa. En aquest sentit, diversos
estudis indiquen que les illes MgPa representen una font de variabilitat antigeénica per a
les proteines P140 i P110 (Peterson et al., 1995; Iverson-Cabral et al., 2006).
Recentment, 1’aillament de soques amb seqiiéncies alternatives dels gens mgl91 i
mg192 ha permes demostrar que 1’heterogeneitat observada en aquests dos gens esta
associada a canvis en les seqiiencies repetides de les illes MgPa compatibles amb una
recombinacio reciproca (Ma et al., 2007; Iverson-Cabral et al., 2007). Aquest sistema
d’intercanvi mutu fa de M. genitalium un microorganisme Unic entre els bacteris
patogens atés que, habitualment, els mecanismes per generar variabilitat antigeénica es

basen en la conversid génica unidireccional.

De manera similar, el cromosoma de les cél-lules de Mycoplasma pulmonis també esta

sotmes a continues reorganitzacions que es produeixen amb una elevada freqliencia

12
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(Bhugra et al., 1995). Algunes d’aquestes reorganitzacions serveixen per regular
I’expressio dels gens del locus vsa (“variable surface antigen”) que codifiquen per les
lipoproteines V-1 (Shen et al., 2000). Les lipoproteines V-1 o proteines Vsa representen
veritables antigens de superficie i contenen dominis repetits en tandem responsables de
la interaccio amb la cél-lula hoste. Malgrat que les cé¢l-lules de M. pulmonis poden
expressar diferents gens del locus vsa al llarg del seu cicle cel-lular, només un d’aquests
gens és transcripcionalment actiu, mentre que els altres gens romanen silenciosos. El
gen transcripcionalment actiu esta associat a la regi6 5’ del locus vsa que conté la regio
promotora i el lloc d’uni6 als ribosomes. Les reorganitzacions del cromosoma regulen
I’expressio dels gens vsa permetent la reassociacié d’aquesta regid 5° a gens del locus
vsa que romanien silenciosos. Fins el moment, els rearranjaments identificats a M.
pulmonis consisteixen en inversions especifiques de lloc que es produeixen entre
seqiiencies conservades de 34 pb presents a tots els gens del locus vsa (Bhugra et al.,
1995). En general, el guany o la peérdua reversible de caracteristiques fenotipiques
concretes, com ara I’expressié de determinats antigens de superficie, es coneix com a
variacio de fase. Es interessant destacar que les inversions del locus vsa tenen lloc de
manera concertada amb inversions que regulen ’activitat dels sistemes de restriccio-
modificacié de M. pulmonis, fet que suggereix un paper alternatiu d’aquests sistemes
vinculat a la supervivéncia dels micoplasmes a ’interior de I’hoste (Gumulak-Smith et

al., 2001).

Resistencia al complement i formacié de biofilms. Estudis recents indiquen que el

tropisme tissular de les cél-lules de M. pulmonis no depén del gen concret del locus vsa
que s’expressa (Denison et al., 2005). Aspectes importants de la biologia de M.

pulmonis com la resisténcia al complement, la capacitat d’hemadsorcié o la capacitat

13
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per formar biofilms, tampoc no depenen de I’expressié d’un gen vsa determinat sin6 de
la longitud de les seqiiéncies repetides presents al gen vsa transcripcionalment actiu
(Simmons et al., 2003; Simmons et al., 2007). La longitud dels dominis repetits en
tandem dels gens vsa pot variar com a resultat de la recombinaci6 post-replicativa. En
general, les cél-lules de M. pulmonis que expressen proteines Vsa amb regions repetides
llargues son resistents al complement i no s uneixen ni als eritrocits ni al poliestiré. En
canvi, les cél-lules de M. pulmonis que expressen proteines Vsa amb regions repetides
curtes conserven la capacitat d’adhesio a superficies i exhibeixen la facultat de formar
biofilms. Els biofilms representen comunitats de bacteris inclosos en una matriu
extracel-lular que en el cas de M. pulmonis conté lipids, ADN, sacarids i les proteines
Vsa. La capacitat per formar biofilms protegeix els microorganismes de ’accidé de
determinats agents antimicrobians i de la resposta immunitaria de 1’hoste. La facultat
dels micoplasmes per desenvolupar estructures tan organitzades com els biofilms,
constitueix un fet sorprenent si tenim en compte [’aparent senzillesa d’aquests
microorganismes. Aquest fet posa de manifest I’existéncia als micoplasmes de sistemes

de regulacio diferencial encara desconeguts.

Invasio cel-lular i persisténcia intracel-lular. Els micoplasmes presenten la capacitat

d’envair cel-lules no fagocitiques i de sobreviure a ’entorn intracel-lular durant llargs
periodes de temps (Baseman et al., 1995; Dallo et al., 2000). L’entorn intracel-lular
representa un ninxol ecologic privilegiat que ofereix proteccid contra les defenses de
I’hoste 1 limita 1’acci6 de la majoria d’agents antimicrobians. Estudis recents indiquen
que M. genitalium té efectes citotoxics sobre cél-lules humanes en cultiu a MOIs
elevades (10 micoplasmes per cé¢l-lula), mentre que a MOIs més baixes estableix una

infeccid persistent que continua per setmanes o mesos fins 1 tot quan es tracten les
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cellules infectades amb gentamicina o ciprofloxacina (Blaylock et al., 2004). Aixi
doncs, la persistencia intracel-lular dels micoplasmes possibilita 1’establiment
d’infeccions croniques. El mecanisme d’internalitzacio dels micoplasmes €s desconegut,
perd aquest sembla respondre a un procés actiu que requereix la preséncia d’elements
especifics produits pels propis micoplasmes. En aquest sentit, és possible aillar mutants
no invasius de M. pneumoniae que romanen adherits a la superficie de la cél-lula durant
dies (Baseman et al., 1995). Desafortunadament, els gens responsables d’aquest fenotip
no invasiu no han pogut ser identificats fins el moment. Atés que la invasi6 bacteriana
de cellules diana requereix I'is de sistemes de transduccidé de senyal associats a
receptors de la cel-lula hoste i1 a elements del citoesquelet, és previsible que els mutants
no invasius de M. pneumoniae siguin deficients en l'activacié d'aquests sistemes. En
aquest sentit, estudis realitzats a Mycoplasma penetrans indiquen que 1’adhesio d’aquest
microorganisme a la superficie cel-lular desencadena un seguit de rearranjaments del
citoesquelet de I’hoste. Aquests rearranjaments, propicien I’agregacié d’a-actina, el
reclutament de proteines fosforilades i ’acumulaci6é de tubulina als llocs d’uni6 dels
micoplasmes (Giron et al., 1996). Paral-lelament, sembla clar que les cél-lules
internalitzades de M. genitalium estan associades a vesicules recobertes de clatrina
(Mernaugh et al., 1993), suggerint que el mecanisme d’invasié cel-lular dels
micoplasmes podria ser similar al de Chlamydia psittaci o C. trachomatis (Hodinka et

al., 1986).

Producci6 de toxines. Ates que els micoplasmes no disposen d’enzims com la catalasa o

la superoxid dismutasa, aquests no poden eliminar I’estrés oxidatiu resultant del seu
metabolisme. En conseqiiéncia, aquests microorganismes produeixen superoxids i

peroxid d’hidrogen a uns nivells susceptibles d’induir citotoxicitat. En aquest sentit,
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alguns estudis han vinculat I’estrés oxidatiu derivat de la produccié H,O; a I’activitat
hemolitica que exhibeixen algunes espécies de micoplasma (Kannan et al., 2000). En
moltes espécies de Mycoplasma, 1’activitat hemolitica sembla estar associada a la
membrana plasmatica (Minion et al., 1994). Aquest fet suggereix que els micoplasmes
han desenvolupat mecanismes que els permeten utilitzar I’estrés oxidatiu producte del
seu metabolisme com a un veritable factor de viruléncia. A M. mycoides per exemple, la
produccié d’H,O, derivada de I’activitat de I’a-glicerofosfat oxidasa (GlpO), un enzim
de la membrana implicat en el metabolisme del glicerol, representa un dels principals
factors de viruléncia d’aquest microorganisme (Vilei et al., 2001; Pilo et al., 2005). En
aquest sentit, les cél-lules de M. mycoides alliberen 1’H,O, produit per I’enzim GlpO

directament a I’interior de la cél-lula hoste, causant aixi la seva mort.

Tot 1 D’abséncia de catalasa i superoxid dismutasa, els micoplasmes disposen de
mecanismes per pal-liar els efectes de 1’estrés oxidatiu derivat tant de la propia
produccid de superoxids com de 1’accid de la resposta immunitaria innata de 1’hoste. A
M. genitalium per exemple, el gen mg408 codifica per un enzim que catalitza la
reduccio dels residus de metionina oxidats de les proteines (MsrA). En conseqii¢ncia, la
disrupcio del gen mg408 incrementa la sensibilitat del bacteri al peroxid d’hidrogen i

disminueix la viruléncia de la soca defectiva (Dhandayuthapani et al., 2001).

Per altra banda, estudis recents han permeés identificar una toxina especifica dels
micoplasmes (Kannan et al., 2006), responsable de la sindrome d’insuficiéncia
respiratoria adquirida o CARDS (“community-acquired respiratory distress syndrome”).
La toxina CARDS esta codificada pel gen mpn372 de M. pneumoniae i presenta

activitat ADP-ribosiltransferasa. Igual que la subunitat S1 de la toxina pertussis
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secretada per Bordetella pertussis (Locht et al., 1995), la toxina CARDS podria utilitzar
el NAD del citoplasma de la cél-lula hoste per produir la ribosilacié de I'ADP de la
proteina G, un fet que interferiria en la transmissio dels senyals des dels receptors de la
superficie cel-lular. La proteina MPN372 expressada de forma recombinant i
subministrada en el medi de cultiu cel-lular, produeix una vacuolitzacié extensiva i en

darrer terme la mort de les cél-lules exposades (Kannan et al., 2006).

Motilitat. Com veurem més endavant, algunes espécies de Mycoplasma presenten la
capacitat de desplacar-se sobre superficies solides. Estudis realitzats amb mutants
immobils de M. pneumoniae han demostrat que aquests presenten una capacitat molt
reduida per colonitzar cel-lules NHBE en cultiu en comparaciéo amb la soca salvatge
(Jordan et al., 2007). Les cel-lules NHBE es caracteritzen per secretar mucines i per
desenvolupar cilis funcionals (Gray et al., 1996), creant una barrera que dificulta
I’adhesid dels micoplasmes a la membrana plasmatica de la cel-lula. Molt probablement,
la incapacitat dels mutants immobils de M. pneumoniae per desplagar-se limita
I’accessibilitat dels receptors de membrana de les c¢l-lules NHBE i redueix la capacitat

de colonitzaci6 d’aquests.

El citoesquelet dels micoplasmes

Les cellules de micoplasma presenten un conjunt d’estructures citoplasmatiques que
constitueixen un citoesquelet similar al dels organismes eucariotes. En abséncia de paret
cel-lular, la presencia del citoesquelet dona forma a les cel-lules i ofereix un punt de
suport per a la maquinaria responsable del moviment dels micoplasmes. L’arquitectura
del citoesquelet ha estat extensivament estudiada a M. pneumoniae (Hegermann et al.,

2002), un patogen huma estretament relacionat amb M. genitalium. Basant-nos en
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estudis ultraestructurals, podem dividir els diferents elements que conformen el
citoesquelet de M. pneumoniae en tres grups (Figura I-3). En primer lloc, destaca la
preséncia d’una estructura allargada i complexa que produeix I’extensié de la membrana
citoplasmatica en un dels pols de la c¢l-lula. En conjunt, la prolongacié de la membrana
i els diferents elements estructurals que I’originen es denomina organel-la terminal.
Com veurem més endavant, I’organel-la terminal constitueix un element funcional clau
de la biologia dels micoplasmes. En segon lloc, trobem una estructura periférica que
envolta el citoplasma i que esta associada de manera directa a la superficie interna de la
membrana plasmatica. Aquesta capa constitueix un veritable punt d’ancoratge tant de
proteines transmembrana com de la resta d’estructures citoplasmatiques. Finalment,
trobem un seguit de fibres que s’entrecreuen al citoplasma de la cel-lula formant una

malla.

Figura I-3. Esquema d’una secci6 longitudinal d’una cel-lula de M. pneumoniae (Mayer 2003).

Des de fa temps, se sap que el tractament de les cél-lules de M. pneumoniae amb el
detergent no ionic Tritd6 X-100 permet 1’aillament d’un complex proteic altament

organitzat que roman a la fracci6 insoluble (Gobel et al., 1981). L’analisi de la fraccio
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insoluble al Trit6 X-100 ha permés identificar la major part de les proteines que
conformen el citoesquelet de M. pneumoniae (Regula et al., 2001). Les dues proteines
més abundants del citoesquelet, la proteina d’estres térmic DnaK i el factor d’elongacio
Tu, presenten la capacitat de formar polimers (Beck et al., 1978). En aquest sentit, la
proteina DnaK forma part d’una superfamilia de proteines que presenten homologia
estructural amb 1’actina (Flaherty et al., 1991; Itoh et al., 1999). Per altra banda, el
factor d’elongaci6 Tu és un element basic per a la formacid del citoesquelet de
nombrosos organismes procariotes (Mayer 2003) i habitualment esta present en una
quantitat de copies per cél-lula 4 o 5 vegades superior a la necessaria per interaccionar
amb els ribosomes (Mayer et al., 2002). Formant part de la fracci6 insoluble al Trito X-
100 també trobem nombroses lipoproteines, proteines relacionades amb el metabolisme
energetic (gliceraldehid-3-fosfat deshidrogenasa, lactat deshidrogenasa o subunitats a i
B de la piruvat deshidrogenasa) i proteines relacionades amb la divisi6 cel-lular com
I’FtsZ. Es interessant destacar que la proteina FtsZ presenta una estructura
macromolecular similar a la de la tubulina, I’element estructural dels microtubuls
(Erickson et al., 1996; Lowe et al., 1998). Finalment, formen part del citoesquelet un
grup de proteines estructurals, aparentment exclusives dels micoplasmes, la majoria de

les quals estan associades al manteniment de la capacitat de citadheréncia (Taula I-2).

La majoria de les proteines estructurals de M. pneumoniae associades a la citadheréncia
son riques en prolina i estan forforilades (Proft et al., 1996; Su et al., 2007). Per altra
banda, moltes d’aquestes proteines estructurals presenten regions amb homologia de
seqiliencia amb proteines estructurals de mamifers. La proteina accessoria de citadheréncia
HMW?2 per exemple, presenta regions homologues a la miosina (Krause et al., 1997),

mentre que la proteina P65 1 les proteines accessories de citadheréencia HMW1 i HMW3,
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Taula I-2. Proteines estructurals de M. pneumoniae i M. genitalium.

M. pneumoniae ORFs/Proteines homologues
Proteina ORF de M. genitalium
HMW1' MPN447 MG312
HMW2 MPN310 MG218
HMW3 MPN452 MG317
P200 MPNS567 MG386
P65 MPN309 MG217
P41 MPN311 MG218.1
P30 MPN453 MG318 (P32)
P1 MPN141 MG191 (P140)
B/C? MPN142 MG192 (P110)

' L’acronim HMW fa referéncia a “high molecular weight” protein.
* El complex B/C, constituit per les proteines P90 i P40, s’origina com a conseqiiéncia del processament

de 1’Orf6 a nivell post-traduccional (Sperker et al., 1991; Layh-Schmitt et al., 1992).

presenten seqiiéncies repetides internes similars a [’espectrina, una proteina de
membrana present en organismes eucariotes (Krause 1996; Krause, 1998). Aquesta
similitud molecular és especialment interessant perque en processos infecciosos podria
originar una resposta autoimmunitaria de 1’hoste. Cal destacar que la majoria dels gens
que codifiquen per les proteines estructurals accessories de citadheréncia de M.
pneumoniae i M. genitalium es troben formant operons (Waldo et al., 1999;

Musatovova et al., 2003).

L’organel-la terminal dels micoplasmes

Diverses espécies de Mycoplasma presenten una prolongacié de la membrana en un dels
pols de la c¢l'lula. A M. pneumoniae, M. genitalium i M. gallisepticum, aquesta
prolongaci6 es denomina organella terminal i representa el maxim exponent del

citoesquelet d’aquests microorganismes. L’organel-la terminal és una estructura
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especialitzada en les funcions de motilitat i d’adhesié cel-lular. Recentment, la
ultraestructura de 1’organel-la terminal de M. pneumoniae ha estat analitzada en
profunditat mitjangant criotomografia electronica (Henderson et al., 2006; Seybert et al.,
2006). Altres micoplasmes com ara Mycoplasma mobile també presenten prolongacions
de la membrana analogues a I’organel-la terminal pero, fins fa poc, la ultraestructura i la

composicié d’aquestes no ha comengat a ser estudiada (Nakane et al., 2007).

Figura I-4. Reconstruccié de I’eix electrodens de I’organel-la terminal de M. pneumoniae obtinguda a
partir de diferents imatges de criotomografia electronica. Sis components estructurals diferents han estat
acolorits per facilitar la interpretacid de les diferents vistes que es presenten. A, vista lateral; B, vista

superior i C, vista inferior (Henderson et al., 2006).

La major part de I’organel-la terminal de M. pneumoniae esta formada per un eix central
electrodens que constitueix la columna vertebral d’aquesta estructura (Figura 1-4). L’eix
electrodens esta format per dues varetes paral-leles independents i esta envoltat per una

regi6 electrolucida que el separa de la membrana citoplasmatica. Les imatges de
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criotomografia electronica obtingudes han permés demostrar que la vareta inferior
(Figura I-4, components 1 1 2) és més llarga i gruixuda que la vareta superior (Figura 1-4,
components 3 1 4). Tot i que les dues varetes estan clarament separades, s’observen
diferents punts de contacte entre elles. Els components 2 i 3 d’ambdues varetes estan
lleugerament inclinats respecte els components 1 i 4, generant una curvatura a la regio
més proximal de l’eix electrodens. Per altra banda, la regié més distal de 1’eix
electrodens presenta un engruiximent que es coneix com a botd terminal. El boto
terminal consta de dos noduls independents (components 5 i 6) perd intimament
relacionats. El nodul més proximal (component 5) esta en contacte amb el component 1
de la vareta inferior mentre que el nodul més distal esta connectat a la membrana
citoplasmatica per mitja d’un conjunt de proteines globulars discretes (Henderson et al.,
2006). La regi6 més proximal de I’eix electrodens sembla separada de la resta de la

cel-lula per un material lleugerament electrodens amb forma de roda (Figura I-3).

La complexa arquitectura del citoesquelet present a 1’organel-la terminal planteja
I’ambicios repte d’assignar cadascun dels components ultraestructurals identificats a
proteines especifiques. Malauradament, la mida reduida de les cél-lules de micoplasma
constitueix un obstacle important a I’hora de determinar amb precisié la localitzacio
cel-lular d’una proteina concreta. Per aquest motiu, els estudis realitzats fins el moment
en aquesta direcci6 només han permes determinar si una proteina es localitza a
I’organel-la terminal o no, o si aquesta es localitza a la regi6 distal, central o proximal
de I’organel‘la terminal (Figura I-5). Les dues técniques més utilitzades per analitzar la
localitzacié cel-lular de les proteines de micoplasma sén la visualitzacio de proteines
marcades amb fluorescéncia mitjangant microscopia de contrast de fase i

immunomicroscopia electronica (“immunogold”).
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HMW1 -
P41 . =
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> P30

Figura I-5. Diagrames esquematics mostrant la localitzacié majoritaria de determinades proteines a

I’organel‘la terminal de M. pneumoniae (veure Krause et al., 2004 per més informacio).

Segons estudis realitzats a M. pneumoniae, les proteines P41 i P200 es localitzen a la
base de I’organel-la terminal (Kenri et al., 2004; Jordan et al., 2007). Tot i aix0, no s’ha
pogut determinar si aquestes dues proteines formen part de la regié més proximal del
propi eix electrodens o de I’estructura circular que el separa de la cél-lula. Un estudi
recent ha demostrat que les organel-les terminals dels mutants defectius per a la proteina
P41 sovint se separen del cos de la cel-lula i es continuen desplagant amb independéncia
d’aquest al voltant d’uns 30 minuts. Per una banda, aquests resultats indiquen que la
proteina P41 és responsable de 1’ancoratge de 1’eix electrodens a la cel-lula (Hasselbring
et al., 2007). Per altra banda, el fenotip dels mutants defectius per la proteina P41
demostra que I’organel-la terminal és responsable de la motilitat de les cel-lules de M.
pneumoniae. Les proteines HMW1 i HMW?2 en canvi, es localitzen a la regi6 central de
I’organel-la terminal i son les principals responsables de la formaci6 de 1’eix electrodens
(Seto et al., 2003; Kenri et al., 2004). La proteina HMW3 es concentra a la regié més

distal de I’organel-la terminal, tot i que una part de la poblacié d’aquesta proteina també
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es localitza a la regio central d’aquesta estructura (Stevens et al., 1992; Seto et al.,
2003). Els mutants de M. pneumoniae per les proteines HMW1 i HMW2 perden
completament la capacitat de citadheréncia (Hahn et al., 1998; Krause et al., 1997)
mentre que els mutants HMW3 presenten una capacitat de citadheréncia intermedia
(Willby et al., 2002). Aquests resultats posen de manifest la importancia de I’organel-la

terminal per a 1’adhesio de les cel-lules de micoplasma a la cel-lula hoste.

Altres proteines de M. pneumoniae en general implicades en el manteniment de la
capacitat de citadheréncia, també presenten una distribuci6 polar a la cel-lula (Figura I-
5). En aquest sentit, les proteines P30 i P65 es localitzen a la regid6 més distal de
I’organel-la terminal, mentre que les proteines P1, P90 i P40 es troben distribuides al
llarg de tota aquesta estructura (Seto et al., 2003). Els assaigs de proteolisi limitada duts
a terme en diferents estudis indiquen que aquestes proteines presenten regions
exposades a la superficie de la membrana citoplasmatica (Krause et al., 2004). La
localitzacié a 1’organel-la terminal de totes aquestes proteines de superficie és essencial
per al manteniment de la capacitat de citadheréncia de les cél-lules de M. pneumoniae
(Baseman et al., 1982b; Hahn et al., 1998). Cal tenir present perd, que moltes espécies
de Mycoplasma no disposen d’organel-la terminal ni de cap estructura polar
diferenciada (Dybvig et al., 1996), fet que no impedeix que aquests microorganismes
s’adhereixin a la superficie de les c¢l-lules diana de I’hoste (Spencer et al., 2002). En
canvi, totes les espécies mobils de Mycoplasma identificades fins el moment disposen
d’organel-la terminal o d’una prolongaci6 de la membrana analoga a aquesta estructura.
Aquestes observacions indiquen que la funci6 principal de 1’organel-la terminal sembla

estretament relacionada amb la motilitat de les cel-lules de micoplasma.
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Els estudis realitzats a M. pneumoniae indiquen que el procés de formacid de
I’organel-la terminal és extremadament complex i jerarquic (Krause et al., 2004). Les
dades obtingudes suggereixen que les diferents proteines estructurals s’incorporen a
I’organel-la terminal de manera seqliencial. La comprensi6 del procés de
desenvolupament d’aquesta estructura passa per determinar 1’ordre en el qual
s’incorpora cada proteina a nivell individual. Amb freqiiéncia, s’observa que les
mutacions en gens que codifiquen per alguna de les proteines de 1’organel-la terminal,
afecten a I’estabilitat d’altres proteines d’aquesta estructura. Molt probablement, aixo es
conseqiiencia que 1’assemblatge incorrecte d’una estructura concreta de 1’organel-la
terminal dificulta o impedeix 1’assemblatge de tots els elements que hi estan vinculats
de manera directa. Aquesta circumstancia condueix a la degradaci6 prematura de les
proteines que no han pogut incorporar-se al citoesquelet, un fet molt habitual entre les

proteines que formen part d’estructures d’ordre superior.

La motilitat dels micoplasmes

Diverses espécies de Mycoplasma presenten la capacitat de desplagar-se sobre

superficies solides per mitja d’un mecanisme poc conegut (Taula I-3). En aquest sentit,

Taula 1-3. Velocitat de desplagament d’algunes espécies mobils de Mycoplasma.

Espécie de Velocitat de
Mycoplasma desplagcament (um s™)
M. mobile 1,5-4,6 (a)
M. pulmonis 0,4-0,7 (a)
M. pneumoniae 0,336 (b)
M. genitalium 0,152 - 0,163 (c)
M. gallisepticum Ry 0,131 (b)
M. penetrans GTU-54-6AT 0,595 (d)
M. penetrans HF-2 0,050 (d)
M. testudinis 2,971 (d)

(a) Rosengarten et al., 1987; (b) Hatchel et al., 2006; (c) Aquest estudi; (d) Balish MF, 16¢ congrés [OM.
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els micoplasmes no presenten ni flagels ni pili, les dues estructures bacterianes
responsables de la motilitat de la majoria de microorganismes mobils. Alternativament,
els micoplasmes disposen d’estructures polars diferenciades on es concentra la
magquinaria responsable del moviment (Hasselbring et al., 2007; Miyata et al., 2002).
Totes les especies mobils de Mycoplasma identificades fins el moment es desplacen en

la mateixa direccio i sentit de la prolongacié de la membrana.

El fet que les cél-lules de micoplasma hagin d’adherir-se a una superficie solida per
desplagar-se, suggereix que les maquinaries d’adhesié i de motilitat podrien estar
relacionades. Aquesta situacid explicaria perque la majoria de proteines implicades en
el manteniment de la capacitat de la citadheréncia com la P1 o el complex B/C, es
localitzen de manera practicament exclusiva a 1’organel-la terminal, 1’estructura
responsable del moviment. En aquest sentit, la major part dels gens de micoplasma
implicats inequivocament en el mecanisme de motilitat contribueixen paral-lelament al
manteniment de la capacitat d’adhesi6 de les cél-lules. Aquest és el cas de les proteines
P1, P30, HMW1 i complex B/C de M. pneumoniae o de les proteines Gli521, G1i349 i
Gli123 de M. mobile (Seto et al., 2005a; Hasselbring et al., 2005; Hasselbring et al.,

2006b; Seto et al., 2005b; Uenoyama et al., 2004; Uenoyama et al., 2005b).

Les cél-lules de M. mobile presenten una velocitat de desplagament relativament elevada
en comparaci6é amb la resta de micoplasmes mobils. Aquest fet ha despertat un enorme
interés pel mecanisme de motilitat d’aquest microorganisme. La capacitat de
desplagament de les cel-lules de M. mobile sembla estar relacionada amb la preséncia
d’unes estructures allargades d’uns 50 nm de longitud que uneixen la membrana

cellular del micoplasma amb la superficie d’adhesio (Miyata et al., 2004). Aquestes
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petites protrusions, denominades espines, es localitzen principalment a la regié més
proximal de la prolongacié de la membrana i a la part del cos cel-lular més proper a

aquesta prolongaci6 (Figura 1-6).

'_E:s'pi-h és_~

Figura 1-6. C¢llula individual de M. mobile en la qual s’observa la preséncia d’unes estructures
allargades denominades espines que es localitzen a la regi6 més proximal de la prolongacié de la

membrana i a la part del cos cel-lular més proper a aquesta estructura (Miyata et al., 2004).

Els estudis que s’han dut a terme suggereixen que cada espina correspon a una molécula
individual de la proteina Gli349 (Adan-Kubo et al., 2006). Les imatges de microscopia
electronica de molecules de Gli349 aillades mostren que aquesta proteina presenta dues
regions flexibles que li permeten adoptar diferents conformacions estructurals (Figura
I-7). En base a les diferents conformacions de la proteina Gli349 observades, s’ha
elaborat un model segons el qual les cél-lules de M. mobile serien propulsades per
molécules individuals de Gli349 que actuarien com si fossin veritables cames. Segons
aquest model, el moviment de les cél-lules de M. mobile constaria de 4 etapes diferents:
adhesio de la proteina Gli349 a la superficie solida, canvi de conformacié de la proteina
Gli349 que generaria el cop de forga responsable del moviment, alliberament de la

proteina Gli349 de la superficie d’adhesi6 i recuperacio de la conformacié original. Un
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Membrana

Regio flexible

Figura I-7. Morfologia de la proteina Gli349 de M. mobile (Adan-Kubo et al., 2006). (A) Imatges de
microscopia electronica de transmissié de molécules aillades de la proteina Gli349 i representaciod
esquematica de les diferents formes observades. La barra correspon a una longitud de 100 nm. (B)
Representacid d’una molécula de Gli349 ancorada a la membrana d’una cél-lula de micoplasma per
I’extrem N-terminal i adherida en una superficie solida per I’extrem C-terminal. Paral-lelament, es mostra
una molécula de la proteina Gli521 en contacte amb 1’extrem N-terminal de la proteina Gli349. S’indica
també la preseéncia a la seqiiencia d’aminoacids de la proteina Gli349 de 18 repeticions diferents del
motiu YXXXXXGF (lletres a I’interior de la proteina). Les molecules de Gli349 presenten tres regions

rigides (R1, R2, R3) separades entre elles per dues regions flexibles (indicades amb cercles).

treball recent, suggereix que la motilitat de les cél-lules de M. mobile in vivo podria
tenir lloc com a conseqiiéncia de 1’adhesid/alliberament de la proteina Gli349 a residus
d’acid sialic de la superficie de la cél-lula (Nagai et al., 2006). Paral-lelament, altres
estudis indiquen que els canvis de conformacié de la proteina Gli349 podrien estar
induits per la proteina Gli521 (Seto et al., 2005a) i que el procés de motilitat consumeix
energia en forma d’ATP (Jaffe et al., 2004a; Uenoyama et al., 2005a). Cal destacar que
les proteines de motilitat de M. mobile Gli521, Gli349 i Gli123, es troben agrupades

formant un opero (Seto et al., 2005b).

Per altra banda, les cél-lules de M. pneumoniae i M. genitalium no presenten espines ni

disposen dels gens homolegs als que codifiquen per les proteines Gli349, Gli521 1 Gli123
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(Himmelreich et al., 1997; Fraser et al., 1995). Aquesta situacid obre les portes a la
possibilitat que aquests dos micoplasmes es desplacin mitjangant un mecanisme de
motilitat diferent al de M. mobile (Jaffe et al., 2004b). En aquest sentit, les imatges de
criotomografia electronica mostren que els components 1 i 4 de les dues varetes de I’eix
electrodens de M. pneumoniae (Figura I-4) estan segmentats transversalment
(Henderson et al., 2006), un fet que podria permetre la contraccid/distensié de

I’organel-la terminal d’aquests microorganismes (Figura I-8).
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Figura 1-8. Imatges de criotomografia electronica de 1’organel-la terminal de M. pneumoniae, posant de
manifest I’existéncia d’estries a I’eix electrodens amb capacitat per adoptar diferents conformacions

(Henderson et al., 2006).

Segons aix0, 1’organel-la terminal podria donar lloc a un tipus de desplagament amb
algunes caracteristiques similars al moviment dels cucs. Tot i que encara queda un llarg
cami per recorrer abans de poder determinar si el desplacament de les cel-lules de M.
pneumoniae i M. genitalium s’origina realment com a conseqiiéncia de la contraccid/
distensié de ’organel-la terminal, la proposta de models de motilitat com aquest €és

necessaria per tal de dissenyar experiments que permetin avaluar la seva viabilitat.
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Divisio cel-lular dels micoplasmes

Les imatges de microscopia electronica indiquen que les cel-lules de micoplasma es
divideixen per fissio binaria (Freundt 1969). La divisio cel-lular dels micoplasmes que
disposen d’organel-la terminal (OT) va precedida per la duplicaci6é d’aquesta estructura
(Bredt 1968). L’organel-la terminal nova es desenvolupa al costat de I’organel-la
terminal preexistent i posteriorment migra fins al pol oposat de la cél-lula (Figura I-9A).
El fet que I’organel-la terminal nova es desenvolupi al costat de 1’organel-la terminal
preexistent suggereix que alguna proteina de 1’organel-la terminal actua com a marcador
espacial del punt de formaci6 de I’organel-la terminal nova. En aquest sentit, la proteina
P41 de M. pneumoniae sembla implicada en el control de la localitzacio de les

organel-les terminals noves (Hasselbring et al., 2007).

Estudis recents realitzats a M. pneumoniae indiquen que l’organel-la terminal es
desenvolupa de novo (Hasselbring et al., 2006a). Paral-lelament, aquests mateixos
autors han demostrat que la motilitat de les cél-lules de M. pneumoniae esta coordinada
amb el procés de duplicacio de I’organella terminal (Hasselbring et al., 2006a). En
aquest sentit, les cél-lules de M. pneumoniae s’aturen coincidint amb I’inici de la
formaci6 d’una organel-la terminal nova. Aquest fet suggereix que 1’organel-la terminal
preexistent perd la capacitat de desplagar-se mentre es duplica. Paral-lelament, la
migracid de I’organel-la terminal nova fins al pol oposat de la cél-lula coincideix amb la
restauracié de la capacitat de desplagament de I’organel-la terminal preexistent,
suggerint que el propi mecanisme de motilitat és responsable de la migracio de les
organel-les terminals acabades de formar. La migraci6é de ’organel-la terminal nova té
lloc perque aquesta adquireix la capacitat d’adhesi6 a superficies poc després de formar-

se, ¢és a dir, al costat de ’organel-la terminal preexistent. En canvi, sembla que les
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organel-les terminals noves no son mobils per si mateixes fins que no arriben al pol

oposat de la cel-lula.

Tradicionalment, es pensava que els micoplasmes només formaven una sola organel-la
terminal abans de I’inici de la citocinesi (Figura I-9A; Seto et al., 2001).
Sorprenentment pero, un treball recent ha demostrat que nombroses cél-lules de la soca
salvatge de M. pneumoniae presenten més d’una organel-la terminal, indicant que les
cel-lules d’aquest microorganisme poden iniciar diversos cicles de duplicacié de

I’organel-la abans que es produeixi la citocinesi (Figura I-9B; Hasselbring et al., 2006a).
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Figura 1-9. Models de duplicaci6 de I’organel-la terminal durant el cicle cel-lular de M. pneumoniae. (A)
Model segons el qual I’organel-la terminal es duplica una sola vegada abans de la citocinesi (Seto et al.,
2001). (B) Model actualitzat segons el qual I’organel‘la terminal es duplica diverses vegades abans de la

citocinesi (Hasselbring et al., 2006a).

De la mateixa manera, altres estudis indiquen que la replicacié de I’ADN podria estar
coordinada amb la duplicacié/migracié de 1’organel-la terminal. Aquesta hipotesi es
basa en experiments que han permes correlacionar el contingut d’ADN de les cél-lules

de M. pneumoniae amb el nombre i la localitzaci6 de les organelles terminals
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d’aquestes cel-lules (Seto et al., 2001). Els resultats obtinguts indiquen que el contingut
d’ADN de les cél-lules amb dues organel-les terminals és superior al de les cél-lules amb
una sola organel-la terminal. De la mateixa manera, el contingut maxim d’ADN a les
cel-lules amb dues organel-les terminals s’observa just abans de 1’inici de la citocinesi,

¢s a dir, un cop ha finalitzat el procés de migracié de I’organel-la terminal nova.

En conjunt, sembla doncs que els micoplasmes disposen d’elements reguladors que
permeten coordinar la motilitat, la duplicacié de 1’organel-la terminal i la replicacié de
I’ADN. L’existéncia d’aquests sistemes de regulacié ens indica que la complexitat
d’aquests microorganismes pot ser superior a la que podria esperar-se prenent com a
referéncia la mida reduida dels seus genomes. La identificaci6 de les proteines que
constitueixen els sistemes de regulacid representa una de les linies de recerca més

prometedores dins el camp de la micoplasmologia.
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Els objectius que s’han plantejat per aquest treball de tesi son:

1. Estudiar i descriure les caracteristiques del moviment de les cél-lules de M.

genitalium.

2. Desenvolupar un metode que permeti aillar mutants de M. genitalium deficients en

motilitat.

3. Alllar i caracteritzar mutants de M. genitalium deficients en motilitat que no presentin

deficiéncies d’adhesio.

4. Aillar i caracteritzar mutants de M. genitalium deficients en motilitat i amb

deficiencies d’adhesio.

5. Estudiar i descriure les caracteristiques de I’organel-la terminal de M. genitalium.

6. Determinar la possible relacié dels gens de motilitat identificats amb I’organitzacio

de I’organel-la terminal.

7. Determinar o proposar I’origen de les deficiencies de motilitat en cadascun dels

mutants aillats.

35



11 - OBJECTIUS

36



Ill - RESULTATS | DISCUSSIO

111 - RESULTATS I DISCUSSIO

Capitol 1

Identificacid de gens de M. genitalium implicats en motilitat pero

no en adhesio cel-lular.
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INTRODUCCIO

L’any 1995, “The Institute of Genome Research” (Maryland, USA) va fer pablica la
sequiencia del genoma de M. genitalium (Fraser et al., 1995). Més de deu anys després
d’aquesta fita, encara existeixen més de 100 gens d’aquest microorganisme amb una
funcié desconeguda. En aquest sentit, la identificacio dels gens implicats en els
mecanismes de viruléncia de M. genitalium, entre els quals trobem els gens

responsables de la motilitat, constitueix una linia de recerca de gran interes.

El cultiu de bacteris mobils inclosos en medis d’agar tou o medis semisolids permet
demostrar la capacitat de desplacament de les seves cél-lules i constitueix una técnica
d’ds habitual per a la identificacio i I’aillament de mutants deficients en motilitat (DM).
La preséncia de I’agar al voltant de les cél-lules possibilita el moviment d’aquestes pero
alhora restringeix la seva capacitat de desplagament. Estudis previs han demostrat que
les cél-lules de M. mobile incloses en agar tou desenvolupen colonies disperses i amb un
gran nombre de microcolonies satél-lit (Miyata et al., 2000). Aquesta morfologia de
colonia reflecteix la capacitat de les cel-lules de M. mobile per desplacar-se. El cultiu de
cel-lules de M. mobile incloses en agar tou ha fet possible I’aillament de mutants DM

que desenvolupen colonies compactes i sense satel-lits (Miyata et al., 2000).

Malauradament, aquest sistema de cultiu no permet identificar mutants DM de M.
genitalium, molt probablement com a conseqiencia de la baixa taxa de motilitat de les
seves cel-lules. Tot i aix0, no podem descartar que aquesta limitacio sigui conseqiiencia
del mecanisme particular de motilitat que presenten les cél-lules de M. genitalium.
Alternativament, hem observat que el contacte de les cel-lules d’aquest microorganisme

amb una superficie solida durant el desenvolupament de la colonia afavoreix el seu
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moviment i en consequiéncia les colonies resultants presenten nombrosos satel-lits
(Figura I11-1A). Aixi doncs, I’addicié d’agar tou sobre cel-lules previament adherides a
la superficie plastica d’una placa de cultiu permet demostrar la motilitat de la soca
salvatge de M. genitalium i proporciona una eina per a la identificacio i I’aillament de

mutants DM.

Figura Il1-1. Morfologia de les colonies desenvolupades per cél-lules de la soca salvatge de M.
genitalium i de diferents mutants DM en medi SP-4 semisolid. (A) Soca salvatge, (B) clon 12, (C) clon 5,

(D) clon 15i (E) clon 1. Totes les imatges es mostren als mateixos augments.

L’ aplicacié del sistema de cultiu desenvolupat en aquest treball, ens ha permes
identificar i aillar amb éxit diferents mutants DM de M. genitalium. Cal recordar que
amb anterioritat a la realitzacié d’aquest estudi, tots els gens de motilitat identificats als
micoplasmes també estaven vinculats al manteniment de la capacitat d’adhesid
(Hasselbring et al., 2005; Hasselbring et al., 2006b; Seto et al., 2005a; Seto et al.,
2005b; Uenoyama et al., 2004; Uenoyama et al., 2005b). Ates que la nostra tecnica de
cultiu requereix I’adhesio previa de les cél-lules de micoplasma a una superficie solida,
els mutants DM aillats en aquest estudi demostren I’existencia de gens implicats en la

motilitat dels micoplasmes que no formen part de la maquinaria de citadheréncia.
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RESULTATS

Aillament de mutants DM generats per la insercid del transposé MTnTetM438 al

enoma
Mitjancant un assaig de mutageénesi per transposo, es va generar una bateria de mutants
a I’atzar de M. genitalium. Es va utilitzar I’'MTnTetM438, un minitransposé derivat del
Tn4001 que confereix resisténcia a tetraciclina i déna lloc a insercions estables al
genoma de M. genitalium (Pich et al., 2006b). Les cél-lules transformants resultants van
ser seleccionades en presencia de tetraciclina i cultivades en medi semisolid tal i com
s’ha descrit al paragraf anterior. L agar tou utilitzat s’obté afegint agarosa de baix punt
de fusio al 0,5% al medi SP-4. La majoria de les colonies obtingudes presentaven
nombrosos microsatel-lits (Figura I11-1A). Ara bé, entre les 12000 colonies analitzades,
se’n van poder identificar i recuperar de I’agar vint-i-cinc amb una morfologia compacta
i sense microcolonies satel-lit (Figura I11-1B-E), dues caracteristiques propies dels
mutants amb un fenotip DM. La fragilitat dels medis semisolids i la dificultat que
comporta recuperar colonies desenvolupades sota I’agar tou dificulta I’aillament de
soques pures. Per aquest motiu, les vint-i-cinc soques recuperades van ser propagades
en medi liquid, filtrades per porus de 0,22 um i recultivades en medi semisolid. Aquest
pas va permetre confirmar la puresa de divuit de les soques obtingudes. La resta de
soques presentaven alguna colonia dispersa i amb satél-lits un cop recultivades i, en

conseqiiéncia, van ser descartades.

Identificacio del punt d’insercio del minitranspos6 al genoma dels mutants DM

El punt d’insercié de I’MTnTetM438 al genoma dels divuit mutants DM seleccionats es
va identificar per mitja de la sequenciacié de la regié del cromosoma que flanqueja al

minitransposo en aquests mutants. Per dur a terme la reaccid de seqiienciacio es van
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Taula I11-1. Punt d’insercié de I’'MTnTetM438 al genoma dels divuit mutants DM aillats.

Mutant DM Punt d’insercié Gen interromput
clonl 485097 - mg386
clon2 238166 + mg200
clon 3 486787 + mg386
clon 4 486455 + mg386
clon5 487458 + mg386
clon7 486623 + mg386
clon9 486784 - mg386
clon 10 485775 - mg386
clon 12 237771 + mg200
clon 13 486789 + mg386
clon 14 485771 + mg386
clon 15 486716 - mg386
clon 16 486081 - mg386
clon 17 484239 - mg386
clon 22 485307 - mg386
clon 23 488029 + mg386
clon 24 486492 + mg386
clon 25 486323 + mg386

El simbol (+) o (-) indica I’orientacio al genoma de I’MTnTetM438 respecte al gen interromput.

utilitzar els encebadors Tc upstream i Tc downstream (descrits a la seccié VII
corresponent als Procediments Experimentals) presents al minitranspos6. Setze
insercions de I’MTnTetM438 van produir-se a la regio codificant del gen mg386, mentre
que les dues insercions restants van tenir lloc dins la regio codificant del gen mg200

(Taula I11-1; Figura 111-2).

13
3

10 2524 9

122 14 16 4 715 5 23 12 2
A A 4 VVWW_ v vV Vv )

mg386 mg200

Figura I11-2. Representacié esquematica de la localitzacid del minitransposé MTnTetM438 a la regio
codificant dels gens (A) mg386, bases 484702-489552 del genoma de M. genitalium, i (B) mg200, bases
237346-239151 del genoma de M. genitalium. Els triangles buits denoten la insercid6 de més d’un

minitransposé en aquella regi6.
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Els diferents mutants obtinguts presentaven les dues orientacions possibles del
minitransposé al genoma i una distribucio aleatoria d’aquest. Tot i aixi, es va observar

una regi6 d’insercio preferent entre les bases 486784 - 486789 del genoma.

Perfil proteic dels mutants mg200 i mg386°

Mitjancant SDS-PAGE es va comparar el perfil proteic de les diferents soques DM amb
el de la soca salvatge. Es va observar I’abséncia d’una banda a I’algada de 87 kDa
(Figura 111-3A) als mutants que presentaven la insercié del minitransposé a la regid
codificant del gen mg200 (mutants mg2007). Aquesta banda es va retallar del gel de
poliacrilamida al carril corresponent a la soca salvatge, es va digerir amb tripsina i es va
analitzar per espectrometria de masses. Basant-nos en I’empremta peptidica obtinguda i
utilitzant el programa MASCOT, la banda retallada es va identificar com la proteina
MG200. La massa molecular aparent de I’'MG200 observada als gels d’SDS-PAGE era
superior a la massa molecular tedrica esperada per aquesta proteina (68,5 kDa).
Mitjancant transferencia de tipus Western utilitzant anticossos monoclonals obtinguts
contra I’MG200, es va confirmar I’abséncia d’aquesta proteina als mutants mg200°

(Figura 111-3B).

Pel que fa al perfil proteic dels mutants que presentaven la insercié del transposo a la
regié codificant del gen mg386 (mutants mg386°), es va observar la desaparicid de la
banda amb la mobilitat electroforetica més reduida de M. genitalium (Figura 111-3C).
Agquesta banda es va identificar com la proteina MG386 pel mateix métode descrit
anteriorment. Paral-lelament, es va observar I’aparicié d’una banda nova i amb una
mobilitat electroforética reduida a cadascun dels mutants mg386°. La massa molecular

aparent de les bandes noves es correlacionava amb la migracio electroforetica esperada
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pels diferents fragments truncats de la proteina MG386 als diferents mutants mg386°
(Figura 111-3C). L’espectrometria de masses va confirmar que aquestes bandes
corresponien a fragments truncats d’MG386. Igual que en el cas de I’'MG200, la massa
molecular aparent de la proteina MG386 i dels seus fragments truncats també era
superior a la seva massa molecular esperada. La migracio electroforética de proteines
per sobre de la seva massa molecular teorica és frequent en proteines de micoplasma
riques en residus de prolina (Dirksen et al., 1996; Ogle et al., 1992; Proft et al., 1995;
Proft et al., 1996). En aquest sentit, la presencia de regions riques en prolina a les
proteines MG200 i MG386 justifica la seva migracid electroforética anomala i
evidencia la preséncia de caracteristiques comunes en la seva seqliéncia d’aminoacids.
A part de les diferéncies ja esmentades, no es va observar cap altra alteracio del perfil

proteic dels mutants mg386™ 0 mg200° respecte al de la soca salvatge.

1 2 1 2 8
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220 kDa R 220 kDa —
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_‘ —
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Figura I11-3. ldentificaci6é de les proteines MG200 i MG386. (A) Perfil proteic per SDS-PAGE de la

soca salvatge (carril 1) i del clon 12 dels mutants mg200 (carril 2). (B) Transferéncia de tipus Western

d’un extracte de proteina total de la soca salvatge (carril 1) i del clon 12 dels mutants mg200° (carril 2)
utilitzant anticossos monoclonals contra la proteina MG200. (C) Perfil proteic per SDS-PAGEs de la soca
salvatge (carril 1) i dels clons 1 (carril 2), 22 (carril 3), 10 (carril 4), 16 (carril 5), 24 (carril 6), 13 (carril 7)
i 5 (carril 8) dels mutants mg386°. Les fletxes indiquen les bandes corresponents a les proteines MG200 i

MG386 o els seus fragments truncats.
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Caracteritzacio dels mutants mg200° i mg386°

Morfologia de la colonia. Les colonies dels diferents mutants DM crescuts en medi SP-

4 semisolid eren més petites que les de la soca salvatge. Les colonies derivades dels
mutants mg200° presentaven una superficie d’aspecte rugés i granulat (Figura I11-1B).
En canvi, les colonies derivades dels mutants mg386~ eren brillants i molt compactes
(Figura I11-1C-E). Les colonies derivades dels clons 1 i 22 dels mutants mg386°
presentaven alguna microcolonia satél-lit (Figura I11-1E), indicant que les cél-lules
d’aquests mutants conservaven una certa capacitat de desplacament. S’ha de tenir
present que no totes les interrupcions d’un gen per la insercié d’un transposo tenen com
a resultat la inactivacié completa de la funci6 del gen interromput. A partir de dades
experimentals obtingudes en diferents estudis, s’han establert uns criteris teorics que
permeten estimar la probabilitat que un gen sigui inactivat 0 no com a conseqiiencia de
la insercio d’un transposd (Hutchison et al., 1999; Glass et al., 2006). Segons aquests
criteris, la insercid del transposé a I’extrem 3’ de la regi6 codificant del gen mg386 als
clons 1 i 22 és compatible amb el manteniment d’una certa activitat d’aquest gen. Molt
probablement, aquest fet és conseqiiéncia que el producte polipeptidic esperat pel gen
mg386 en aquests dos mutants, conserva mes del 80% de la sequéncia de la proteina
MG386 original. Malgrat aix0, la morfologia de les colonies indica que la capacitat de
desplagament de les cel-lules d’aquests dos mutants és molt reduida. Els estudis
cinematografics realitzats posteriorment confirmen que totes les soques aillades en

aquest treball, incloent els clons 1 i 22 dels mutants mg386°, presenten un fenotip DM.

Microcinematografia. La motilitat de les soques DM i de la soca salvatge es va estudiar

en profunditat mitjancant microcinematografia. Tal i com s’havia observat amb

anterioritat en altres micoplasmes (Radestock et al., 1977), la majoria de les cél-lules de
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la soca salvatge de M. genitalium presenten un moviment circular. Es va observar també
que la motilitat de la poblaci6 en conjunt és superior quan les mostres presenten una
elevada concentracié de cel-lules, suggerint I’existéncia d’algun factor estimulant del
moviment secretat per les propies cél-lules de M. genitalium. A diferéncia d’altres
micoplasmes, els breus periodes de repos durant els quals les cel-lules romanen
immobils sén molt poc fregiients a M. genitalium. En part, aixo pot ser conseqliéncia de
la menor viscositat del medi de cultiu utilitzat en el nostre estudi per analitzar les
caracteristiques del moviment del les cél-lules. L’estudi de la motilitat en d’altres
espécies de micoplasma requereix I’addicié de gelatina al 3% al medi de cultiu per tal
d’evitar que les cel-lules es desenganxin durant I’analisi. La preséncia de gelatina al
medi de cultiu pero, modifica parametres importants del moviment dels micoplasmes
(Radestock et al., 1977). Per una banda, una major viscositat del medi augmenta la
durada dels periodes de repos, un fet que pot alterar I’estimacié del nombre de cél-lules
immobils en periodes d’observacid curts. Per altra banda, un medi viscés redueix
notablement la velocitat de les cél-lules. Per aquest motiu, sembla que les cél-lules de M.
genitalium ofereixen un model idoni per a I’estudi de les caracteristiques del moviment

dels micoplasmes.

A efectes quantitatius, el 94,6% de les cél-lules de la soca salvatge eren mobils durant el
periode d’analisi. El 74,1% de les cél-lules mobils descrivien un moviment circular,
mentre que el 25,9% restant es movia sense cap orientacio definida (Figura 111-4D).
D’ara en endavant, ens referirem al moviment sense cap orientacid definida com a
moviment erratic. La mitjana de les velocitats de les cel-lules mobils de la soca salvatge
era de 0,163 + 0,007 um s™. En canvi, tan sols el 4,8% de les cél-lules del clon 12 dels

mutants mg200” es van moure durant el periode d’observacio (Figura I11-4A), amb una
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Figura I11-4. Estudis cinematografics de la soca salvatge i dels mutants DM. A la part superior de la
figura es mostren les representacions esquematiques de les trajectories descrites per cel-lules del clon 12
dels mutants mg200™ (A), dels clons 5 (B) i 1 (C) dels mutants mg386° i de la soca salvatge (D), durant 2
min. Les trajectories s’obtenen marcant la posicié de cada cél-lula durant 61 fotogrames consecutius,
equivalents a 2 min d’observacio. 1, cél-lules amb moviment erratic; 2, cel-lules amb moviment circular;
3, cél-lules immobils; X, cel-lules amb moviment similar al Brownia. A la part inferior es mostren les

distribucions de les velocitats dels mateixos mutants DM.

mitjana de les velocitats de 0,013 + 0,001 um s™. De la mateixa manera, només el
20,7% de les cel-lules del clon 5 dels mutants mg386™ es van moure durant el periode
d’analisi. ElI 32,8% de les cel-lules mobils d’aquest mutant descrivien moviments
circulars o erratics similars als descrits per la soca salvatge (Figura 111-4B) mentre que
el 67,2% restant exhibia un moviment circular molt rapid. Les caracteristiques d’aquest
darrer moviment ens van fer pensar que es tractava d’un moviment de tipus Brownia,
caracteristic de totes les particules en suspensio en fluids i que no requereix per tant de

I’existéncia d’un sistema especific de motilitat. Per aquesta rao, els micoplasmes que
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presentaven aquest tipus de moviment no van ser considerats per determinar la mitjana
de les velocitats de les cél-lules d’aquest mutant (0,048 + 0,004 um s). La proporcié de
cel-lules mobils al clon 1 dels mutants mg386° era superior a la del clon 5 dels mutants
mg386° (47,3%). EI 43,8% de les cél-lules mobils d’aquest mutant exhibien moviments
circulars o erratics (Figura 111-4C) amb una mitjana de les velocitats de 0,047 + 0,004
um s, El 46,2% restant de cél-lules mobils descrivien un moviment similar al Brownia.
Cal destacar que tant els mutants mg200™ com els mutants mg386™ presentaven un grau
elevat d’agregacio i que moltes de les cel-lules estaven interconnectades per mitja de

filaments.

Figura I11-5. Imatge obtinguda al microscopi de contrast de fase de cel-lules individuals del clon 5 dels
mutants mg386 (A) i de la soca salvatge (B). Les fletxes indiquen els filaments intercel-lulars observats
en tots els mutants DM aillats. Els panells C-D corresponen a fotogrames sequencials separats per un

interval de temps de 34 s i mostren la retraccio d’un filament intercel-lular.

Els filaments observats eren particularment abundants als mutants mg386° (Figura I11-
5A) i eren extraordinariament rars a la soca salvatge (Figura 111-5B). Ocasionalment, es
va observar la retraccié d’aquests filaments en un temps inferior als 2 minuts (Figura
I11-5C-F). La presencia d’aquests filaments sembla ser determinant per a la generacid
del particular moviment Brownia que presenten algunes cel-lules dels mutants mg386°.

Especulativament, podria ser que les cel-lules d’aquests mutants es mantinguessin
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unides a la superficie de la placa de cultiu per mitja dels filaments préviament esmentats
I giressin vigorosament al voltant del punt d’ancoratge. Eventualment, es va observar
que algunes cel-lules que descrivien aquest moviment esdevenien immobils, un fet que
podria coincidir amb el contacte directe i I’adhesi6 d’aquestes cél-lules a la superficie de

la placa de cultiu.

Capacitat d’hemadsorci6. Ates que les soques DM aillades en aquest estudi conserven

la capacitat d’adherir-se a superficies solides, és d’esperar que també mantinguin la seva
capacitat de citadheréncia. La capacitat dels micoplasmes d’unir-se als eritrocits
(hemadsorcid) proporciona un mitja facil per avaluar la capacitat d’adhesio de les
soques de micoplasma. Una analisi qualitativa de la capacitat d’hemadsorcié va
demostrar que els mutants DM aillats presentaven una capacitat de citadherencia
comparable a la de la soca salvatge (Figura I11-6). EI mutant no adherent de classe |

(Mernaugh et al., 1993) va ser utilitzat com a control negatiu de I’experiment.

Figura I11-6. Analisi qualitativa de la capacitat d’hemadsorcié dels mutants DM. (A) mutant mg200°

clon 12, (B) mutant mg386° clon 5, (C) soca salvatge i (D) mutant de classe | (control negatiu).

Complementacio dels mutants mg200 i mg386°

Amb I’objectiu de confirmar que el fenotip DM dels mutants aillats era conseqiiéncia
directa de la inserci6 del transposé als gens mg200 o mg386, els al-lels salvatges
d’aquests dos gens es van amplificar per PCR i es van reintroduir als mutants DM amb

I’ajut d’un minitransposé. En aquest cas es va utilitzar el minitranspos6 MTnGm, també
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derivat del Tn4001 pero que confereix resistencia a gentamicina a les soques
transformants (Pich et al., 2006b). La reintroduccié del gen mg200 salvatge va restaurar
la formacid de satel-lits en medi semisolid i la motilitat al clon 12 dels mutants mg200°.
De la mateixa manera, la reintroducci6 del gen mg386 salvatge va restaurar la formacid
de satel-lits en medi semisolid i la motilitat als clons 1 i 5 dels mutants mg386°. En
canvi, les DM persistien després de la reintroduccié de I’'MTnGm sense els dos gens
anteriors, descartant que fos la remobilitzacio de I’MTnTetM438 preexistent al genoma
dels mutants DM la causa de la restauracié de la motilitat. Posteriorment, la preséncia
de la banda de 87 kDa corresponent a la proteina MG200 als mutants mg200
complementats es va confirmar per transferéncia de tipus Western (Figura I11-7A).
Igualment, la banda corresponent a la proteina MG386 sencera es va identificar per
SDS-PAGE als mutants mg386~ complementats (Figura I11-7B). Aquests resultats

confirmen que els gens mg200 i mg386 son responsables de les DM dels mutants aillats.

A B

1 2 3 1 2 3
| S

220 kDa 220 kDa  ——= e =——

120 kDa 120 kDa e

90 kDa S0kDa

Figura I11-7. Identificacio de les proteines MG200 i MG386 als mutants mg200™ i mg386™ complementats
amb els al-lels salvatges dels gens mg200 i mg386 respectivament. (A) Transferéncia de tipus Western
utilitzant anticossos monoclonals contra la proteina MG200: soca salvatge (carril 1) i mutant mg200™ clon
12 sense complementar (carril 2) i complementat (carril 3). (B) SDS-PAGE al 8% de soca salvatge (carril
1) i del mutant mg386™ clon 5 sense complementar (carril 2) i complementat (carril 3). Les fletxes

indiquen les bandes corresponents a la proteina MG386 o els seus fragments truncats.
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DISCUSSIO

Els micoplasmes presenten la capacitat de desplacar-se per mitja d’un mecanisme poc
conegut. En aquest sentit, els micoplasmes mobils no presenten ni flagels ni pili, les
dues estructures responsables de la motilitat de la majoria de microorganismes. Estudis
comparatius del genoma de diferents micoplasmes amb la d’altres bacteris mobils
confirmen I’abséncia dels gens que conformen les maquinaries de motilitat d’altres
microorganismes més coneguts (Chambaud et al., 2001; Dandekar et al., 2000; Fraser et
al., 1995; Jaffe et al., 2004b; Papazisi et al., 2003). Per aquest motiu, en aquest estudi
ens vam proposar identificar la maquinaria de motilitat de M. genitalium, un patogen
huma emergent i fins ara el microorganisme autoreplicatiu amb el genoma més petit
conegut. Estudis com aquest contribueixen a millorar el coneixement actual de la

biologia dels micoplasmes aixi com dels seus mecanismes de supervivencia in vivo.

En aquest estudi s’ha demostrat que I’adhesié dels micoplasmes a la superficie de les
plaques de cultiu cel-lular afavoreix la motilitat de les cél-lules en medis d’agar tou. En
aquest sentit, la morfologia de les colonies desenvolupades per cél-lules de M.
genitalium cultivades en plaques de cultiu cel-lular i cobertes amb medi SP-4 semisolid
reflecteix la seva capacitat de desplagar-se. Aquest sistema de cultiu ens ha permes
identificar i caracteritzar divuit mutants DM de M. genitalium, basant-nos en I’abséncia
de microcolonies satel-lit. Per altra banda, I’aillament de mutants DM de micoplasma
qgue conserven la seva capacitat d’adhesio a superficies ens ha permés demostrar
I’existéncia d’un conjunt de proteines de motilitat independent de les adhesines o de les
proteines accessories d’adhesid. Els diferents mutants DM aillats presenten insercions
del minitranspos6 MTnTetM438 a les regions codificants dels gens mg386 o mg200.

Sorprén que en cap dels assajos de transposicid globals duts a terme a M. genitalium per
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tal d’identificar els gens prescindibles per al creixement en les condicions de cultiu del
laboratori (Hutchison et al., 1999; Glass et al., 2006), no es trobés cap transposé inserit
en aquests dos gens. En conseqiiéncia, els gens mg200 i mg386 eren considerats fins ara
essencials per al creixement de M. genitalium. L aillament de mutants amb insercions
de transposons en aquests dos gens ens fa pensar que la llista de gens dispensables per
al creixement de M. genitalium en les condicions de cultiu del laboratori podria ser més

llarga que I’obtinguda mitjancant els experiments de mutagénesi global per transposé.

L’observacié directa de cel-lules individuals dels diferents mutants DM aillats va
confirmar la seva limitada capacitat de desplacament. A més, I’observacié de
diferéncies entre els mutants mg200™ i els mutants mg386° a diferents nivells (forma i
textura de la colonia, percentatge de cel-lules immabils, etc.) suggereix que les proteines
MG200 i MG386 duen a terme una funcio diferent en la motilitat de M. genitalium. La
proteina MG200 presenta un domini J al seu extrem N-terminal. Aquest domini, present
a la familia de proteines DnaJ, sembla estar implicat en la modulacié de I’activitat
ATPasa de la xaperona Hsp 70 o DnaK (Hennessy et al., 2000; Walsh et al., 2004).
Dues altres proteines de M. genitalium, I'MGO019 i I’MGO002, presenten dominis J al seu
extrem N-terminal i igual que I’'MG200, presenten una certa homologia amb les
proteines DnaJ al seu extrem C-terminal. Tot i aix0, només el gen mg200 presenta una
regulacio positiva a nivell transcripcional com a resposta a un xoc térmic (Musatovova
et al., 2006). Crida I’atencié que la majoria de proteines DnaJ presenten una longitud
d’uns 300 o 400 aminoacids, una caracteristica compartida per I’MG019 i I’'MGO002. La
proteina MG200 en canvi, presenta una regio central addicional que allarga el polipéptid
fins als 601 aminoacids. Cal dir que la participacio de les xaperones en el mecanisme de

motilitat ja havia estat descrita amb anterioritat en d’altres microorganismes. A
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Escherichia coli per exemple, les xaperones DnaK, Dnal i GrpE son necessaries per a la
sintesi del flagel (Shi et al. 1992). En el cas del bacteri no flagel-lat Myxococcus xanthus,
una proteina homologa a la DnaK és necessaria per dur a terme un dels dos tipus de
moviment que exhibeixen les cél-lules d’aquest microorganisme. En el cas de M.
xanthus el gen que codifica per la xaperona vinculada a la motilitat no esta regulat per
xoc téermic (Yang et al., 1998). Caldra realitzar estudis complementaris per determinar
si la implicacié de la proteina MG200 en el mecanisme de motilitat de M. genitalium té

relacié o no amb la seva participacio en el plegament d’altres proteines de micoplasma.

Per altra banda, la proteina MG386 és homologa a la proteina P200 de M. pneumoniae.
La proteina P200 forma part de la fraccio insoluble al tractament amb Triton X-100, de
la qual formen part la majoria de les proteines del citoesquelet dels micoplasmes (Proft
et al.,, 1996; Regula et al., 2001). Estudis previs indiquen que la proteina P200 es
localitza a la base de I’organel-la terminal de M. pneumoniae (Jordan et al., 2007).
Malgrat aixo, les soques de M. pneumoniae amb mutacions a la proteina P200 no
presenten cap alteracié a ultraestructural de I’organel-la terminal (Jordan et al., 2007).
De la mateixa manera, estudis de microscopia electronica de transmissié dels mutants
mg386~ i mg200 realitzats al nostre laboratori indiquen [I’abséncia d’anomalies
estructurals a I’organel-la terminal d’aquestes soques. Basant-nos en dades derivades de
I’analisi comparativa de gels d’electroforesi bidimensionals, alguns autors han suggerit
que els nivells de la proteina MG386 de M. genitalium augmenten de manera
significativa quan el cultiu arriba a la fase estacionaria de creixement (Wasinger et al.,
2000). Aquest augment dels nivells d’MG386 podria representar una resposta de la
cél-lula a la deplecio de nutrients, dirigit a augmentar la motilitat de la soca salvatge per

tal de buscar unes condicions ambientals més favorables pel creixement. Estudis
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addicionals orientats a determinar I’existéncia d’una correlacié entre els nivells
d’MG386 i el grau de motilitat de les cel-lules de M. genitalium permetrien demostrar la

viabilitat d’aquesta hipotesi.

Mitjangant una analisi comparativa de I’homologia en la seqliéncia d’aminoacids s’ha
identificat la preséncia de proteines homologues a I’'MG200 i I’'MG386 a M.
pneumoniae (proteines MPN119 i MPN567, respectivament) i a M. gallisepticum
(proteines MGA1228 i MGAO0205, respectivament). En canvi, M. pulmonis disposa de
proteines homologues a les tres proteines responsables de la motilitat de M. mobile
(Gli349, Gli521 i Gli123). El fet que M. pneumoniae, M. gallisepticum i M. genitalium
pertanyin a una branca filogenética diferent a M. mobile i M. pulmonis (Maniloff, 2002)
suggereix que el mecanisme de motilitat ha evolucionat dues vegades de manera
independent als micoplasmes (Jaffe et al., 2004b). Com a caracteristica general, les
cél-lules de les tres espécies de Mycoplasma amb proteines homologues a I’'MG200 i
I’MG386 exhibeixen una velocitat de desplacament baixa, mentre que les cél-lules de
les dues espécies amb proteines homologues a Gli349, Gli521 i Glil23 presenten una

velocitat de desplagcament elevada.

MG200 169 WEALVGDTRYGYFDETGDWSWK-GYFDEQGKWY 200
MG386 165 WY IFVGDRKYGFWKNH-TWVWL-GYFDQLQRWN 195
MG386 223 WRPLVGNPNYGFVQNN-TWIWK-GFFDKKLNWI 253
MG386 859 WELLIGNSNYGHYEPSGEWVWA-GYFDDNQIWT 890
MG386 903 YTDLIGDEIYGRYRNKGEWIWY-GYYDETGEWY 934
MG386 954 WEQLIGNEDYGYYEDN-EWKWYDGEFDSEGNWL 985
MG312 94 YLKYVGNPDYGSYDENGEWVWS-GYFENDQ-WI 124
Consens W—LVGN—YG-Y---GEW-W-—GYFD----W-

Figura 111-8. Alineament de les seqiiéncies d’aminoacids corresponents a les caixes EAGRs de les
proteines MG200, MG386 i MG312 de M. genitalium mitjancant el programa CLUSTAL W 1.8. La
seqliencia consens s’ha obtingut identificant els aminoacids que es conserven en quatre 0 més de les

sequiencies alineades.
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Les proteines MG200 i MG386 presenten dominis rics en prolina i en residus acids
(dominis APR), i caixes riques en glicina i en residus aromatics (caixes EAGR; Balish
et al., 2001). Les caixes EAGR (Figura 111-8) sén exclusives de les proteines MG200,
MG386 i MG312 de M. genitalium, i les seves proteines homologues a M. pneumoniae i
M. gallisepticum (Figura 111-9). La presencia d’una caixa EAGR a la proteina MG312,
una proteina accessoria de citadherencia homologa a la proteina HMW1 de M.
pneumoniae, suggereix la implicacié d’aquesta proteina en el mecanisme de motilitat de
M. genitalium. La participacio de I’'MG312 en la motilitat i la contribucid de les caixes

EAGR en aquest procés ha estat demostrada recentment al nostre laboratori (Burgos et

al., 2007).
MG200 NI 77— T m—— 601 Caixa EAGR
MPN119 [ [ 87 | 11 O [MMm— 910
CICT il[7) N 1 A 0 1] ]
MGA1228 % I 1 18 R B 1 1157 200 aminoacids
Domini J Domini APR
MG386 [ |77y i i T OO OO T 27070 1616
MPN567 TrImr o Wi — T 11877 S | iz 1036
MGAQ0205 I /N7 B 11 7 | /B Wl I SRR 018117 W17/ i w7 i 7 | ] 1942
h Domini APR "
MG312 ! 0 111117 e I ] Mimmr——— 1139
MPN447 ! 00 11177 o T ICT ] 1 Mmmromr———— 1018
mn f ? I 1 77/ 5 7 1[0 N 11976
Domini APR g

Figura I11-9. Representacid esquematica dels alineaments de seqiiencia de les proteines MG200, MG386
i MG312 de M. genitalium amb les seves proteines homologues de M. pneumoniae i M. gallisepticum.
L’ alineament s’ha obtingut utilitzant el programa MACAW (Schuler et al., 1991) i posteriorment s’ha
modificat manualment per introduir les caixes EAGR. Les linies verticals corresponen a aminoacids

conservats (matriu Blosum-62).

Diverses proteines del citoesquelet dels micoplasmes (HMW1, HMW3, P65, P200)

presenten dominis APR. Nombroses proteines d’organismes eucariotes presenten
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dominis rics en prolina que semblen estar implicats en les interaccions proteina-proteina
(Kay et al., 2000). Cal destacar el paper particular que presenten algunes proteines amb
dominis rics en prolina en la regulacié de la polimeritzacié d’actina a les protrusions
locals de la membrana, un paper intimament relacionat amb la motilitat cel-lular (Holt et
al., 2001). La relacio existent entre les proteines amb dominis rics en prolina i la
motilitat cel-lular és interessant, si tenim en compte que alguns estudis de microscopia
suggereixen I’existencia de petites protrusions de la membrana al voltant de I’organel-la
terminal de M. pneumoniae (Baseman et al., 1982b; Shimizu et al., 2002). A més, la
motilitat dels micoplasmes es pot inhibir afegint citocalasina B (Maniloff et al., 1979),
una droga que impedeix la polimeritzacié dels monomers d’actina. L’existencia d’una
proteina amb caracteristiques similars a I’actina ha estat descrita amb anterioritat a M.
pneumoniae (Gobel et al., 1981; Mayer, 2003; Rosenbusch et al., 1976), tot i que no ha
pogut ser identificada. Aquesta proteina podria ser la DnaK, un proteina de la
superfamilia de les actines amb capacitat per formar polimers i que constitueix una de
les proteines més abundants dels citoesquelet de M. pneumoniae (Flaherty et al., 1991,
Regula et al., 2001). L’homologia de I’'MG200 amb les xaperones DnaJ, les quals
funcionen de manera coordinada amb les xaperones DnaK, obre un camp d’estudi forca
atractiu pel que fa a la possible participacié de microfilaments i la propia proteina DnaK
en la motilitat dels micoplasmes. La possibilitat que el moviment dels micoplasmes
presenti caracteristiques similars al moviment de les cél-lules eucariotes, fa encara més
interessant I’estudi de la maquinaria de motilitat d’aquests microorganismes tant des

d’un punt de vista genétic com bioquimic.

Finalment, cal comentar que amb posterioritat a la publicacié d’aquest treball (Pich et

al., 2006a) ha aparegut publicat un estudi en el qual es descriu la identificacié de gens
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de M. pneumoniae vinculats a la motilitat d’aquest microorganisme (Hasselbring et al.,
2006b). L’aillament de quaranta-set mutants DM de M. pneumoniae ha permes
identificar trenta-dos gens implicats en motilitat, entre els quals trobem un gran nombre
de transportadors de membrana i de proteines implicades en metabolisme. Hem de tenir
present que la participacié de tots aquests gens en la motilitat de M. pneumoniae és
només provisional, ates que no s’han dut a terme els corresponents assaigs de
complementacid. Sorprenentment pero, els dos gens de M. pneumoniae homolegs a
I’mg200 i I’mg386 no formen part de la llista de gens de motilitat identificats. Tot i aixo,
els autors fan referéncia a I’existéncia d’experiments addicionals realitzats al seu
laboratori que demostren que aquests dos gens efectivament formen part de la
maquinaria de motilitat de M. pneumoniae. L’any 2007, aquests autors han confirmat la
implicacio de la proteina P200 de M. pneumoniae (MPN567) en la motilitat d’aquest
microorganisme aixi com el paper de la motilitat en el procés de colonitzacio de

I’epitel-li bronquial diferenciat (Jordan et al., 2007).
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Capitol 2

Mutacions en dos gens implicats en la formacid de ’organel-la

terminal afecten a la motilitat i a I’adhesié de M. genitalium.
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INTRODUCCIO

M. genitalium i M. pneumoniae so6n dos patogens humans estretament relacionats que
disposen d’organel-la terminal, una estructura molt complexa que es desenvolupa per
mitja d’un procés altament jerarquic i poc conegut. Les dues especies de Mycoplasma
comparteixen una organitzacié geénica similar i presenten adhesines i proteines
accessories de citadheréncia homologues (Dallo et al., 1989; Reddy et al., 1995). Al
llarg de gairebé vint anys, I’aillament i la caracteritzaciéo de mutants de M. pneumoniae
en gens relacionats amb 1’adhesié ha permés identificar bona part dels components de
I’organel-la terminal d’aquest micoplasma (Krause et al., 2004). La proteina HMW?2 per
exemple, sembla ser un dels elements majoritaris de 1’eix central electrodens que
constitueix la columna vertebral de I’organella terminal (Balish et al., 2003b). Els
polimers d’HMW3 en canvi, envolten ’eix electrodens i el botd terminal seguint un
patr6 lineal, contribuint a 1’estabilitzaciéo d’aquestes dues estructures (Krause et al.,
1996). Malauradament, el paper de les diferents proteines de M. genitalium en la
formacié 1 1’organitzaci6 de I’organella terminal ha estat molt menys estudiat.
Recentment pero, el nostre laboratori ha demostrat que la preséncia de les proteines
P140 i P110 és necessaria per al desenvolupament de ’organel-la terminal de M.
genitalium (Burgos et al., 2006). Aquest fet posa de manifest I’existéncia de diferéncies
entre les dues espécies de Mycoplasma, atés que 1’abséncia de les adhesines de M.
pneumoniae homologues a la P140 i la P110 no sembla impedir la formacié de
d’aquesta estructura (Seto et al., 2003). Dos factors independents han dificultat 1’estudi
de l’organel-la terminal i el de la maquinaria de citadheréncia en general a M.
genitalium. Per una banda, els experiments realitzats per aillar mutants no adherents de
M. genitalium generats per la insercid d’un transposé al genoma, no han permés

recuperar cap mutant en el qual el gen responsable del fenotip codifiqui per alguna de
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les proteines accessories de citadheréncia (Reddy et al., 1996). Per altra banda,
I’elevada freqiiencia d’aparicio espontania dels mutants no adherents denominats de
classe I 1 de classe II (Mernaugh et al., 1993) dificulta el procés d’aillament de mutants
hemadsorcid negatius i compromet la caracteritzacio dels mutants aillats. Atés que
I’organel-la terminal té un paper central en la motilitat dels micoplasmes, 1’aillament de
mutants per als diferents components que conformen aquesta estructura podria ajudar a
comprendre el mecanisme de motilitat subjacent. En aquest estudi es descriu 1’aillament
i la caracteritzaci6 de mutants de M. genitalium en dos gens implicats en la formacié de
I’organel-la terminal. Els canvis morfologics 1 ultraestructurals observats a 1’organel-la
terminal dels diferents mutants aillats, justifiquen les deficiéncies en motilitat i en

adhesio presents en aquestes soques.

RESULTATS

Aillament de mutants DM generats per la insercio del transposo MTnTetM438 al

enoma
Igual que en I’anterior estudi, es va obtenir una bateria de mutants de M. genitalium
electroporant cel-lules de la soca salvatge en preséncia del minitransposé MTnTetM438
(Pich et al., 2006b). Les cel-lules electroporades es van deixar adsorbir a la superficie
plastica de diferents plaques de cultiu cel'lular i es van cobrir amb medi SP-4
complementat amb agarosa de baix punt de fusio al 0,5%. En aquest cas pero, els rentats
amb PBS es van ometre per tal de retenir els mutants amb alguna deficiéncia d’adhesio
(DA). Es van identificar i recuperar de I’agar quaranta colonies amb una morfologia
compacta, un fet compatible amb la preséncia de DM. Atés que els mutants sense DA
també¢ es poden aillar mitjangant aquest protocol, en primer lloc es van identificar per

SDS-PAGE o transferéncia de tipus Western els mutants amb transposons inserits als

62



IV - RESULTATS I DISCUSSIO

gens mg200 i mg386, extensivament analitzats en 1’anterior estudi. Del total de quaranta
mutants aillats, vint-i-dos no expressaven les proteines MG386 o MG200 i en
conseqiiéncia van ser descartats. Experiments posteriors van mostrar que sis dels divuit

mutants restants no eren soques pures i en conseqiiéncia també van ser descartats.

Identificacio del punt d’inserciéo del minitransposo al genoma dels mutants DM

El punt d’insercié de I’'MTnTetM438 al genoma dels dotze mutants DM restants es va
determinar per mitja de la seqilienciaci6é de la regio del cromosoma que flanqueja al
minitransposd (Taula IV-1, Figura IV-1). Set dels mutants aillats presentaven
I’MTnTetM438 inserit a la regié codificant del gen mg218 (mutants mg218"). Quatre
dels mutants aillats presentaven el minitranspos6 inserit a la regié codificant del gen
mg317 (mutants mg317"). Finalment, un mutant presentava el minitransposo inserit a la
regid codificant del gen mgl92 (mutant mgl192"). Les reaccions de seqiienciacié van
permetre determinar que la seqliencia CTTTTT, corresponent a les bases 228969 a
228984 del genoma, s’havia duplicat en aquest darrer mutant i apareixia als dos extrems

del punt d’insercié de ’'MTnTetM438. El mutant mg192” presenta unes caracteristiques

Taula IV-1. Punt d’inserci6é de ’MTnTetM438 al genoma dels dotze mutants DM aillats.

Mutant DM Punt d’insercié . Gen Proteil}.a truncada (aa)/ Massa molecular
interromput proteina sencera (aa) esperada
clon 1 396783 - mg317 213/599 24,4 kDa
clon 3 261568 + mg218 797/ 1805 95,0 kDa
clon 4 259188 - mg218 3/1805 -
clon 5 396582 - mg317 280 /599 31,8 kDa
clon 6 261575 + mg218 799 /1805 95,3 kDa
clon 7 228984 - mg192 1026 /1053 111,7 kDa
clon9 396712 + mg317 2377599 26,9 kDa
clon 11 261142 + mg218 655 /1805 78,5 kDa
clon 12 260913 + mg218 577 /1805 69,0 kDa
clon 13 261124 + mg218 648 / 1805 77,7 kDa
clon 15 396348 - mg317 358/599 40,7 kDa
clon 16 259895 + mg218 239 /1805 28,5 kDa

El simbol (+) o (-) indica I’orientacio al genoma de I’MTnTetM438 respecte al gen interromput.
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4 16 121311 3 6

mg217 (p65) mg218 (hmw2) mg218.1 (p41)
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mg312 (hmw1) mg317 (hmw3) mg318 (p30)

Figura IV-1. Representacio esquematica de la localitzacié de ’'MTnTetM438 a la regio codificant del
gens mg218 de I’operd p65 (A; Musatovova et al., 2003) i del gen mg317 de 1’oper6 hmw (B; Waldo et
al., 1999). En color gris es mostren els gens de rellevancia dins de cada operd. Entre paréntesi s’indiquen

els gens homolegs a M. pneumoniae. El gen mg218.1 també ha estat anotat com a mg491.

fenotipiques molt diferents a la de la resta de mutants DM aillats en aquest estudi i sera

analitzat de manera independent al capitol 3 d’aquest treball de tesi.

Morfologia de les colonies dels mutants mg218 i mg317”

Les cél-lules dels clons 4 1 16 dels mutants mg218 cultivades en medi SP-4 semisolid
formaven colonies compactes i brillants que generalment apareixien fragmentades
(Figura 1V-2A). Les cel-lules d’aquests dos mutants DM exhibien una capacitat
d’adhesi6 als flascons de cultiu cel-lular molt baixa. En canvi, les cél-lules de tots els
clons mg317 1 mg218 restants formaven colonies amb superficies rugoses i1 d’aspecte
granulat al centre (Figura IV-2B). Les colonies d’aquestes ultims clons presentaven
alguna microcolonia satel-lit, indicant que les cél-lules d’aquests mutants conservaven
un cert grau de motilitat. Les cél-lules d’aquests nou mutants DM s’adherien forca bé
als flascons de cultiu cel-lular. Aixi doncs, les dues morfologies de colonia observades
entre els onze mutants DM objecte d’estudi semblen reflectir 1’efecte de la insercid del

transposo sobre la capacitat d’adhesio a superficies. Per aquest motiu, els diferents clons
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dels mutants mg218” es van separar en dos grups: mutants mg218” amb una DA severa
(clons 4 1 16) i mutants mg218 amb una DA moderada (clons 3, 6, 11, 12 i 13). Tots els

clons dels mutants mg317" aillats en aquest estudi presentaven una DA moderada.

Figura IV-2. Morfologia de les colonies desenvolupades en medi semisolid per cél-lules del clon 4 dels
mutants mg218 amb una DA severa (A), del clon 11 dels mutants mg218 amb una DA moderada (B) i

de la soca salvatge (C).

Motilitat dels mutants mg218 i mg317

La motilitat de la soca salvatge i dels mutants mg218 i mg317 es va analitzar
quantitativament per microcinematografia (Taula IV-2). Un 93,8% de les c¢l-lules de la
soca salvatge es van moure durant el periode d’observacid, amb una mitjana de les
velocitats de 0,152 um s'. Aquests valors son similars als descrits al capitol anterior. En
canvi, les cel-lules dels mutants mg317" 1 mg218 amb una DA moderada presentaven
una mitjana de les velocitats entre 4 1 5 vegades inferior a la de la soca salvatge. Un
48,3% de la poblacié dels mutants mg317" es van moure durant 1’analisi mentre que el
percentatge de cel-lules mobils dels mutants mg218 amb una DA moderada era del
43,9%. Cal destacar que les cel-lules dels mutants mg317 i mg218 amb una DA
moderada rarament es desenganxaven de la superficie de cultiu durant I’analisi. En
canvi, cap de les cél-lules dels mutants mg218  amb una DA severa es va moure durant
el periode d’observacid, malgrat que moltes cel-lules d’aquests mutants es
desenganxaven de la superficie de cultiu. Aquests resultats indiquen que la insercio de

I’MTnTetM438 a la regi6é codificant dels gens mg218 o mg31l7 déna lloc tant a
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deficiéncies de motilitat com a deficiéncies d’adhesid. Paral-lelament, es va detectar la
preséncia a tots els mutants DM de nombrosos filaments similars als descrits amb
anterioritat pels mutants mg386 (Pich et al., 2006a). Aquests filaments es trobaven
connectant cél-lules independents perd també apareixien en cél-lules aillades (veure
Figura IV-5 d’aquest mateix capitol). Més endavant discutirem el possible origen

d’aquests filaments als mutants DM.

Taula I'V-2. Sumari dels fenotips dels mutants analitzats en aquest estudi.

Soca Mitjana de velocitats Rang de mitjanes Cél'lules Capacitat
(ums™") £ EE de velocitats * mobils (%) d’hemadsorcié "
Salvatge 0,152 + 0,007 - 93,8 100
mg218 amb DA 0,034 £ 0,004 0,033 - 0,037 43,9 46,5
moderada
mg317 0,032 + 0,004 0,031 -0,034 48,3 62,4
mg218 amb DA _
severa / Amg218 0 0 193
Amgl91 SD - SD 10,8

& Valor maxim i minim de les mitjanes de les velocitats obtingudes entre els diferents clons del mateix

mutant; ® % respecte a la soca salvatge; SD, Sense determinar; EE, Error estandard

Construccio del plasmidi pAmg218. assaig de transformacio i analisi dels mutants

Amb D’objectiu de determinar de manera clara I’efecte de la pérdua de la proteina
MG218 a M. genitalium, ens vam proposar obtenir mutants defectius per delecio del gen
mg218. Amb aquest objectiu, es va dissenyar i1 construir el plasmidi suicida pAmg218
(Figura IV-3) que incorpora el marcador de seleccio tetM438 a la regio flanquejant del
gen mg218 al genoma (Pich et al., 2006b). Com a resultat d’una doble recombinacio
entre el plasmidi pAmg218 i el genoma de M. genitalium, les bases 43 a 5376 del gen
mg218 (98,5% de la regidé codificant) son substituides pel marcador tetM438.
L’eficiéncia de transformacio de I’experiment va ser de 4x10”, un valor comparable a

I’obtingut anteriorment durant la construcci6 dels mutants Amgl91 1 Amgl192 (Burgos
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et al., 2006). La preséncia de la delecidé esperada a les diferents soques resistents a
tetraciclina aillades es va analitzar per transferéncia de tipus Southern. L’ADN genomic
de la soca salvatge i1 de vuit soques resistents a tetraciclina va ser digerit amb AcC65I,
separat per electroforesi, transferit a una membrana de nil6 i hibridat amb una sonda de
0,8 kb producte de la digestio del plasmidi pAmg218 amb BamHI-Apal. Durant el
revelat, es va observar I’aparicié d’una banda de 2,2 kb als vuit mutants analitzats
(Figura IV-3). La presencia d’aquesta banda unica de 2,2 kb, clarament diferent a la
banda de 10,9 kb detectada a la soca salvatge, només és compatible amb la delecid

esperada del gen mg218 en aquests mutants, denominats a partir d’ara mutants Amg218.

12 3 4 5 6 7 8WT

10.9 kb—» i
2.2 kb
AccB5I AccB5l  Acc5l 2.2 kb —p — -
RA RP |
Tc  Sonda
RA mg218 RP

Figura 1V-3. Representacio esquematica dels processos de recombinacid entre el plasmidi pAmg218 i el
genoma de M. genitalium que permeten obtenir els mutants Amg218, i analisi dels mutants Amg218 per

transferéncia de tipus Southern. RA, regi6 anterior; RP, regid posterior.

Perfil proteic dels mutants

El perfil proteic dels diferents mutants DM obtinguts en aquest estudi va ser analitzat
per SDS-PAGE (Figura IV-4A) i transferéncia de tipus Western, utilitzant anticossos
contra la proteina MG218 de M. genitalium (Figura IV-4B), HMW3 de M. pneumoniae

(Figura IV-4C) o HMW1 i P41 de M. pneumoniae (Figura IV-4D). Com calia esperar,
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tots els mutants mg218 i Amg218 no presentaven la banda de 220 kDa (Figura I'V-

4A i B) préviament identificada com la proteina MG218 (Dhandayuthapani et al., 1999).

A MW WT A8 o6 o5 B
<— MG386 MW  WT ¢16 c¢12 ¢13 ¢c11 ¢c3 c6 A8 c5
x MG312 — j—
220 kDa| S f— & V&% 1708 kDa
—_ e 44— P140 -
= — <+— T <
= P110 —_ - o)
100 kDa s <« MG317 789kDa . Q
gy J— )
—
47.2 kDa
— e —— —
— . s ——
= r——
50 kDa 3 : g -
— =-
= — — D
MW  WT ¢16 ¢12 ¢c13 ¢11 ¢3 c6 A8 «cb
170.8 kD
C c1 ¢c9 c5 ¢15 A8¢c16 c12 ¢13 c11 c3 c6 WT MW a [ =
9]
= @
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Figura IV-4. Perfil proteic de la soca salvatge i dels diferents mutants obtinguts en aquest estudi. SDS-
PAGE al 8% (A) i transferéncies de tipus Western utilitzant anticossos monoclonals contra la proteina
MG218 de M. genitalium (B), anticossos policlonals contra la proteina HMW3 de M. pneumoniae (C) o

anticossos policlonals contra les proteines HMW1 i P41 de M. pneumoniae (D).

Tot 1 aix0, I’anticos monoclonal obtingut contra la proteina MG218 va demostrar la
presencia de fragments truncats N-terminals de la proteina MG218 als mutants mg218”
amb una DA moderada (Figura IV-4B). A més, la banda préviament identificada com la
proteina MG312 (Svenstrup et al., 2006), homologa a la proteina HMW1 de M.
pneumoniae, no va poder ser detectada ni als mutants Amg218 ni al clon 4 dels mutants
mg218 amb una DA severa (Figura IV-4A i D). De la mateixa manera, tant els
mutants Amg218 com el clon 4 dels mutants mg218" amb una DA severa presentaven

nivells molt reduits de la proteina MG317, homologa a la proteina HMW3 de M.
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pneumoniae (Figura IV-4C). Els clons 16 i 12 dels mutants mg218 també exhibien
nivells d’MG312 i d’MG317 clarament inferiors als de la soca salvatge (Figura IV-4C i
D). Aquests resultats suggereixen que les proteines MG312 i MG317 son estables quan
la proteina MG218 truncada conserva la regié compresa entre els aminoacids 577-648
(Taula IV-1). Com calia esperar, els mutants mg317 no presentaven la banda
corresponent a la proteina MG317 (Figura IV-4A i C), tot i que en aquest cas no es va
detectar la preséncia de fragments truncats d’aquesta proteina. La banda corresponent a
la proteina MG317 als gels d’SDS-PAGE es va identificar mitjangant espectrometria de
masses pel mateix procediment utilitzat anteriorment (Pich et al., 2006a). Cal destacar
que tots els mutants obtinguts en aquest estudi presenten nivells reduits de les proteines
MG386, P140 i P110. L’estabilitat de la proteina MG386 sembla estar lligada a
I’expressio de P140 i P110 a nivells propers als de la soca salvatge (Burgos et al., 2006),

suggerint I’existéncia d’algun tipus d’interaccid entre aquestes tres proteines.

Paral-lelament, es va investigar la preséncia d’efectes polars a nivell traduccional
derivats de la insercio de I’'MTnTetM438 al genoma dels mutants DM. Atés que la
terminaci6 de la transcripcid als micoplasmes sembla ser independent del factor rho, la
presencia d’efectes polars a nivell transcripcional estd, en principi, descartada. A dos
parells de bases de I’extrem 3’ del gen mg218 a I’operd p65 trobem el gen mg218.1
(Figura IV-1A). La proteina MG218.1, homologa a la proteina P41 de M. pneumoniae,
va ser detectada tant als mutants mg218 com als mutants Amg218 mitjangant
transferéncia de tipus Western (Figura IV-4D). Aquest fet descarta la presencia
d’efectes polars a nivell traduccional als gens de I’operd p65 en aquests mutants. De la
mateixa manera, a quaranta parells de bases de 1’extrem 3’ del gen mg317 a I’operd

hmw trobem el gen mg316 (Figura IV-1B). Aquest gen codifica per una proteina amb
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homologia a les proteines ComEC/Rec2. Tot i que la funci6 de la proteina MG316 a M.
genitalium és desconeguda, les proteines ComEC/Rec2 son necessaries per a la
internalitzaci6 d’ADN en d’altres bacteris (Draskovic et al., 2005). Estudis previs
realitzats al nostre laboratori (Lluch-Senar et al., 2007) indiquen que la longitud de la
regid intergenica que separa els gens mg316 i mg317 és massa gran com per permetre
I’acoblament de la traduccid de la proteina MG316 al de la proteina MG317. Per aquest
motiu, no s’espera que la insercid del transpos6 MTnTetM438 al gen mg317 tingui

conseqiiéncies sobre la traduccid del gen mg316 als mutants mg317".

Capacitat d’hemadsorcio dels mutants

La capacitat d’hemadsorcié dels diferents mutants aillats en aquest estudi va ser
analitzada de manera quantitativa. Paral-lelament, tamb¢ es va avaluar quantitativament
la capacitat d’hemadsorcié de la soca salvatge i dels mutants no adherents Amgl91
(Burgos et al., 2006). Els mutants mg317 i els mutants mg218" amb una DA moderada
mostraven una capacitat d’hemadsorcié al voltant d’un 50% respecte a la de la soca
salvatge (Taula IV-2). Com ja hem comentat anteriorment, les cel-lules d’aquests
mutants creixen principalment adherides a la superficie dels flascons de cultiu cel-lular.
En canvi, la capacitat d’hemadsorci6 dels mutants Amg218 i mg218" amb una DA
severa no arribava al 20% respecte a la de la soca salvatge i en conseqiliéncia les

cel-lules d’aquests mutants creixen majoritariament en suspensio.

Cal destacar que totes les dades derivades de la caracteritzacié dels mutants mg218
amb una DA severa obtingudes en aquest estudi son comparables a les dels mutants
Amg218. Aixi doncs, per tal de simplificar la presentaci6 i la discussio dels resultats, a

partir d’aquest moment només es mostraran les dades referents als mutants Amg218.
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Morfologia cel-lular

Com es pot observar a la Figura IV-5A, les cellules de la soca salvatge de M.
genitalium visualitzades per microscopia electronica de rastreig tenen forma de pera,

com a conseqiiéncia de la preséncia de I’organel-la terminal en un dels pols de la cél-lula.

Figura IV-5. Imatges de microscopia electronica de rastreig de la soca salvatge (A), el clon 6 dels
mutants mg218  amb una DA moderada (B), el clon 5 dels mutants mg317 (C) i el clon 8 dels mutants
Amg218 (D i E). Les fletxes assenyalen el coll que separa el cos cel-lular del botd terminal a la soca

salvatge.

En general, la morfologia de les c¢l-lules dels mutants mg218~ amb una DA moderada
(Figura IV-5B) i la dels mutants mg317 (Figura IV-5C) era similar a la de la soca
salvatge. Tot i aix0, les organel-les terminals d’aquests mutants eren més curtes i més
gruixudes, i el coll estret que separa el cos cel-lular del botd terminal a la soca salvatge
(fletxes, Figura IV-5A) semblava absent. A més, les cel-lules d’aquests mutants

presentaven llargues cues al pol oposat al de I’organel-la terminal. Molt probablement,
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aquestes cues corresponen als filaments observats anteriorment en aquests mutants

durant els estudis microcinematografics.

La major part de la poblacio dels mutants Amg218 es trobava formant grans agregats
(Figura IV-5D 1 E). Entre les cel-lules individuals hi havia cel-lules completament
rodones, similars a les observades préviament als mutants Amgl91 1 Amg192 (Burgos
et al., 2006), i cel-lules més allargades. Cridava I’atencid la preséncia de cossos
cel-lulars entre dues i tres vegades més grans que els de la soca salvatge. La preséncia
d’aquests cossos cel-lulars grans suggereix 1’existéncia de deficiéncies greus en el

mecanisme de divisi6 cel-lular als mutants Amg218.

Ultraestructura de I’organel-la terminal

L’organel-la terminal de les cel-lules de la soca salvatge i dels mutants DM va ser
analitzada amb detall mitjangant microscopia electronica de transmissio. En primer lloc,
en aquest estudi hem pogut observar que 1’estructura general de I’organel-la terminal de
M. genitalium (Figura IV-6A) és comparable a la descrita recentment a M. pneumoniae

(Figura IV-6B) per criotomografia electronica (Henderson et al., 2006).

Figura IV-6. Estructura general de 1’organel-la terminal de M. genitalium. (A) organel-la terminal de M.
genitalium visualitzada per microscopia electronica de transmissio. (B) Representacié esquematica de
Porganel'la terminal de M. pneumoniae on s’indica la preséncia de diferents components
macromoleculars (Henderson et al., 2006). (C) Seccio transversal de 1’eix electrodens de M. pneumoniae

mostrant la preséncia de dues varetes independents (Henderson et al., 2006).
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Les organel-les terminals de la soca salvatge presentaven un eix electrodens d’uns 214 +
7 nm de longitud amb una curvatura caracteristica a 1’extrem més proximal (Figura IV-
7A). Algunes vistes suggerien 1’origen de dues varetes independents a la base de
I’organel-la terminal (indicades amb els nimeros 1 i 2 a la Figura IV-7B) que s’unien
més amunt per formar un unic eix electrodens. L’existéncia de dues varetes
independents (Figura IV-6C) ja havia estat descrita préviament durant I’analisi de
I’organel‘la terminal de M. pneumoniae (Henderson et al., 2006). A més, s’intuia la
preséncia d’un material lleugerament electrodens que separava el citoplasma de la part
proximal de I’eix electrodens (fletxes, Figura IV-7). Per altra banda, I’engruiximent
present a la regi6 distal de 1’eix electrodens, conegut com a botd terminal, era clarament
visible. Cal destacar que alguns talls tranversals propers al botd terminal van posar de
manifest la preséncia d’unes particules globulars discretes altament electrodenses
(asterisc, Figura IV-7C). Aquestes particules podrien correspondre a unes proteines
globulars recentment identificades a M. pneumoniae (Henderson et al., 2006) que es
localitzen entre la superficie intracel-lular de la membrana plasmatica i el botd terminal

(component C, Figura IV-6B).

Figura IV-7. Imatges de microscopia electronica de transmissié de la soca salvatge. Les fletxes
assenyalen la preséncia d’un material lleugerament electrodens que separa el citoplasma de la part
proximal de I’eix electrodens. L’origen de dues varetes diferents a la base de 1’organel-la terminal s’indica
amb els numeros 1 i 2. L’asterisc posa de manifest la preséncia de particules globulars electrodenses

discretes en alguns talls transversals del boto terminal.
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Les cél-lules dels mutants mg218 amb una DA moderada presentaven organel-les
terminals més curtes (138 + 10 nm) que les de la soca salvatge (Figura IV-8). Tant el
botd terminal com les particules globulars discretes altament electrodenses eren presents

a les preparacions d’aquests mutants.

Figura I'V-8. Imatges de microscopia electronica de transmissié del clon 6 dels mutants mg218~ amb una

DA moderada.

En canvi, les particules globulars electrodenses no van poder ser identificades a les
preparacions dels mutants mg317° i el botd terminal era absent o en tot cas, molt menys
aparent que a la soca salvatge (Figura IV-9). Sovint, la regi6 distal de I’eix electrodens
apareixia separada de la membrana plasmatica (fletxa, Figura IV-9). Sorprenentment, es
va observar que algunes céllules dels mutants mg317 presentaven una estructura
electrodensa inclosa al citoplasma i no associada a cap prolongacié de la membrana.
Creiem que aquestes estructures podrien correspondre a veritables eixos electrodensos
lliures al citoplasma. En aquest sentit, les cel-lules que presentaven una estructura
electrodensa lliure al citoplasma mai no presentaven un eix electrodens estandard. De la
mateixa manera, no es va observar cap estructura electrodensa lliure al citoplasma en
aquelles c¢l-lules que presentaven un eix electrodens estandard. Aquest fet suggereix
que la regid distal de ’eix electrodens no esta estretament unida a la superficie interna

de la membrana plasmatica als mutants mg317".
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Figura IV-9. Imatges de microscopia electronica de transmissio del clon 5 dels mutants mg317 en les

quals s’indica la preséncia d’eixos electrodensos lliures al citoplasma.

Les preparacions dels mutants Amg218 es caracteritzaven per 1’abséncia d’eixos
electrodensos (Figura IV-10). Igual que a les imatges obtingudes per microscopia
electronica de rastreig, es va observar que els cossos cel-lulars de les cel-lules d’aquests
mutants eren més grans que els de les ceél-lules de la soca salvatge. Les cues o filaments
presents a les preparacions de tots els mutants analitzats, apareixien com unes

prolongacions llargues de la membrana en les quals s’alternaven regions clares i1 fosques.

Figura IV-10. Imatges de microscopia electronica de transmissi6 del clon 8 dels mutants Amg218.
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DISCUSSIO

En aquest estudi es descriu I’aillament i la caracteritzacié de mutants de M. genitalium
amb transposons inserits als gens mg218 i mg317. Els estudis cinematografics han
demostrat que tant la velocitat de desplacament com el percentatge de cél-lules mobils
dels mutants mg218” i mg317 son clarament inferiors als de la soca salvatge. A més, els
mutants mg218 i mg317 obtinguts exhibeixen DA, en general de caracter lleu, i
presenten nivells reduits de les proteines P140, P110 i MG386. La caracteritzacio del
mutant mg192” presentada al capitol 3 demostrara que els nivells reduits de les proteines
P140 i P110 no alteren la velocitat de desplagament de les cél-lules. Contrariament al
que s’havia observat als mutants mg200~ i mg3867, les imatges de microscopia
electronica han permes identificar la preséncia d’organel-les terminals anomales als
mutants mg218 1 mg317". En aquest sentit, les DM observades en aquests mutants
semblen conseqiiéncia de la participacid6 de les proteines MG218 i MG317 en la
formacié de I’organel-la terminal. Els resultats obtinguts indiquen que la longitud dels
eixos electrodensos i la preséncia de botons terminals fortament units a la membrana
plasmatica son dues caracteristiques importants per al moviment de les c¢l-lules de M.
genitalium. Cal destacar que els mutants DM de M. mobile també presenten una
longitud anomala de la prolongacié de la membrana analoga a I’organel-la terminal
(Miyata et al., 2000). A diferéncia pero dels mutants mg218™ de M. genitalium, les DM
a M. mobile semblen associades a un allargament d’aquesta prolongacié de la
membrana (Figura IV-11). La diferent morfologia cel-lular observada entre els mutants
DM de M. genitalium i els de M. mobile reforga la teoria que aquests dos
microorganismes presenten mecanismes de motilitat diferents (Jaffe et al., 2004b;

Henderson et al., 2006), controlats per proteines amb caracteristiques diferents.
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= Figura IV-11. Imatges de microscopia

ii.H " . electronica de transmissié de cel-lules de
M. mobile en tinci6é negativa (Miyata et al.,
2000). Fila superior, soca salvatge. Fila
inferior, mutant m12.

Les imatges de microscopia electronica han posat de manifest que 1’abséncia d’MG218

als mutants Amg218 dona lloc a la pérdua dels eixos electrodensos. Aquesta observacio
sumada a la pérdua d’estabilitat d’altres proteines del citoesquelet com ’'MG312 o
I’MG317 corrobora el paper central de la proteina MG218 en la formacio de 1’organel-la
terminal de M. genitalium. Estudis previs havien suggerit un model en el qual la
longitud de 1’eix electrodens de 1’organella terminal de M. pneumoniae podria
correspondre’s amb la longitud de la proteina HMW2 modelada com una hélix a
completament estirada (Balish et al., 2003b). Els nostres resultats donen suport a aquest
model. En aquest sentit, I’expressi6 de fragments truncats de la proteina MG218 als
mutants mg218” amb una DA moderada dona lloc a la formacio d’eixos electrodensos
més curts que els de la soca salvatge. Les imatges de microscopia electronica també
mostren que 1’expressio de la proteina MG317 és necessaria per a la formacio dels
botons terminals a 1’organel-la terminal de M. genitalium. Atés que moltes cél-lules dels
mutants mg317 presenten eixos electrodensos lliures al citoplasma, sembla que el botd
terminal constitueix un punt d’ancoratge important de 1’eix electrodens a la superficie
interna de la membrana plasmatica. En aquest sentit, la proteina MG317 podria estar
implicada en 1’adhesio de 1’eix electrodens als dominis intracel-lulars de les adhesines

P140/P110 que recobreixen l’organel-la terminal. La localitzacid6 majoritaria de la
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proteina MG317 a I’extrem distal de I’eix electrodens concorda amb estudis previs
d’immunolocalitzaci6 de ’THMW3 a M. pneumoniae (Stevens et al., 1992). Sorprén
pero, 1’abséncia als mutants mg317" dels eixos electrodensos en forma de V descrits en
un mutant de M. pneumoniae amb un transposé inserit al gen que codifica per la

proteina HMW3 (Jordan et al., 2007; Willby et al., 2002).

La baixa capacitat de citadheréncia dels mutants Amg218 com a conseqiiéncia de la
perdua de la proteina MG218 indica que els fragments truncats N-terminals d’MG218
presents als mutants mg218  amb una DA moderada sén encara relativament funcionals.
De la mateixa manera, els nostres resultats demostren que la interrupcié de la proteina
MG218 entre els aminoacids 577 (clon 12) i 799 (clon 6) déna lloc a fragments truncats
d’MG218 estables. Aquest fet t¢ rellevancia si tenim en compte que estudis previs
realitzats a M. pneumoniae indiquen que la interrupcid6 de I'HMW?2 abans de
I’aminoacid 1040 no dona lloc a fragments truncats d’HMW?2 estables (Balish et al.,
2003a). La capacitat de citadheréncia intermédia que mostren els mutants mg218~ amb
una DA moderada indica que al contrari del que succeeix amb la proteina HMW2 de M.
pneumoniae (Balish et al., 2003b), la regi6 C-terminal de la proteina MG218 ¢és
dispensable per a I’adhesid. A més, el fet de no recuperar mutants amb insercions per
transposo a la regi6 distal del gen mg218 després de seleccionar les soques amb DM,
suggereix que el C-terminal de ’'MG218 no té un paper determinant en la motilitat de M.
genitalium. Aixi doncs, mentre que la meitat C-terminal de ’THMW?2 de M. pneumoniae
sembla ser essencial per a la funcidé d’aquesta proteina, aquest paper sembla recaure

sobre la meitat N-terminal de la proteina MG218 de M. genitalium.
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El diferent comportament entre I’'MG218 de M. genitalium i 'HMW2 de M.
pneumoniae és realment sorprenent si tenim en compte que ambdues proteines
presenten un 56% d’identitat en la seqiiéncia d’aminoacids conservada al llarg de tota la
proteina. Existeix la possibilitat perd que ’estabilitat dels fragments truncats d’aquestes
proteines vingui determinat per la seva capacitat per formar helix sobreenrotllades o
“coiled-coils”. Tant ’'MG218 com I’'HMW2 presenten cremalleres de leucina, uns
motius estructurals que constitueixen dominis de dimeritzacié de proteines. Les
cremalleres de leucina generen forces d’adhesié entre hélix-a paral-leles que permeten

la formacié de “coiled-coils” (Figura IV-12). La preséncia de nombroses cremalleres de

Figura 1IV-12. Dues hélix-a

paral-leles formant un “coiled-

coil” i interaccionant amb ADN.

leucina al llarg de la seqiiéncia polipeptidica tant de ’'MG218 com de ’'HMW?2 reforca
la capacitat d’aquestes proteines per formar estructures macromoleculars com ara els
eixos electrodensos. En els darrers anys pero, s’han trobat evidéncies experimentals
de I’existéncia de seqiiéncies curtes d’aminoacids que constitueixen regions d’helix-a
monomeriques determinants per a la formacié dels “coiled-coils” (Steinmetz et al.,
2007). Malgrat que no han estat identificades, la preséncia de regions determinants
per a la formacio dels “coiled-coils” a les proteines MG218 i HMW?2 podria condicionar

I’estabilitat dels seus fragments truncats. En aquest sentit, la preseéncia d’una regio
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determinant per a la formaci6 del “coiled-coil” a la meitat N-terminal de 'MG218
permetria que els fragments truncats N-terminals d’aquesta proteina s’assemblessin per
formar estructures macromoleculars. Les estructures macromolecular resultants podrien
aixi associar-se al citoesquelet, fet que estabilitzaria els fragments truncats N-terminals
d’aquesta proteina. Aquesta situacié té sentit si tenim en compte que moltes proteines
estructurals de micoplasma es degraden prematurament si no poden incorporar-se al
citoesquelet subjacent a I’organel-la terminal (Krause et al., 2004). Molt probablement,
aixo explica també la inestabilitat de les proteines MG317 i MG312 en abséncia de la
proteina MG218. A ’THMW2 de M. pneumoniae en canvi, la localitzaci6 de la regiod
determinant per a la formacio del “coiled-coil” podria estar desplagcada cap a la meitat
C-terminal, impedint I’estabilitat dels fragments truncats N-terminals d’aquesta proteina
interromputs abans de I’aminoacid 1040. Tot i aixd, la funcionalitat de la proteina
HMW?2 sembla dependre d’altres factors addicionals, atés que els mutants de M.
pneumoniae amb transposons inserits al gen hmw2 perden completament la capacitat de
citadheréncia amb independéncia de si expressen o no fragments truncats estables

(Hedreyda et al., 1995).

La pérdua de la proteina MG312 i en menor mesura de la proteina MG317 als mutants
Amg218, molt probablement té lloc a nivell post-transcripcional. Aquest fet ha pogut ser
demostrat experimentalment en el cas de les proteines HMWI1 i HMW3 als mutants
hmw2 de M. pneumoniae (Popham et al., 1997). La majoria de mutants mg218 amb una
DA moderada pero, presenten nivells d’MG312 i MG317 similars als de la soca
salvatge, fet que ens ha permes identificar un determinant important de 1’estabilitzacid
d’aquestes dues proteines entre els aminoacids 577-648 de ’'MG218 (Figura IV-13).

Molt probablement, aquest determinant de [’estabilitzaciéo de les proteines MG312 i
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MG317 representa la regio d’interaccid entre la proteina MG218 i les proteines MG312
i MG317, que permet la incorporacié d’aquestes dues proteines estructurals al
citoesquelet. Estudis similars realitzats a M. pneumoniae (Balish et al., 2003a) indiquen
en canvi, que la regi6 de ’THMW?2 implicada en 1’estabilitzaci6é de la proteina HMW1
sembla estar localitzada entre els aminoacids 1040-1578 de THMW?2 (Figura IV-13).
Aquests resultats, confirmen la importancia funcional de 1’extrem N-terminal de la

proteina MG218.

193-214 530-558 813-834 1074-1102 1250-1271

| | | [ - |- >
MG218 (1805 AA)

542-563 818-839 1079-1107 1255-1276 1389-1410

HMW?2 (1818 AA)
Il Cremalleres de leucina

1 Regié de la proteina MG218 (aminoacids 577-648) implicada en
I'estabilitat de les proteines MG312 i MG317.

[[M Regioé de la proteina HMW2 (aminoacids 1040-1578) implicada en
I'estabilitat de la proteina HMW1 (Balish et al., 2003a).

Figura IV-13. Representacid esquematica mostrant les regions de les proteines MG218 i HMW2
implicades en D’estabilitat de les proteines MG312/HMW1 i MG317/HMW3. També es mostra la
distribuci6 de les cremalleres de leucina a les proteines MG218 i HMW?2. Les cremalleres de leucina van

ser identificades per la base de dades del PROSITE (Hulo et al., 2006).

Es important destacar que la capacitat de citadheréncia intermédia dels mutants mg218”
1mg317 justifica el fet que no s’hagin pogut aillar mutants amb transposons inserits als
gens mg317 1 mg218 en els diversos experiments adregats a aillar mutants no adherents
de M. genitalium (Reddy et al., 1996). De la mateixa manera, els experiments dirigits a
aillar mutants no adherents de M. gallisepticum només han permeés recuperar mutants
amb transposons inserits als gens gapA i crmA. Els gens gapA i crmA sén homolegs als

gens mgl91 i mgl92 de M. genitalium els quals codifiquen per les proteines P140 i
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P110, respectivament (Mudahi-Orenstein et al., 2003). M. gallisepticum també presenta
proteines amb homologia de seqiiéncia amb les proteines MG218 i MG317 de M.
genitalium (Papazisi et al., 2003), un fet logic si tenim en compte que les cél-lules de M.
gallisepticum disposen d’organel-la terminal. Creiem que el métode de seleccio i
aillament de mutants descrit en aquest estudi pot permetre 1’aillament de mutants de M.
gallisepticum en altres gens relacionats amb adhesié cel-lular i motilitat per tal

d’aprofundir en el mecanisme de viruléncia d’aquest microorganisme.

Més enlla de la interdependéncia mutua de les proteines P140 i P110, préviament
demostrada als mutants Amgl191 i Amg192 (Burgos et al., 2006), els nostres resultats
mostren que els nivells de P140 i P110 a M. genitalium semblen estar regulats de
manera coordinada. Probablement, els nivells reduits de P140 i P110 contribueixen a
explicar la reduccid de la capacitat d’adhesié observada als mutants mg218™ i mg317".
Malgrat aixo, I’absencia de la proteina MG218 sembla afectar de manera directa a la
capacitat d’adhesié de les cél-lules de M. genitalium, atés que la capacitat de
citadheréncia dels mutants Amg218 i dels mutants mg218 amb una DA moderada és
diferent tot i presentar nivells similars de P140 i P110. En aquest sentit, estudis
realitzats a M. pneumoniae suggereixen que la proteina HMW?2 contribueix a la correcta
localitzaci6 de les proteines P1 i P90/P40, homologues a les proteines P140 i P110 de M.
genitalium, a I’organel‘la terminal (Seto et al., 2003). Amb anterioritat, un estudi en el
qual el gen mg218 de M. genitalium va ser interromput mitjangant recombinacio
homologa (Dhandayuthapani et al., 1999), va permetre aillar uns mutants (denominats
mutants JB1) que presentaven uns nivells molt reduits de P140 1 P110, i que exhibien un
fenotip completament no adherent. Creiem que el fet que les proteines P140 i P110

siguin molt menys estables als mutants JB1 que als mutants Amg218 aillats al nostre

82



IV - RESULTATS I DISCUSSIO

estudi, podria ser conseqiiencia de mutacions espontanies addicionals als gens mgl191
i/o mgl92 als mutants JB1. Com ja hem comentat anteriorment, les mutacions
espontanies als gens mg191 i mgl92 sén molt freqiients i donen lloc a mutants no
adherents denominats genéricament de classe I o de classe II (Mernaugh et al., 1993;

Burgos et al., 2000).

La presencia als mutants mg218 i mg317 de filaments similars als descrits als mutants
mg386™ 1 mg200™ confirma que ’aparicid d’aquests filaments esta relacionada amb la
preséncia de DM. En aquest sentit, les cel-lules de la soca salvatge incubades durant una
hora a temperatura ambient, temps durant el qual esdevenen immobils, també presenten
aquests filaments (dada no presentada). Les imatges de microscopia electronica de
rastreig mostren que la majoria de les cel-lules dels mutants mg218™ i mg317 unides per
filaments estan orientades en sentits oposats, una configuracié que €s caracteristica de
les céllules de micoplasma en divisio (Seto et al., 2001). En conjunt, aquestes
observacions suggereixen que la presencia d’un fenotip DM dificulta el procés de
citocinesi. La motilitat sembla a més determinant per a la dispersio de les cél-lules de M.
genitalium. En aquest sentit, la formacio d’agregats en cultius liquids dels mutants DM
podria respondre més a una dificultat de les cel-lules per dispersar-se que a una
tendéncia d’aquestes a agregar. De manera similar, els cultius liquids de soques no
adherents de M. genitalium, que en conseqiiéncia perden la capacitat de moure’s,
creixen formant grans agregats cel-lulars en suspensio (Burgos et al., 2006).
L’existeéncia de deficiéncies en el procés de citocinesi sembla especialment evident als
mutants Amg218. Aquest fet és de particular interes si tenim en compte que els cossos
cel-lulars grans presents en aquests mutants no han pogut ser observats als mutants

mg200°, malgrat que la capacitat de moviment d’aquests ultims és molt menor. Aixi
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doncs, no podem descartar que la preséncia dels cossos cel-lulars grans als mutants
Amg218 estigui posant de manifest un paper addicional de la proteina MG218 a M.
genitalium. Especulativament, podria ser que la proteina MG218 contribuis a la correcta
segregacid dels cromosomes. En aquest sentit, una analisi computacional (Marchler-
Bauer et al., 2004) posa de manifest la preséncia de dos dominis SMC (“Structural
Maintenance of Chromosomes”, COG1196) a la proteina MG218. Les proteines amb
dominis SMC es caracteritzen per formar llargs “coiled-coils” i son els components clau
dels complexes proteics que controlen la dinamica dels cromosomes. El fet que en
alguns casos les regions en ‘“coiled-coil” de les proteines amb dominis SMC
intervinguin de manera directa en la unié a ’ADN (Figura IV-12; Akhmedov et al.,
1999) obre les portes a una possible interaccié de la proteina MG218 amb el
cromosoma de M. genitalium. La participacié de components de 1’organel-la terminal en
la dinamica dels cromosomes, podria permetre 1’acoblament entre la segregacié del

cromosoma i la segregaci6 de 1’organel-la terminal.
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Capitol 3

La proteina P110 de M. genitalium esta implicada en la regulacio

temporal de la duplicaci6 de I’organel-la terminal.
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INTRODUCCIO

Com hem comentat anteriorment a la introduccié general, la divisié cel-lular dels
micoplasmes que disposen d’organel-la terminal (OT) va precedida per la duplicacio
d’aquesta estructura (Bredt 1968). A més, un estudi recent ha demostrat que la motilitat
de les cel-lules de M. pneumoniae esta coordinada amb el procés de duplicacié de
I’organel-la terminal (Hasselbring et al., 2006a). En aquest sentit, les cél-lules de M.
pneumoniae s’aturen coincidint amb 1’inici de la formacié d’una organella terminal
nova, suggerint que 1’organel-la terminal preexistent perd la capacitat per desplagar-se
mentre es duplica. Paral-lelament, 1’organel-la terminal nova migra fins al pol oposat de
la cél-lula coincidint amb la restauracié de la capacitat de desplacament de 1’organel-la
terminal preexistent, suggerint que el propi mecanisme de motilitat és responsable de la
migracié de les organel-les terminals acabades de formar. La migraci6é de 1’organel-la
terminal nova té lloc perqué aquesta adquireix la capacitat d’adhesié poc després de
formar-se, és a dir, al costat de 1’organel-la terminal preexistent. En canvi, sembla que
les organel-les terminals noves no so6n mobils per si mateixes fins que no arriben al pol

oposat de la cel-lula.

Al capitol anterior hem descrit 1’aillament d’un mutant DM que presenta una insercio
del minitranspos6 MTnTetM438 al gen mg192. El gen mg192 de M. genitalium codifica
per la proteina P110 i juntament amb els gens mg190 i mg191 forma part de 1’operd
MgPa (Musatovova et al., 2003). La proteina P110 és necessaria per a la formacio de
I’organel-la terminal i intervé en el manteniment de la capacitat de citadheréncia
(Burgos et al., 2006). Estudis recents indiquen que la pérdua del complex B/C de M.
pneumoniae, homoleg a la proteina P110, dona lloc a cél-lules no adherents i immobils

(Hasselbring et al., 2006b). La inserciéo de I’'MTnTetM438 al mutant mg192" interromp
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la traduccio de la proteina P110 a I’aminoacid 1026, impedint la traduccié dels darrers
vint-i-set aminoacids. Els experiments realitzats en aquest estudi indiquen que les DM
observades al mutant mg192" i la resta de caracteristiques fenotipiques d’aquest mutant,
no s’originen com a conseqii¢ncia de deficiéncies en la maquinaria de motilitat sind que

son el resultat d’una pérdua del control temporal de la formacio6 de les OTs noves.

RESULTATS

Perfil proteic i capacitat d’hemadsorcié del mutant mg192°

El perfil proteic del mutant mg192" va ser analitzat per SDS-PAGE i per transferéncia
de tipus Western (Figura V-1). Es va observar que la banda corresponent a la proteina
P110 al mutant mgl92" presentava una migracié electroforética més elevada que la
banda corresponent a la mateixa proteina a la soca salvatge. Aquest fet és compatible
amb la interrupcid de la traduccio a I’aminoacid 1026 de la proteina P110 al mutant
mgl192°. Paral-lelament, es va observar que els nivells de les proteines P110 i P140 eren
inferiors als de la soca salvatge. Aquest fet confirma ’estreta relacio existent entre les
proteines P110 i P140, i suggereix que la regi6 C-terminal de la proteina P110 és

important per a I’estabilitat d’aquestes proteines.

A 1 2 B 1 2
220kDa —
120 kD - P140 —p s Figura V-1. Analisi comparativa del perfil
9£, - P110 —» proteic de la soca salvatge (carril 1) i del
- mutant mgl92” (carril 2). (A) SDS-PAGE al
— — 8% 1 (B) transferéncia de tipus Western
- : utilitzant anticossos monoclonals contra la
= = proteina P140 i anticossos policlonals contra la
- - proteina P110.
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Els nivells reduits de P110 i P140 justifiquen la preseéncia de DA al mutant mg192". En
aquest sentit, part de la poblacio del mutant mg192” creix en suspensi6 quan les cél-lules
es cultiven en medi liquid. La capacitat de citadheréncia del mutant mgl92" es va
analitzar de manera qualitativa mitjangant un assaig d’hemadsorcid sobre colonies
desenvolupades en medi solid. Es va observar que les colonies del mutant mgl192°
presentaven una capacitat de citadheréncia parcial o intermedia comparada amb la de la

soca salvatge (Figura V-2B).

Figura V-2. Analisi qualitativa
de la capacitat d’hemadsorcid

de la soca salvatge (A) i del

mutant mg192” (B).

Morfologia de les colonies i motilitat de les cel-lules del mutant mg192

La morfologia de les colonies del mutant mg192" desenvolupades en medi semisolid era
similar a la de les colonies dels mutants mg317 1 mg218 amb una DA moderada
(Figura V-3B). La presencia d’algunes microcolonies satel-lit indicava que les cel-lules
d’aquest mutant conservaven un cert grau de motilitat. També es va observar la
presencia de colonies secundaries al voltant de la colonia principal (fletxes, Figura V-

3B).

Figura V-3. Morfologia de les colonies
desenvolupades en medi semisolid per
cel-lules de la soca salvatge (A) i del
mutant mg192” (B). Les fletxes indiquen

la preseéncia de colonies secundaries al

voltant de la colonia principal.
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Mitjancant microcinematografia es va determinar que només el 45,6% de les cél-lules
del mutant mg192" eren mobils durant el periode d’analisi, confirmant 1’existéncia de
DM en aquest mutant (Figura V-4). Sorprenentment pero, la mitjana de les velocitats de
les cel-lules del mutant mg192” era molt similar a la de la soca salvatge (0,142 + 0,006
um s). Aquest fet suggereix que les cél'lules del mutant mgl92” no presenten cap
anomalia mecanica en el sistema de motilitat. Aixi doncs, les DM observades en aquest
mutant es limiten a la preséncia d’una elevada freqiiencia de cél-lules immobils que en
conseqiiéncia originen la morfologia compacta de les colonies en medi semisolid. Els
resultats obtinguts indiquen que la disminuci6 dels nivells de P140 i P110 té
conseqiiencies significatives sobre la velocitat de desplagcament de les cel-lules.
Finalment, tot i la capacitat de citadheréncia intermédia del mutant mg192’, cal dir que

les cel-lules d’aquest mutant rarament es desenganxaven durant el periode d’analisi.
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Figura V-4. Estudis cinematografics del mutant mgl92". (A) Representacié esquematica de les
trajectories descrites per les cél-lules del mutant mg192” durant 2 min i (B) distribucions de les velocitats

de les cel'lules d’aquest mutant.

Morfologia i ultraestructura de les cél-lules del mutant mg192°

Les cel'lules del mutant mg192" van ser analitzades mitjangant microscopia electronica
de transmissié (Figura V-5). En general, els eixos electrodensos observats a les

preparacions del mutant mgl92" presentaven les mateixes caracteristiques
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morfologiques que els de la soca salvatge: botod terminal a I’extrem distal, curvatura a

I’extrem proximal, etc.

Figura V-5. Imatges de
microscopia  electronica  de
transmissio del mutant mgl92".
Les fletxes posen de manifest la

preséncia de més d’un eix

electrodens per cél-lula.

Sorprenentment pero, les imatges obtingudes van posar de manifest la preséncia de
cel-lules amb més d’un eix electrodens (fletxes, Figura V-5). Cal tenir present que
I’analisi de talls semifins mitjangant microscopia electronica de transmissid no permet
obtenir dades quantitatives ni del nombre d’eixos electrodensos que presenta una
cel'lula, ni de la quantitat de cel-lules amb més d’un eix electrodens presents a la
preparacio. Com a sistema d’estudi alternatiu, les cel-lules van ser analitzades

mitjangant microscopia electronica de rastreig (Figura V-6).

Figura V-6. Imatges de microscopia electronica de rastreig de cél-lules de la soca salvatge (A) i del

mutant mg192" (B). Les fletxes indiquen la preseéncia de cél-lules amb més d’una OT.
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En general, la morfologia de les cel-lules del mutant mgl92" era similar a la de les
cel-lules de la soca salvatge. Les caracteristiques distintives dels mutants DM
(preséncia de filaments, tendéncia a la formacié d’agregats, etc.) eren presents al mutant
mgl92’, tot i que en menor mesura. Es va observar pero, la preséncia de nombroses
cel-lules amb més d’una OT (Figura V-6B), un fet molt poc freqlient entre les cél-lules
de la soca salvatge (Figura V-6A). Aquest resultat és consistent amb la preséncia de
multiples eixos electrodensos al mutant mg192’, tal i com s’havia observat anteriorment

a les imatges de microscopia electronica de transmissio.

Analisi del procés de migracio i segregacio de I’OT a la soca salvatge

Un dels primers estadis del procés de divisio cel-lular dels micoplasmes ¢és la duplicacid
de ’OT (Bredt 1968). Aquest fet justifica la preséncia de cel-lules amb dues OTs a la
soca salvatge de M. genitalium. Les OTs noves es desenvolupen al costat de les OTs
preexistents i posteriorment migren fins al pol oposat de la cel-lula. Un cop que s’ha
completat el procés de migracié de I’OT nova, la cél-lula mare es duplica i s’inicia el
procés de citocinesi. Aixi doncs, la posicié relativa de I’OT nova respecte 1’OT

preexistent varia durant el procés de divisio cel-lular (Figura V-7A).

A partir de les imatges de microscopia electronica de rastreig, es va determinar que un
2,8% de les cellules de la soca salvatge presentaven una OT polar i una altra lateral
(Figura V-7B). Aquesta disposicié de les OTs indica que I’OT lateral esta en procés de
migracid. El reduit percentatge de cel-lules de la soca salvatge amb aquesta disposicid
de les OTs indica que el procés de migracié de les OTs noves d’un pol de la cel-lula a
I’altre €s molt rapid. De la mateixa manera, el reduit percentatge de cel-lules amb dues

OTs al mateix pol (0,4%) indica que el procés de migracio de I’OT nova s’inicia
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immediatament després de la seva formacio. Paral-lelament, el reduit percentatge de
cel-lules amb una OT a cada pol (0,4%) suggereix que el procés de citocinesi comenca
poc després de I’arribada de 1I’OT nova al pol oposat de la cél-lula. En canvi, la
preséncia d’un percentatge relativament elevat de cél-lules en procés de citocinesi (8%)
indica que aquest procés és relativament lent comparat amb el de migracio de les OTs

noves.

Duplicacié Migracio Citocinesi

oY)

100+
90+
80+
70
60
504
40
304
204
10

Una sola organel-la terminal
Dues organel-les terminals al mateix pol
Una organel-la terminal polar i una lateral
Una organel-la terminal a cada pol
Dues cel-lules en procés de citocinesi

% de cél-lules
g WDN B

Figura V-7. Analisi de la localitzacio de les OTs a les cél-lules de la soca salvatge de M. genitalium
durant el procés de divisio cellular. (A) Imatges de microscopia electronica de rastreig representatives de
cel-lules amb una diferent disposici6 de les OTs i (B) distribuci6 dels percentatges de cel-lules amb que

presenten una diferent disposicio de les OTs.

Analisi del nombre d’OTs per cél-lula

Amb independéncia de la localitzacio de les OTs a la cel-lula, les imatges de
microscopia electronica mostren que només el 3,6% de les cel-lules de la soca salvatge
presenten dues OTs (Figura V-8). A T’hora de calcular aquest percentatge, s’ha
considerat que les cél-lules en procés de citocinesi constitueixen dues cel-lules filles

independents. L’abséncia de cél-lules amb tres OTs a la soca salvatge de M. genitalium
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suggereix I’existéncia d’algun mecanisme que impedeix que es formi una OT nova

abans que es completi la segregacio cel-lular.

% de ceél-lules

Soca salvatge

Figura V-8. Analisi del nombre d’OTs observat a les cél-lules de la soca salvatge i dels mutants mg192”,
mg200™ (clon 12) i mg386™ (clon 1). (A) Distribuci6 del percentatge de cél-lules amb una, dues, tres,
quatre o cinc OTs. (B) Imatges de microscopia electronica de rastreig representatives de cel-lules del

mutant mg192” amb un diferent nombre d’OTs.

Atés que treballs anteriors havien demostrat que els mutants immobils de M.
pneumoniae presentaven un nombre d’OTs per cél-lula superior al de la soca salvatge
(Hasselbring et al., 2006a), en aquest estudi també hem analitzat el percentatge de
cel-lules amb més d’una OT als mutants mg200™ i mg386". Es va determinar que un
5,6% de les cel-lules del clon 1 dels mutants mg386™ exhibien dues OTs mentre que el
94,4% restant presentaven una sola OT. El percentatge de cél-lules amb dues OTs al
clon 12 dels mutants mg200™ s’elevava fins a un 28,4%, tot i que la majoria de les
cel-lules d’aquest mutant continuaven mostrant una sola OT (68%). Malgrat que no es
van observar c¢l-lules amb quatre o més OTs al mutants DM analitzats, un 3,6% de

cel-lules del clon 12 dels mutants mg200 presentaven tres OTs. El reduit percentatge de
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cél-lules amb tres OTs en un mutant amb una motilitat tan reduida, confirma 1’existéncia

d’un mecanisme de control temporal de la formacié d’OT noves.

Pel que fa al mutant mg192", es va observar que un 29,2% de les c¢l-lules presentaven
dues OTs i que fins a un 27,2% de les cél-lules presentaven tres o més OTs (Figura V-8).
En aquest cas pero, hem de tenir present que la velocitat de desplacament de les
cel-lules del mutant mg192 és similar a la de la soca salvatge i que per tant, la preséncia
de multiples OTs no és conseqiiéncia d’un augment de la durada del procés de migracio

d’aquestes estructures.

DISCUSSIO

En aquest estudi es descriu la caracteritzacié d’un mutant de M. genitalium amb un
transposo inserit al gen mgl192. L’ observacio directa de les cél-lules d’aquest mutant ha
posat de manifest la preséncia d’un percentatge molt elevat de cél-lules immobils. Tot i
aixo, les dades obtingudes indiquen que la velocitat de desplagament de les cel-lules
mobils d’aquest mutant és comparable a la de la soca salvatge. Per altra banda, el
mutant mg192” presenta un percentatge extraordinariament elevat de cel-lules amb més
d’una OT 1 algunes cé¢l-lules d’aquest mutant presenten quatre o cinc OTs. Aquest fet

que no s havia pogut observar anteriorment a cap altra soca de M. genitalium.

Igualment, en aquest estudi s’ha avaluat I’impacte de les DM sobre el percentatge de
cel-lules amb més d’una OT als mutants mg386 1 mg200°. Les dades obtingues mostren
que el percentatge de cel-lules amb més d’una OT al mutant mg386™ és lleugerament
superior al de la soca salvatge, mentre que aquest percentatge augmenta de manera

considerable al mutant mg200". Aquests resultats indiquen que una menor velocitat de
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desplagament de les cel-lules allarga la durada del procés de migracié d’'una OT d’un
pol de la cél-lula a un altre. En conseqiiéncia, el percentatge de cél-lules amb dues OTs
als mutants mg386~ 1 mg200™ augmenta (Figura V-9). Paral-lelament, s’ha observat que

un percentatge reduit de cel-lules del mutant mg200™ presenten tres OTs, indicant que de

A Soca salvatge

Formacié d’una sola OT abans de la citocinesi

! /

Mutants deficients en motilitat

Formacio6 d’una sola OT abans de la citocinesi (mg3867/mg200)

Gireettd

Formacio de dues OTs abans de la citocinesi (mg200°)

POV YT7

Temps

»
L

Figura V-9. Esquema il-lustratiu del procés de duplicacié i migraci6é de I’OT a M. genitalium. (A) Soca

salvatge i (B) mutants mg386™ i mg200".

manera excepcional, algunes cel-lules d’aquest mutant inicien la formacié d’una OT
nova abans que s’hagi completat el procés de segregaci6 cel-lular anterior (Figura V-
9B). Sens dubte, aquest fet esta afavorit per la llarga durada del procés de migracio de

les OTs noves en aquest mutant. Per altra banda, I’elevat percentatge de cel-lules amb
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una sola OT als mutants mg386™ i mg200™ indica que les cél-lules d’aquests mutants que
romanen immobils durant el periode d’observacié dels estudis microcinematografics, es
mouen en algun moment del cicle cel-lular. En cas contrari, les OTs no podrien separar-
se 1 s’acumularien en aquestes ce¢l-lules a mesura que s’anessin formant, de manera
similar al que succeeix al mutant I11I-4 de M. pneumoniae (Hasselbring et al., 2006a).
Molt probablement, les deficiéncies en la maquinaria de motilitat existents als mutants
mg386™ 1 mg200", responsables de la menor velocitat de desplacament de les c¢l-lules,

son també 1’origen d’aquests llargs periodes de repos.

En canvi, atés que les cél-lules del mutant mg192" poden desplagar-se a una velocitat
comparable a la de les cel-lules de la soca salvatge, I’elevat percentatge de cél-lules
immobils observat en aquest mutant sembla conseqiiencia d’algun factor independent a
la propia maquinaria de motilitat. En aquest punt, és interessant destacar que el
percentatge de cel-lules amb més d’una OT al mutant mgl192™ (56,4%) és similar al
percentatge de cel-lules immobils (54,4%). Un estudi recent ha demostrat que les
cel-lules de M. pneumoniae s’aturen durant el procés de duplicaciéo de I’OT mentre que
la migracié de I’OT nova coincideix amb la restauracid de la motilitat de I’OT
preexistent (Hasselbring et al., 2006a). Paral-lelament, els resultats obtinguts per aquests
mateixos autors indiquen que les cel-lules amb OTs en procés de migracié semblen
immobils durant 1’analisi microcinematografic (Hasselbring et al., 2006a). Aquest fet és
logic si tenim en compte que I’OT nova roman adherida i immobil durant el procés de
migracid. Segons aix0, un augment important del percentatge de cel-lules amb OTs en
procés de formacié/migracid, hauria d’anar acompanyat d’un augment significatiu del
percentatge de cel'lules immobils. Aquesta situacid, permetria explicar 1’elevat

percentatge de cél-lules amb multiples OTs 1 immobils al mutant mg192".
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Aixi doncs, el fenotip del mutant mg192” sembla conseqiiéncia de la pérdua del control
temporal de la formacié d’OTs noves. En aquest sentit, les cél-lules del mutant mg192°
sovint inicien la formacié d’OTs noves mentre altres OTs de la mateixa cél-lula estan
encara en procés de migracio (Figura V-10A). Com a resultat, moltes cel-lules del mutant
mgl92” presenten més d’una OT individual en procés de migracié (Figura V-11A).
Ates que en teoria, la velocitat de migracio de les OTs noves d’aquest mutant hauria de
ser similar a la de la soca salvatge, sembla que el temps que transcorre entre dos cicles

consecutius de duplicacié de I’OT al mutant mg192" és extraordinariament curt.

Mutant mg192

A Formacio6 de multiples OTs abans de la citocinesi

P asdd 4

B Formacio de dues OTs de manera consecutiva

0,5 um i ! ! {

C Duplicacié d’una OT en procés de migracio

sive?’t

Temps

v

Figura V-10. Esquema il-lustratiu del procés de duplicaci6 i migracié de I’OT al mutant mg192” com a
conseqiiéncia de la desregulacié temporal de la formacié d’OTs noves. (A) Formaci6é de multiples OTs
abans de la citocinesi. (B) Formacié de dues OTs de manera consecutiva. (C) Duplicacié d’una OT en

procés de migracio. El fenotip del mutant mg192" sembla producte de la combinacié d’aquests factors.
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Creiem que la preséncia de més d’una OT per céel-lula al mutant mg192™ no impedeix
que les OTs noves segreguin de manera individual donant lloc a cél-lules filles amb una
sola OT (Figura V-10A). Aquesta situacié explicaria perque el percentatge de cél-lules
amb una sola OT al mutant mg192" es manté elevat (43,6%) després de tants cicles de
duplicaci6 cel-lular. Aixi doncs, considerem que el més probable és que es desenvolupi
una c¢l-lula filla independent per cada OT nova que arriba al pol oposat de la cél-lula
mare. En aquest sentit, tot indica que les cél-lules filles que s’originen a la soca salvatge
de M. pneumoniae només presenten una sola OT, tot i que les céllules d’aquest
microorganisme amb freqiiéncia dupliquen I’OT diverses vegades abans de la citocinesi
(Hasselbring et al., 2006a). Per altra banda, la preséncia de llargs filaments en moltes
cel-lules del mutant mg192" suggereix que 1’existéncia de més d’una OT en una mateixa

cellula dificulta considerablement el procés de citocinesi.

Figura V-11. Imatges de microscopia electronica de rastreig del mutant mg192". (A) Cél-lula amb quatre
OTs. (B) Dues cel-lules en procés de citocinesi en les quals una de les cél-lules presenta dues OTs que
semblen migrar de manera conjunta. (C) Dues cel-lules en procés de citocinesi en les quals una de les
cel-lules presenta tres OTs juntes i una OT a punt de finalitzar el procés de migracio. (D) Cél-lula amb
tres OTs en la qual dues OTs aillades semblen migrar per costats oposats de la que aparentment €s ’OT

preexistent, indicada amb un asterisc.

Les imatges de microscopia electronica de rastreig del mutant mgl192" també mostren la
presencia de cel-lules en les quals dues OTs semblen migrar de manera conjunta (fletxa,
Figura V-11B). Una possible explicaciéo d’aquest fet és que les dues OTs que migren

aparellades s’hagin desenvolupat de manera rapida i consecutiva al mateix costat d’una
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OT preexistent (Figura V-10B). La preséncia de cel-lules amb tres OTs juntes al mutant
mgl92" recolza aquesta teoria (Figura V-11C). Alternativament, podria ser que
algunes OTs noves del mutant mgl192" es dupliquessin mentre estan en procés de
migracio (Figura V-10C). Per altra banda, no podem descartar que la preséncia de tres
OT juntes en algunes cel-lules del mutant mg192” sigui conseqiiéncia de la formacio
simultania d’una OT nova a cada costat de I’OT preexistent. Actualment, desconeixem
si una OT nova es pot desenvolupar indistintament a qualssevol dels dos costats de I’'OT
preexistent. Si no fos aixi, existiria una asimetria bilateral en 1’eix longitudinal de I’OT
que determinaria la localitzacio de I’OT nova durant el procés de duplicaci6. Analitzant
amb deteniment les imatges de microscopia electronica de rastreig del mutant mgl92’,
observem la presencia de cel-lules en les quals dues OTs aillades semblen migrar per
costats oposats de la que aparentment €s I’OT preexistent (asterisc, Figura V-11D).
Aquesta situacio suggereix que les cél-lules de M. genitalium o si més no les del mutant
mgl92°, poden desenvolupar OTs noves als dos costats de I’OT preexistent. Per tal de
confirmar aquesta dada, seria necessari realitzar estudis amb marcadors fluorescents que
permetin fer un seguiment del procés d’aparicié de les OTs noves. Malauradament,

aquesta técnica encara no esta disponible a M. genitalium.

Malgrat que I’estructura tridimensional de la proteina P110 és desconeguda, el
programa TMHMM 2.0 (Krogh et al., 2001) ens permet identificar la preséncia de dues
regions transmembrana a la proteina P110 (Figura V-12), corresponents als
aminoacids 13-30 1 939-961. La proximitat a I’extrem N-terminal de la primera regio
transmembrana suggereix que aquesta regid rica en aminoacids hidrofobics
probablement correspon a un péptid senyal, responsable de la localitzacié de la proteina

P110 a la membrana. La publicacié prévia d’un estudi en el qual es demostra I’activitat
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Figura V-12. Topologia de la proteina P110 de M. genitalium a la membrana plasmatica. (A) Prediccio
de la localitzacié i ’orientacid de les regions transmembrana a la proteina P110 mitjangant el programa
TMHMM 2.0 (Krogh et al., 2001). (B) Representacié esquematica de la disposicio de la proteina P110 a
la membrana (Mb) basada en la prediccido del programa TMHMM 2.0 en la qual s’indiquen els

aminoacids que delimiten cada regio.

d’una peptidasa del senyal de tipus I a M. pneumoniae i el processament de 1’extrem N-
terminal del complex B/C entre els aminoacids25-26, recolza aquesta hipotesi (Catrein
et al., 2005). El processament del péptid senyal un cop a la membrana, explicaria perque
la migracio electroforética de la proteina P110 observada als gels d’SDS-PAGE ¢és
lleugerament superior a la que li correspondria tenint en compte la seva massa
molecular teorica (114,45 kDa). Paral-lelament, el programa TMHMM 2.0 indica que la
regid6 de la proteina P110 compresa entre els aminoacids 31-938 presenta una
probabilitat molt elevada de localitzar-se a I’exterior de la membrana, un fet consistent
amb la participaci6é d’aquesta proteina en el manteniment de la capacitat d’adhesio. La
presencia d’una segona regid transmembrana a la proteina P110, possibilita que la regio6
compresa entre els aminoacids 962-1053 d’aquesta proteina es localitzi a I’interior de la
cellula. La localitzacié intracel-lular de I’extrem C-terminal de la proteina P110

concorda amb el paper regulador d’aquesta regi6 identificat en aquest estudi.
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Basant-nos en 1’abséncia d’OTs als mutants Amgl192 i Amgl91, i en ’estreta relacio
existent entre les proteines P110 i P140 (Burgos et al., 2006), pensem que la formacio
d’una OT nova podria iniciar-se amb I’acumulacié (formacié d’un focus) d’aquestes
dues proteines en un punt proper a I’OT preexistent. El nou focus de P110/P140
resultant, independent del de I’OT preexistent, induiria aleshores el desenvolupament
d’una OT nova en aquest punt de la ceél'lula. En certa manera, el nou focus de
P110/P140 actuaria d’encebador del procés de formacio de I’OT. Aixi doncs, qualsevol
mecanisme que permetés controlar la formacié dels nous focus de P110/P140, permetria
regular la duplicacio de I’OT a nivell temporal. En aquest sentit, la regio C-terminal de
la proteina P110 podria actuar com un interruptor de tipus ON/OFF que permetria
controlar quan es pot formar un focus nou de P110/P140 i quan no. Ates que la pérdua
d’aquest interruptor al mutant mg192™ augmenta la freqiiéncia de formacié d’OTs noves,
sembla que el paper de I’extrem C-terminal de la proteina P110 a la soca salvatge de M.
genitalium consisteix en impedir o retardar la formacié dels nous focus de P110/P140
fins que es presentin les condicions apropiades per a la duplicaci6 de I’OT. El control de
la formaci6 dels focus nous de P110/P140 podria aconseguir-se per diferents vies:
interferint en la interaccio de les proteines P110/P140, restringint el transit d’aquestes
proteines fins a la membrana, etc. Es interessant destacar que bona part de la regi6 de la
proteina P110 que sembla necessaria per controlar la duplicacié de I’OT a M. genitalium
(aminoacids 1026-1053), no és present al complex B/C de M. pneumoniae Figura V-13).
Aquesta situacid, podria explicar perque les cél-lules de la soca salvatge de M.
pneumoniae presenten caracteristiques tan similars a les de les cél-lules del mutant
mg192": formacié de més d’una OT abans de la citocinesi, alt percentatge de cél-lules

immobils, preséncia de filaments al pol oposat de I’OT, etc.
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Figura V-13. Alineament de les seqiiéncies d’aminoacids corresponents als extrems C-terminals de la
proteina P110 de M. genitalium i del complex B/C de M. pneumoniae. La regi6 de la proteina P110 que
sembla necessaria per regular la duplicaciéo de I’OT a M. genitalium (aminoacids 1026-1053), es mostra
subratllada en color gris. Les regions de les proteines P110 i B/C encapsulades (aminoacids 939-961 i
1115-1136, respectivament) corresponen a possibles regions transmembrana identificades mitjancant el

programa TMHMM 2.0 (Krogh et al., 2001).

Els resultats obtinguts en aquest treball demostren que existeix un mecanisme que
permet regular la duplicacié de I’OT a nivell temporal a M. genitalium i que aquest
mecanisme de control és inexistent al mutant mgl192". El fenotip observat al mutant
mgl92” posa de manifest que la proteina P110 constitueix un element clau per al
desenvolupament i la regulacié de I’OT de M. genitalium. Actualment, s’estan realitzant
els assaigs de complementacié del mutant mgl192", necessaris per demostrar de forma
inequivoca que el fenotip observat €s conseqiiéncia de la insercid del transposo al gen

mg192 i no de mutacions espontanies addicionals en d’altres punts del genoma.
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En aquest treball, hem estudiat la motilitat de les cél-lules de M. genitalium i hem
desenvolupat metodes que han fet possible I’aillament de trenta mutants deficients en
motilitat d’aquest microorganisme. La caracteritzacié dels mutants aillats, ens ha
permes identificar cinc gens que redueixen la capacitat de desplacament de les cél-lules.
Les mutacions als gens mg200 i mg386 redueixen drasticament la motilitat de M.
genitalium sense que aix0 vagi acompanyat d’una disminucio de la capacitat d’adhesio
de les cél-lules. Aquest resultat demostra I’existéncia a M. genitalium d’una maquinaria
de motilitat independent de la maquinaria d’adhesid i suggereix que les proteines
MG200 i MG386 tenen un paper important en el moviment de les cél-lules d’aquest
microorganisme. Tot i que encara es desconeix el paper concret de les proteines MG200
i MG386 en el mecanisme de motilitat, és previsible que les dues proteines es localitzin
a I’organel-la terminal de M. genitalium i que actuin de manera coordinada amb altres
proteines d’aquesta estructura. En canvi, la reduccié de la motilitat observada com a
conseqiiencia de mutacions als gens mg218 i mg317, esta associada a canvis
ultraestructurals importants de I’organel-la terminal i a una disminuci6 de la capacitat
d’adhesio de les cél-lules. L’estreta relacié existent entre la capacitat d’adhesio i la
capacitat de desplacament dels micoplasmes, ens impedeix vincular de manera directa
les proteines MG218 i MG317 a la maquinaria de motilitat de M. genitalium. Tot i aixo,
els resultats obtinguts mostren clarament que les proteines MG218 i MG317 son dos
components estructurals basics de I’organel-la terminal de M. genitalium. La proteina
MG218 és un dels components majoritaris de I’eix electrodens, mentre que la proteina
MG317 esta implicada en la formacid/estabilitat del botd terminal i en I’ancoratge de
I’organel-la terminal a la membrana plasmatica. Finalment, els resultats obtinguts en
aquest treball de tesi indiquen que la proteina P110 (MG192) forma part d’un sistema

de control temporal de la duplicacié de I’organel-la terminal de M. genitalium, que
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impedeix que es formin dues organel-les terminals abans de la citocinesi. La preséncia
de multiples organel-les terminals en una mateixa cél-lula déna lloc a un percentatge
molt elevat de cél-lules immobils a la poblacio del mutant mg192™ aillat en aquest estudi.
Aixi doncs, les deficiencies de motilitat observades en aquest mutant no son
consequéncia de deficiéncies en el mecanisme de desplacament de les cél-lules. Tot i
que es desconeixen completament els mecanismes de regulacié de micoplasma, aquest
mutant posa de manifest I’existéncia d’aquests mecanismes a I’hora de controlar i
coordinar les diferents funcions que duen a terme aquestes microorganismes. Aquests
sistemes de regulacié garanteixen que tots aquests processos es desenvolupin de manera

correcta i de manera eficient.

Un del fets que pot resultar més sorprenent d’aquest treball és que no s’hagi pogut aillar
cap mutant de M. genitalium que doni lloc a cel-lules completament immobils pero
adherents. Aquesta situacio pot estar indicant que les proteines de M. genitalium que en
ultima instancia son responsables directes del moviment de les cél-lules sén alhora
imprescindibles per a I’adhesié d’aquest microorganisme. La necessitat que les cél-lules
de micoplasma s’adhereixin a superficies solides per desplacar-se, dificulta I’analisi del
moviment de les soques no adherents de M. genitalium. Aquesta situacié impedeix
vincular de manera directa els gens mutats presents a les soques no adherents a la
maquinaria de motilitat dels micoplasmes. El fet que només s’hagin pogut identificar
dos gens de M. genitalium implicats en motilitat perdo no en adhesid, suggereix que
moltes de les proteines implicades en I’adhesié a superficies d’aquest microorganisme

tambe formen part de la maquinaria de motilitat.
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Per altra banda, I’origen evolutiu dels micoplasmes esta estretament vinculat a una
drastica reduccié dels seus genomes que ha donat lloc a uns microorganismes
extraordinariament adaptats a un estil de vida parasitari. En aquest sentit, és logic pensar
que totes les funcions que desenvolupen els micoplasmes contribueixen
significativament a la seva supervivencia in vivo. Amb només 525 gens, M. genitalium
és un dels microorganismes amb el genoma més petit que es coneix. Tot i aixo, les
cel-lules d’aquest microorganisme presenten algunes caracteristiques, com ara la
capacitat de desplacar-se, propies d’organismes molt més complexos. Ates que els
sistemes de motilitat cel-lular comporten una important despesa energetica, tot fa pensar
que la capacitat de desplagament de les cél-lules de M. genitalium ha de tenir un paper

important per a I’establiment d’una infeccid.

La motilitat constitueix un determinant de virulencia bastant estes entre els
microorganismes patogens. La capacitat de desplagament confereix diversos avantatges
com ara la possibilitat d’accedir als llocs de colonitzacié preferents o d’afavorir la
disseminacié del microorganisme a dins de hoste. Tot i aix0, aquestes tasques estan
estretament vinculades a la capacitat de les cel-lules mobils per orientar la direccid del
seu moviment. Per posar un exemple, la colonitzacié de la membrana mucosa de
I’estomac pel patogen huma Helicobacter pylori requereix que les cél-lules d’aquest
microorganisme siguin mobils i sensibles als gradients d’urea (Yoshiyama et al., 2000).
Les ureases d’H. pylori, presents tant a la superficie citoplasmatica com al citoplasma
d’aquest microorganisme, estan implicades en la neutralitzacio dels acids de I’estomac
pero també en I’orientacié del moviment de les cel-lules. En aquest sentit, el gradient
d’urea existent a la superficie interna de I’estomac orienta les cél-lules mobils d’H.

pylori cap a I’epiteli gastric mentre aquestes travessen la superficie mucosa de I’estomac.
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Paral-lelament, la hidrolisi d’urea per la ureasa citoplasmatica contribueix a la generacié

d’energia pel moviment del flagel.

Pero, poden les cel-lules de micoplasma controlar la direccié del seu moviment? Durant
la realitzacié d’aquest estudi hem pogut observar que les cél-lules de M. genitalium
presenten un comportament cooperatiu pel que fa al moviment. En aquest sentit, sembla
que la preséncia d’una concentracié elevada de cel-lules estimula la motilitat de la
poblaci6 en general, suggerint que les cél-lules de M. genitalium secreten algun factor
capa¢ d’estimular el moviment. Aquesta situacid6 demostra que la motilitat de les
cél-lules de M. genitalium és sensible a determinats factors de I’entorn. Paral-lelament,
tot i que la majoria de cél-lules de M. genitalium es mouen en cercles en les condicions
en les quals s’ha dut a terme I’analisi de la motilitat, algunes cél-lules exhibeixen un
moviment erratic caracteritzat per la preséncia de periodes de desplacament rectilinis.
Aquesta observacio suggereix que les cel-lules de M. genitalium poden variar la
trajectoria del seu desplacament i que per tant, ha d’existir algun mecanisme implicat en

el control de la direcci6 de les cel-lules.

Diversos estudis indiquen que algunes espécies de micoplasma presenten quimiotaxi, és
a dir, la capacitat de desplacar-se amb una orientacié definida com a resposta a estimuls
de tipus quimic (Trachtenberg, 1998). A M. mobile per exemple, alguns sucres i
aminoacids tenen un efecte atraient de les cel-lules (Piper et al., 1987). De la mateixa
manera, sembla que les cél-lules de M. mobile s’orienten i es desplacen en sentit contrari
al corrent quan aquestes son sotmeses a un flux constant (Rosengarten et al., 1988).
Aquesta caracteristica es coneix com a reotaxi positiva. Sembla clar doncs, que algunes

especies de micoplasma poden controlar la direccié del seu moviment com a resposta a
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estimuls externs. Tot i aix0, els genomes dels micoplasmes no disposen dels gens
homolegs als gens che, responsables de les respostes quimiotactiques en la majoria de
microorganismes mobils. Per aquest motiu, els gens implicats en el control de la

direccio del moviment de les cél-lules de micoplasma son ara per ara desconeguts.

Recentment, un estudi realitzat a M. pneumoniae ha permes relacionar I’activitat motora
de les cel-lules d’aquest microorganisme amb la capacitat de colonitzacié de cél-lules
diferenciades (Jordan et al., 2007). En aquest sentit, sembla que la motilitat de les
cel-lules de M. pneumoniae és important per travessar les mucoses que recobreixen les
cél-lules de I’hoste. Podria donar-se el cas que alguns components presents a les
superficies mucoses poguessin estimular el moviment de les cel-lules o funcionar com a
atraients d’aquestes cel-lules. Com hem comentat a la introduccid, una fraccié de la
poblacié de I’enzim glicolitic gliceraldehid-3-fosfat deshidrogenasa de M. genitalium es
localitza a la membrana plasmatica i actua com a receptor de la mucina, un dels
components majoritaris de les superficies mucoses (Alvarez et al., 2003). Paral-lelament,
la mucina secretada per les cél-lules epitelials podria atraure o estimular el moviment de
les cél-lules de micoplasma. El paper de la mucina com a factor quimiotactic atraient del
moviment de microorganismes mobils, ja ha estat proposat anteriorment per altres

autors (Turner et al., 1997).

Aixi doncs, I’estudi dels factors que modifiquen els parametres del moviment dels
micoplasmes i la identificacié dels gens implicats en aquest procés, poden ajudar a
entendre de forma decisiva el paper de la motilitat com a determinant de viruléncia i a
comprendre les interaccions existents entre aquests microorganismes i les cél-lules de

I’hoste.
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1. Llistat de soques bacterianes, vectors i encebadors utilitzats en aquest estudi

1.1 Soques d’E. coli

XL1-Blue recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17(rx-, mg+), sSupE44, relAl, lac, [F', proAB,
lacl'ZAM15::Tn10(tet")]

Utilitzada per dur a terme el clonatge de plasmidis.

BL21(DE3) F, ompT, hsdSg(rg-, mg-), dcm, gal, AM(DE3)

Utilitzada per dur a terme ’expressio recombinant de proteines de M. genitalium.

1.2 Soques de M. genitalium

G37 Aillat natural de M. genitalium a partir d’un cas clinic d’uretritis. Soca salvatge.
Origen: ATCC 33530.

mg200° G37 amb un transpos¢ inserit al gen mg200.

Origen: aquest estudi.

mg386 G37 amb un transposo inserit al gen mg386.

Origen: aquest estudi.

mg218” G37 amb un transpos¢ inserit al gen mg218.

Origen: aquest estudi.

mg317 G37 amb un transposo inserit al gen mg317.

Origen: aquest estudi.

mgl192” G37 amb un transpos¢ inserit al gen mg192.

Origen: aquest estudi.

Amg218 G37 en el qual el gen mg218 ha estat delecionat per recombinacié homologa.

Origen: aquest estudi.

Amg191 G37 en el qual el gen mg191 ha estat delecionat per recombinacié homologa.

Origen: Burgos et al., 2006.

Amg192 G37 en el qual el gen mg192 ha estat delecionat per recombinacié homologa.

Origen: Burgos et al., 2006.
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cl

G37 no adherent que no expressa la proteina P110 i que presenta nivells molt reduits de
la proteina P140, la qual apareix com un doblet a les transferéncies de tipus Western.

Origen: Mernaugh et al., 1993.

1.3 Vectors

pBSK

pBE

pET19b

pMTnTetM438

pMTnGm

pMTnmg200

pMTnmg386

pAmg218

PETmg200

Plasmidi utilitzat com a vector de clonatge de fragments de restriccié d’ADN.

Origen: Stratagene

Plasmidi utilitzat com a vector de clonatge de fragments d’ADN amplificats per PCR.
Es un plasmidi derivat del pBSK en qual el lloc de clonatge multiple ha estat substituit
per un fragment portador de la diana ECORV.

Origen: Pich et al., 2006b.

Plasmidi utilitzat per dur a terme I’expressié de proteines recombinants a E. coli.
Afegeix una cua d’histidines a I’extrem N-terminal de la proteina.

Origen: Novagen

Plasmidi portador del minitranspos6 MTnTetM438. Aquest minitransposé derivat del
Tn4001 confereix resisténcia a tetraciclina a les soques de M. genitalium.

Origen: Pich et al., 2006b.

Plasmidi portador del minitranspos6 MTnTetGm. Aquest minitransposé derivat del
Tn4001 confereix resisténcia a gentamicina a les soques de M. genitalium.

Origen: Pich et al., 2006b.

Plasmidi utilitzat per dur a terme la complementacié dels mutants mg200°.

Origen: aquest estudi.

Plasmidi utilitzat per dur a terme la complementacié dels mutants mg386°.

Origen: aquest estudi.

Plasmidi utilitzat per dur a terme la delecio del gen mg218 al genoma de M. genitalium.

Origen: aquest estudi.

Plasmidi utilitzat per dur a terme ’expressio de la proteina MG200 de M. genitalium a E.
coli.

Origen: aquest estudi.
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1.4 Encebadors

Tc upstream

Tc downstream

mg200c-5’
mg200c-3°

mg386¢-5’
mg386¢-3°

BEmg218-5°
BEmg218-3’

BDmg218-5’
BDmg218-3’

MG200Exp1
MG200Exp3

MG200Exp2
MG200Exp4

5°-GGTAGTTTTTCCTGCATCAACATG
5°-CGTCGTCCAAATAGTCGGATAG
Utilitzats per dur a terme les reaccions de seqiienciacio de les regions situades

als costats 5’ 1 3’ de les insercions de ’'MTnTetM438 als mutants aillats.

5°-CTCGAGTAGTATTTAGAATTAATAAAGTATGGCTGAACAGAAACGTGATTATTATG
5°-CCCGGGCTAACTAATGGGTTCTTGGGAGAGG

Utilitzats per amplificar un fragment d’1,8 kb corresponent a I’ORF del gen
mg200. L’encebador de I’extrem 5’ porta una regié de 22 nucleotids que

permet I’expressio de gens a M. genitalium (Pich et al., 2006b).

5°-GGGCCCTAGTATTTAGAATTAATAAAGTATGCCAAAAACAACAAAGAATAAAAAC
5°-CCCGGGCTATTTTTTATCATTACTGCCAAAAAC

Utilitzats per amplificar un fragment de 4,8 kb corresponent a I’ORF del gen
mg386. L’encebador de I’extrem 5’ porta una regié de 22 nucleotids que

permet ’expressi6 de gens a M. genitalium.

5°-CTGCAGCCAGGATTTGATCCTAACCAAC

5’-GAATTCCATAAATTGGTTGCAGCGAAGG
Utilitzats per amplificar un fragment d’1 kb corresponent a la regio flanquejant

al gen mg218 per I’extrem 5°.

5°-GGATCCAACATTAAAAGGTTGATTGGCC

5’-GGGCCCTAACAATTAACGGTGGTTCTTC
Utilitzats per amplificar un fragment de 0,8 kb corresponent a la regi6

flanquejant al gen mg218 per I’extrem 3.

5’-GGAATTCCATATGGCTGAACAGAAACGTGATTATTATG

5’-GAATGAACTGGTTCGTTCCAAACCCATTTGCCCTGTTCATCAAAGTAACC
Utilitzats per amplificar un fragment de 0,6 kb corresponent a ’extrem 5° de
I’ORF del gen mg200. A I’encebador de I’extrem 3’ s’ha introduit una mutacio

puntual que permet substituir un codé TGA (Trp189) per un cod6é TGG.

5°-CAGGGGATTGGAGTTGGAAGGGTTACTTTGATGAACAGGGCAAATGGGTT
5’.CTCGAGACTAATGGGTTCTTGGGAGAGG

Utilitzats per amplificar un fragment d’1,2 kb corresponent a ’extrem 3’ de
I’ORF del gen mg200. A I’encebador de I’extrem 5’ s’ha introduit una una
mutacié puntual que permet substituir el codé TGA (Trp201) per un codd TGG.
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Les regions dels encebadors subratllades corresponen a dianes de restriccio introduides per facilitar el

clonatge dels fragments de PCR resultants:

CTCGAG XhoI; CCCGGG Smal; GGGCCC Apal; CTGCAG Pstl; GAATTC EcoRI; GGATCC BamHI; CATATG Ndel

2. Composicio i protocol de preparacio dels medis de cultiu utilitzats en aquest

estudi
2.1 Cultiu de les soques d’E. coli.

Medis liquids
e LB, composicio per 1 L:
- Bactotriptona (ADSAmicro)
- Extracte de llevat (ADSAmicro)
- NaCl
- H,O destil-lada

1) Autoclavar 20 min a 120°C

e 2YT, composicio per 1 L:
- Bactotriptona (ADSAmicro)
- Extracte de llevat (ADSAmicro)
- NaCl
- H,O destil-lada

1) Autoclavar 20 min a 120°C

Medi solid

10g
Sg
10g

finsalL

16 g
10g
Sg

finsalL

Per preparar medi LB solid s’afegeix al medi Bacteriological agar (ADSAmicro) a una concentraci6 final

de I’1,5%. Un cop autoclavat, el medi es posa en un bany a 56°C durant 1 h i es dispensa en plaques de

Petri de 90 mm de diametre en volums d’entre 15 i 20 ml. Les plaques es conserven a 4°C durant un

temps inferior a un mes.

Suplements

Ampicil-lina (Roche).
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Utilitzada per seleccionar soques transformants portadores del gen de resisténcia a ampicil-lina
bla. L’ampicillina es prepara a una concentracié de 100 mg ml™ en H,O MilliQ. La soluci6
s’esterilitza per filtracié (porus de 0,22 um Millipore) i es conserva a -20°C en aliquotes d’1 ml.
La concentraci6 de treball és de 100 pg mI™.
Tetraciclina (Fluka).
Utilitzada durant I’elaboracié de competents pel métode del CaCl,. La tetraciclina es prepara a
una concentracié de 5 mg ml” en etanol absolut. Donat que aquest antibiotic és fotosensible, s’ha
d’evitar I’exposicio a la llum. La solucido es conserva a -20°C en aliquotes d’l ml. La
concentraci6 de treball és de 10 pg ml™.
IPTG (Fluka).
Utilitzat per induir ’expressio de gens situats sota control del promotor del gen lacZ. L’IPTG es
prepara a una concentracio de 0,5 M en H,O MilliQ estéril i es conserva a -20°C en aliquotes d’1
ml. La concentracio de treball és de 0,1 mM.
X-Gal (Fluka)
Utilitzat per a la deteccid de plasmidis recombinats. Es un substrat de I’enzim B-galactosidasa
que al ser hidrolitzat produeix un cromofor de clor blau. L’X-Gal es prepara a una concentracid
de 50 mg ml" en dimetilformamida i es conserva a -20°C en aliquotes d’1 ml. La concentracié de

treball és de 0,05 mg ml™.

2.2 Cultiu de les soques de M. genitalium.
Medi liquid
SP-4, composicio per 500 ml:

e  Preparacio de la base

- PPLO (Difco) 1,75 g
- Triptona (Difco) 5,00 g
- Bactopeptona (Difco) 2,65¢g
- Glucosa (Sigma) 2,50 g
- H,O destil-lada finsa 312 ml

1) Ajustar el pH a 7,8 amb NaOH 1 M

2) Autoclavar 15 min a 120°C
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3) Deixar refredar i afegir els complements

e  Preparaci6 dels complements

- Yestolate 2% (Difco) Autoclavat 50,0 ml
- Roig de fenol 0,1% (pH 7,0) Autoclavat 7,0 ml
- Extracte de llevat fresc 25% 17,5 ml
- CMRL 10x (Invitrogen) 25,0 ml
- Sérum bovi fetal (Invitrogen) 85,0 ml
- Glutamina 29,2 mg ml” 1,71 ml

1) El pH final del medi ha d’estar entre 7,6 - 7,8

Per preparar I’extracte de llevat, es dilueixen 250 g de llevat fresc en 1 L d’aigual destil-lada i s’autoclava
a 115°C durant 10 min. La suspensio6 es refreda en gel picat i se centrifuga a 380 x g durant 10 min a 4°C.
Posteriorment, es recupera el sobrenedant i aquest s’autoclava de nou a 115°C durant 10 min. Finalment,
I’extracte de llevat es conserva a -20°C en aliquotes de 20 ml. Per altra banda, el sérum bovi fetal s’ha

d’escalfar a 56°C durant 30 min per inactivar el sistema del complement.

Medi solid

Per preparar medi SP-4 solid s’afegeix a la base Agar noble (Difco) a una concentracio final del 0,8%. La
base s’autoclava i es posa en un bany a 56°C durant 1 h. Posteriorment, s’hi afegeixen els complements
previament escalfats a 56°C i es dispensa en plaques de Petri de 50 mm de diametre en volums d’entre 5 i

6 ml. Les plaques es conserven a 4°C durant un temps inferior a una setmana.

Medi semisolid

Per preparar medi SP-4 semisolid s’afegeix a la base Agarosa de baix punt de fusié6 SeaPlaque GTG
(BioWhittaker) a una concentracié final del 0,5%. La base s’autoclava i es posa en un bany a 42°C.
Posteriorment, s’afegeixen els complements préviament escalfats a 42°C i es dispensa en plaques de
cultiu cel-lular de 50 mm de diametre en volums d’entre 5 i 6 ml. Donat que el medi semisolid s’ha
utilitzat per cultivar cé€l-lules de M. genitalium préviament adherides a la superficie de plaques de cultiu

cel-lular (Corning), aquest medi s’ha preparat el mateix dia que ha de ser utilitzat.
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Suplements
e  Ampicil-lina (Roche).
Utilitzada per prevenir la contaminacié dels cultius de M. genitalium amb altres soques
bacterianes. L’ampicil-lina es prepara a una concentracié de 200 mg ml” en H,O MilliQ. La
soluci6 s’esterilitza per filtracio (filtres amb porus de 0,22 um de Millipore) i es conserva a
-20°C en aliquotes d’1 ml. La concentraci6 de treball és de 100 pg ml™.
e  Gentamicina 10 mg ml™ (Invitrogen).
Utilitzada per seleccionar soques transformants de M. genitalium portadores del gen de
resisténcia a gentamicina, tobramicina i kanamicina aac(6’)-aph(2’’) del Tn4001 (Lyon et al.,
1984). La concentracié de treball és de 120 pg ml™. La solucié mare es conserva a 4°C.
e  Tetraciclina (Fluka).
Utilitzada per seleccionar soques transformants de M. genitalium portadores gel gen de
resisténcia a tetraciclina tetM438 (Pich et al., 2006b). El marcador tetM438 deriva del gen de
resisténcia a tetraciclina tetM del Tn916 (Franke et al., 1981). La concentracio de treball és de 2

pg ml” i es conserva a -20°C.

3. Condicions de cultiu estandard, condicions de conservaciéo i meétode de

recuperacio de colonies aillades de les soques bacterianes utilitzades en aquest

estudi

3.1 Cultiu de les soques d’E. coli

Cultius en medi liquid

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 2-10 pl d’un glicerinat de treball. Per inocular cultius de gran volum es duen a
terme precultius crescuts fins a una Aggy ~1. Posteriorment, els cultius s’incuben a 37°C i 250 rpm durant

tota la nit en un incubador d’aire amb agitacio orbital (Braun, model Centromat H).

Volums de cultiu i aplicacio:
3ml:  Obtencié d’ADN plasmidic a petita escala.

10 ml:  Obtencié d’ADN plasmidic a mitjana escala.
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500 ml: Produccio de proteines recombinants.

Cultius en medi solid

Els cultius d’E. coli en medi solid es duen a terme en plaques d’LB i s’inoculen en una cabina de flux
laminar (Telsar, model AV-100). Com a inocul s’utilitzen entre 100 i 200 pl d’una suspensio6 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 escuradents estéril.

Preparaci6 de glicerinats de treball

Els glicerinats de treball de les soques d’E. coli es preparen a partir de 500 pl d’un cultiu liquid en medi

LB o0 2YT al qual s’hi afegeix glicerol esteril al 15%. Els glicerinats de treball es conserven a -80°C.

3.2 Cultiu de les soques de M. genitalium

Cultius en medi liquid

Els cultius de M. genitalium en medi liquid s’han dut 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). Com a inocul s’ha utilitzat
una colonia aillada provinent d’una placa de cultiu en medi solid o 20-100 ul d’un stock de treball.
Posteriorment, 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 (Becton Dickinson). Les soques no adherents es recuperen del

flasco de cultiu amb una pipeta i se centrifuguen a 12000 rpm durant 15 min a 4°C.

Volums de cultiu i aplicacio:

200 pl: Propagaci6 de colonies aillades recuperades d’una placa de cultiu amb medi SP-4 semisolid.
Es duen a terme en plaques de cultiu cel-lular de 96 pous.

S5ml: Preparacio d’stocks de treball, extraccid de proteina total o propagacio de colonies aillades

provinents d’una placa de cultiu amb medi SP-4 solid.
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Es duen a terme en flascons de cultiu de 25 cm? i triguen entre 3-12 dies en créixer depenent
de si I'inocul és realitza a partir d’un stock de treball o a partir d’una colonia aillada
recuperada d’una placa amb medi SP-4 solid.

20 ml: Extraccio d’ADN genomic.
Es duen a terme en flascons de cultiu de 75 cm® i triguen entre 3-4 dies en créixer.

50 ml: Transformacié de cél-lules per electroporacio.

Es duen a terme en flascons de cultiu de 150 cm? i triguen 5-8 dies en créixer.

Cultius en medi solid

Els cultius de M. genitalium en medi solid es duen a terme en plaques d’SP-4 i s’inoculen en una cabina
de flux laminar (Telsar, model BIO-II-A). Com a indcul s’utilitzen entre 10 i 200 pl d’una suspensié
cel'lular que es deixa adsorbir a la superficie de cultiu durant uns 15 min. Posteriorment, les plaques
s’incuben invertides a 37°C en una atmosfera de CO, al 5%. Les colonies triguen entre 7 i 12 dies en
apareixer. Les colonies es visualitzen mitjancant una lupa estereoscopica (Wild Heerbrugg Leitz Plan) i es
recuperen mitjan¢ant una punta de pipeta de 200 pl estéril préviament retallada per obtenir un diametre

d’uns 2-3 mm.

Preparaci6 d’stocks de treball

Els stocks de treball de les soques de M. genitalium es preparen a partir d’un cultiu liquid de 5 ml en medi
SP-4. Un cop que el cultiu ha crescut, es retira el medi SP-4 envellit i les cél-lules es recuperen en 5 ml de
medi SP-4 fresc. Els stocks de treball es conserven a -80°C en aliquotes de 100 pl. Per preservar les

soques de Mycoplasma no és necessari afegir glicerol.

4. Protocols de transformacio bacterians utilitzats en aquest estudi

4.1 Transformacio6 de soques d’E. coli

Tant I’obtencié de cél-lules competents d’E. coli per tractament amb CaCl, com la transformacid
d’aquestes cél-lules mitjangant un shock térmic, s’ha dut a terme segons els protocols descrits al

“Molecular Cloning: A Laboratory Manual” (Sambrook et al., 2001).
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4.2 Transformacioé de soques de M. genitalium

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 transformaci6é de M. pneumoniae. Aquest protocol va ser adaptat amb exit

per Reddy et al., 1996 per a la transformacioé de M. genitalium i ha estat lleugerament modificat al nostre

laboratori.
Breument:

1) Iniciem un cultiu de M. genitalium de 20 ml a partir d’un stock de treball.

2) Al tercer dia de cultiu, retirem 15 ml del medi SP-4 envellit.

3) Recollim les cél-lules del flascdé amb 1’ajut d’un rascador, obtenint 5 ml d’una suspensio cel-lular.

4) Fem passar les cel-lules per filtres de baixa retencié de proteines amb porus de 0,45 pm
(Millipore).

5)  La suspensio cel lular filtrada es dispensa en un flasco de cultiu de 150 cm?” i s’hi afegeixen 45
ml de medi SP-4 fresc.

6) Al dia segiient, retirem el medi SP-4 envellit del flasc6 de cultiu.

7) Rentem les cél-lules tres vegades amb el tampo d’electroporacio (SmM HEPES; 272 mM sucrosa,
pH 7,4).

8) Recollim les cél-lules amb 1’ajut d’un rascador en un volum d’1,5 ml de tampd d’electroporacid
(titol aproximat 10° cfus mlI™).

9) Dipositem 100 pl de la suspensi6 cel-lular anterior en una cubeta d’electroporaci6é de 2 mm de
separaci6 entre eléctrodes (BTX).

10) Afegim entre 10130 pg d’ADN plasmidic en el minim volum possible (concentracié ~1 pg pl™).

11) Mantenim la cubeta amb la barreja en gel picat durant 15 min.

12) Introduim la cubeta a I’electroporador (BTX"“Electroporation System, model Electro Cell
Manipulator®600) i accionem el disparador del corrent (2,5 kV de voltatge; 129 Q de resisténcia).

13) Un cop electroporades les cél-lules s’incuben durant 15 min en gel picat encara a la mateixa
cubeta d’electroporacio.

14) Afegim 900 pl de medi SP-4 i transferim el contingut en un tub eppendorf.

15) Incubem la suspensio cel-lular a 37°C durant 2 h per tal que s’expressi el gen de resisténcia a
I’antibidtic.

16) Finalment, dispensem la suspensio cel-lular en plaques de medi SP-4 solid en volums de 200 pl.
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5. Construccio dels diferents plasmidis desenvolupats en aquest estudi

pMTnmg200

Per obtenir el plasmidi pMTnmg200, es va amplificar per PCR la regi6 corresponent a I’ORF del gen
mg200 a partir d’ADN de la soca salvatge de M. genitalium mitjangant els encebadors mg200c-5 i
mg200c-3’. L’encebador mg200c-5" incorpora una regido de 22 nucleotids capa¢ de promoure la
transcripcio de gens a M. genitalium (Pich et al., 2006b). El fragment de PCR d’1,8 kb resultant es va
clonar en un plasmidi pBE que havia estat préviament digerit amb 1’enzim ECORV (Pich et al., 2006b).
Un cop clonat, el fragment de PCR es va alliberar del vector de clonatge utilitzant les dianes de restriccio
Xhol i Smal que incorporen els encebadors. Finalment, el fragment de restricci6é d’1,8 kb es va clonar en

un plasmidi pMTnGm que havia estat préviament digerit amb els enzims Xhol i Smal.

Nota: La regio de 22 nucleotids que permet I’expressio de gens a M. genitalium correspon a la regio
promotora del gen mg438 d’aquest mateix microorganisme. El gen mg438 esta anotat com la subunitat S
d’un sistema de restriccio-modificacio de tipus I. Tot i aixo, la funci6 del gen mg438 a M. genitalium és
encara desconeguda i esta sent investigada al nostre laboratori. L’estructura tridimensional de la proteina

MG438 ha estat resolta recentment en col-laboracié amb el grup del Dr. Ignasi Fita (Calisto et al., 2005).

pMTnmg386

Per obtenir el plasmidi pMTnmg386, la regi6 corresponent a I’ORF del gen mg386 a la soca salvatge de
M. genitalium es va amplificar per PCR mitjangant els encebadors mg386¢-5’ i mg386¢-3°. L’encebador
mg386¢-5’ també incorpora la regié promotora del gen mg438 de M. genitalium. El fragment de PCR de
4,8 kb resultant es va clonar en un plasmidi pBE que havia estat préviament digerit amb 1’enzim ECORV.
Un cop clonat, el fragment de PCR es va alliberar del vector de clonatge utilitzant les dianes de restriccid
Apal i Smal que incorporen els encebadors. Finalment, el fragment de restriccié de 4,8 kb es va clonar en

un plasmidi pMTnGm que havia préviament digerit amb el enzims Apal i Smal.

pAmg218

Per obtenir el plasmidi pAmg218, es van amplificar per PCR les regions flanquejants 5’ i 3’ del gen
mg218 a partir d’ADN de la soca salvatge de M. genitalium. En primer lloc, mitjangant els encebadors

BEmg218-5’ i BEmg218-5’, es va amplificar un fragment d’1 kb corresponent a la regié contigua al gen
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mg218 en direccid 5°. Aquest fragment es va clonar en un plasmidi pBE préviament digerit amb 1’enzim
EcoRV. Un cop clonat, el fragment de PCR es va alliberar del vector de clonatge utilitzant les dianes de
restriccid Pstl i ECORI que incorporen els encebadors. En segon lloc, mitjangant els encebadors
BDmg218-5" i BDmg218-5" es va amplificar un fragment de 0,8 kb corresponent a la regio contigua al
gen MQ218 en direccid 3’. A I’igual que en el cas anterior, aquest fragment es va clonar en un plasmidi
pBE préviament digerit amb 1’enzim ECORV i posteriorment es va alliberar utilitzant les dianes de
restricci6 BamHI i Apal que incorporen els encebadors. Separadament, es va digerir el plasmidi
MTnTetM438 amb els enzims EcORI i BamHI per tal d’obtenir un fragment de restriccio de 2 kb
corresponent al marcador de resisténcia a tetraciclina tetM438. Finalment, els tres fragments de restriccio
obtinguts (1 kb, 0,8 kb i 2 kb) es van clonar de manera conjunta en un plasmidi pPBSK que havia estat

préviament digerit amb els enzims Pstl i Apal.

pETmg200

En primer lloc, es va amplificar per PCR un fragment de 0,6 kb corresponent a I’extrem 5’ de ’ORF del
gen m@200. Durant I’amplificacié d’aquest fragment de 0,6 kb amb els encebadors MG200Expl i
MG200Exp3, el codé TGA que codifica pel Trp189 de la proteina MG200 va ser substituit pel coddo TGG
mitjangant mutagénesi dirigida. En segon lloc, es va amplificar per PCR un fragment d’1,2 kb
corresponent a I’extrem 3 de I’ORF del gen mg200. A I’igual que en el cas anterior, durant I’amplificacié
d’aquest fragment d’1,2 kb amb els encebadors MG200Exp2 i MG200Exp4, el codd TGA que codifica
pel Trp201 de la proteina MG200 va ser substituit per coddo TGG. Aquestes dues mutacions puntuals
introduides permeten eliminar els dos codons TGA presents a la proteina MG200 que serien reconeguts
com a senyal d’aturada de la traducci6 a la soca d’E.coli utilitzada. Finalment, utilitzant com a motlle els
dos fragments de PCR anteriors i els encebadors MG200Expl i MG200Exp4, es va amplificar per PCR
un fragment d’1,8 kb corresponent a I’ORF sencer del gen mg200. El fragment de PCR resultant es va
clonar en un plasmidi pBE préviament digerit amb 1’enzim ECORV i posteriorment es va alliberar
utilitzant les dianes de restriccio Ndel i Xhol que incorporen els encebadors. Finalment, per obtenir el
plasmidi pETmg200, el fragment de restriccio resultant es va clonar en un plasmidi pET19b que havia
estat préviament digerit amb els enzims Ndel i Xhol. Per tal de confirmar la preséncia de les dues

mutacions puntuals introduides durant el procés de clonatge i 1’abséncia de mutacions espontanies
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addicionals, es va dur a terme la seqilienciacido de I’ORF del gen mg200 després del seu clonatge al

plasmidi pBE.

6. Técniques per a la manipulacio de seqiiéncies d’ADN utilitzades en aquest estudi

6.1 Extraccio d’ADN plasmidic

Les extraccions d’ADN plasmidic a petita escala o Minipreps s’han dut a terme mitjangant el Kit

comercial “Fast Plasmid Miniprep Kit” (Eppendorf), seguint les indicacions del fabricant.

Les extraccions d’ADN plasmidic a mitjana escala o Midipreps s’han dut a terme manualment en base al
protocol descrit al “Molecular Cloning: A Laboratory Manual” (Sambrook et al., 2001). Per tal de
millorar la qualitat de I’extraccid pero, I’ADN plasmidic no es va precipitar amb etanol absolut si no que

es va purificar mitjangant les columnetes del Kit comercial “e.Z.N.A.” Gel Extraction Kit” (Omega).

6.2 Extraccié d’ADN genomic

Per obtenir ADN genomic de les soques de M. genitalium s’ha seguit el segiient protocol:

1) Iniciem un cultiu de 20 ml de la soca objecte d’estudi.

2) Rentem les cel'lules tres vegades amb PBS.

3) Recuperem les cél-lules del flasco de cultiu en 1 ml de solucié I (0,1 M Tris-HCI pH 8,0; 0,5 M
NaCl; 10 mM EDTA).

4)  Afegim 50 pl d’SDS al 20% , agitem suaument i esperem 10 min.

5)  Afegim proteinasa K a una concentracié final de 50 pg ml™.

6) Incubem la mostra en un bany a 55°C durant 1 h .

7) Duem a terme tres tractaments amb fenol-cloroform sense vortexar.

8) Després de cada tractament, centrifuguem la mostra a 13000 rpm durant 10 min i recuperem la
fase superior pipetejant amb una punta de 100-200 pl retallada.

9) Al final del tercer tractament, precipitem I’ADN amb 2,5 volums d’etanol absolut.

10) Centrifuguem la mostra a 13000 rpm durant 10 min i retirem el sobrenedant.

11) Rentem el pellet dues vegades amb 1 ml d’etanol al 70% i centrifuguem la mostra a 13000 rpm
durant 10 min després de cada rentat.

12) Assequem el pellet durant 15 min en una campana de buit.
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13) Finalment, afegim 200 pl de TE amb RNasa.

6.3 Quantificaciéo d’ADN

La quantificacié6 de les mostres d’ADN per electroporar s’ha dut a terme mitjangant metodes
espectrofotométrics utilitzant un aparell Cary 400 Bio i seguint el protocol descrit al “Molecular Cloning:
A Laboratory Manual” (Sambrook et al., 2001). Les mostres d’ADN utilitzades durant els processos de
clonatge i altres mostres d’ADN que no eren completament pures es van quantificar mitjancant

electroforesi en gel d’agarosa.

6.4 Seqiienciacio d’ADN

Les reaccions de seqiienciacio van ser dutes a terme mitjangant 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 va ser

dut a terme pel Servei de Seqiienciacié d’ADN de la Facultat de Veterinaria de la UAB.

6.5 Digestio de seqiiéncies d’ADN

Les digestions de seqiiéncies d’ADN amb enzims de restriccid (Roche) s’han dut a terme seguint les

indicacions del fabricant per cada enzim.

6.6 Lligacio de fragments d’ADN

Les lligacions de fragments d’ADN s’han dut a terme amb la lligasa del bacteriofag T4 (Roche), seguint

les indicacions del fabricant.

6.7 Electroforesi de fragments d’ADN en gels d’agarosa

L’electroforesi de fragments d’ADN en gels d’agarosa (SeaKem®), s’ha dut a terme amb material de la
casa comercial BioRad (cubetes, pintes, fonts d’alimentacio, etc). Les solucions necessaries per dur a
terme ’electroforesi (tamp6 TAE 50x i tampd de mostres d’ADN 10x) s’han preparat segons el protocol
descrit al “Molecular Cloning: A Laboratory Manual” (Sambrook et al., 2001). Per tal d’estimar la mida

dels fragments d’ADN al gel d’electroforesi s’ha utilitzat el marcador de pes molecular comercial “1 kb
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Plus DNA Ladder” (Invitrogen). Per quantificar mostres d’ADN es va utilitzar el marcador de pes
molecular comercial “A DNA-BStEII Digest” (NEB). Els gels d’electroforesi resultants s’han visualitzat
en un equip de fotografia (BioRad, model Gel Doc 100) amb el software Molecular Analist 1,5 o en un

transil-luminador (Ultra-Violet Products TC-365-A).

6.8 Purificacié de fragments d’ADN dels gels d’agarosa

La purificacié de fragments d’ADN dels gels d’agarosa s’ha dut a terme mitjancant el kit comercial
“e.ZN.A." Gel Extraction Kit” (Omega). En general, les purificacions s’han realitzat seguit les
indicacions del fabricant. Tot i aix0, durant la purificacié de seqiiéncies d’ADN de M. genitalium s’ha
omes el pas consistent en escalfar el retall d’agarosa a 55-65°C. Aquest pas disminueix 1’eficiéncia del

procés de purificacio de seqliéncies d’ ADN riques en AT, com és el cas del genoma de M. genitalium.

6.9 Amplificacio de fragments d’ADN per PCR

L’amplificacié de fragments d’ADN s’ha dut a terme per PCR (Minicycler-MJ research), utilitzant la

polimerasa Deep Vent (NEB) amb activitat correctora de proves.

6.10 Marcatge no radioactiu de fragments d’ADN

Els fragments d’ADN es van marcar mitjancant metodes 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.

6.11 Transferencia de tipus Southern

La transferéncia de tipus Southern és una técnica d’s habitual per analitzar la preséncia d’una seqiiéncia
d’ADN determinada en un gel d’agarosa. En aquest treball, ’ADN ha estat transferit per capil-laritat a
membranes de nilé en condicions alcalines. La transferéncia i la preparacid6 de les solucions de
desnaturalitzacio i neutralitzacié 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 la nit. La deteccid i la preparacio

de les solucions d’hibridacio i de rentat s’han dut a terme segons el protocol descrit al DIG labelling

129



VII - PROCEDIMENTS EXPERIMENTALS

manual (Roche). Per a la deteccio, s’han utilitzat els compostos cromogénics NTB i BCIP (BioRad),

prévia incubaci6 de la membra amb un anticos anti-DIG conjugat a fosfatasa alcalina (Roche).

7. Técniques per a la manipulacié de proteines utilitzades en aquest estudi

7.1 Extraccio de mostres de proteina total

L’obtencid dels extractes de proteina total dels bacteris objecte d’estudi es va dur a terme tractant les
cel-lules en PBS amb la solucié 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).

7.2 Gels de poliacrilamida (PAGE)

La separacié de mostres de proteina es va dur a terme per SDS-PAGE seguint procediments estandards.
Per visualitzar les proteines, aquestes van ser tenyides amb “Coomassie brilliant blue” (Sigma). A cada
PAGE es va incloure una mostra de marcador de massa molecular comercial “BenchMark Protein

Ladder” (Invitrogen) o “BenchMark Pre-stained Protein Ladder” (Invitrogen).

7.3 Transferéncia de tipus Western

La transferéncia de tipus Western és una técnica d’us habitual per analitzar la preséncia d’una proteina
determinada en un PAGE. La transferéncia i la preparacié de les solucions necessaries (transferéncia,
rentats, etc) s’ha dut a terme segons els protocols descrits al “Molecular Cloning: A Laboratory Manual”
(Sambrook et al., 2001). Per dur a terme la deteccio, s’han utilitzat els compostos cromogénics NTB i
BCIP (BioRad), prévia incubacié de la membra amb un anticos secundari conjugat a fosfatasa alcalina

(BioRad), seguint les indicacions del fabricant.

Els anticossos primaris que s’han utilitzat en aquest estudi son:

Anti-MG200:  Anticos monoclonal contra la proteina MG200 obtingut en aquest estudi.
Diluci6 de treball 1:10000

Anti-MG218:  Anticds monoclonal contra la proteina MG218 obtingut en aquest estudi.

Dilucié de treball 1:500
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Anti-HMW1:

Anti-HMW3:

Anti-P41:

Anti-P140:

Anti-P110:

Anticos policlonal contra la proteina HMW1 de M. pneumoniae (Stevens et al., 1991)
subministrat pel Dr. Duncan Krause (UGA).

Diluci6 de treball 1:7000

Anticos policlonal contra la proteina HMW3 de M. pneumoniae (Stevens et al., 1992)
subministrat pel Dr. Duncan Krause (UGA).

Dilucié de treball 1:5000

Anticos policlonal contra la proteina P41 de M. pneumoniae (Krause et al., 1997)
subministrat pel Dr. Duncan Krause (UGA).

Diluci6 de treball 1:500

Anticos monoclonal contra la proteina P140 (Morrison-Plummer et al., 1987)
subministrat pel Dr. Joel Baseman (UTHSCSA).

Dilucié de treball 1:1000

Anticos policlonal contra la proteina P110 (Dhandayuthapani et al., 1999) subministrat
pel Dr. Joel Baseman (UTHSCSA).

Diluci6 de treball 1:1000

8. Identificacio de proteines per espectrometria de masses

Les bandes d’interés es van retallar dels PAGEs corresponents tenyits amb Coomassie. A continuacio, els

retalls van ser destenyir i es van digerir amb tripsina utilitzant el Kit comercial “In-Gel Digestzp

Kit”(Millipore) i seguint les indicacions del fabricant. Posteriorment, es va barrejar un microlitre de cada

mostra amb el mateix volum d’una solucié d’acid o-cian-4-hidroxi-trans-cinnamic (0,3 mg ml” en

etanol:acetona 6:3). Les mostres resultants es van aplicar sobre una placa de MALDI AnchorChip de 600

pm (Bruker) i es van deixar assecar a temperatura ambient. L’espectre de masses es va obtenir utilitzant

un aparell de MALDI-TOF Ultraflex (Bruker). L’analisi de I’empremta peptidica es va dur a terme

utilitzant el programa MASCOT (Matrix Science). Només es van acceptar les identificacions positives

amb un puntuacié superior a 68. Per a les identificacions positives amb una puntuacidé superior a 68 el

valor de P és inferior a 0,05, on P és la probabilitat que la identificacio tingui lloc per atzar (Perkins et al.,

1999).
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Mitjangant el procediment descrit anteriorment, es van identificar les bandes dels gels d’SDS-PAGE
corresponents a les segiients proteines:

MG200: La identificacio del MASCOT tenia una puntuacio de 190 i els peptids identificats cobrien una
regi6 corresponent al 43% de la seqiieéncia de la proteina.

MG386: La identificacié del MASCOT tenia puntuacid de 229 i els peptids identificats cobrien una regi6d
corresponent al 28% de la seqiiéncia de la proteina.

MG317: La identificacié del MASCOT tenia una puntuacio de 136 i els péptids identificats cobrien una

regi6 corresponent al 39% de la seqiiéncia de la proteina.

9. Expressio de la proteina MG200 a E. coli

Per dur a terme I’expressio de la proteina MG200, es van obtenir colonies individuals de cel-lules de
BL21(DE3) portadores del plasmidi pETmg200. Posteriorment, es va iniciar un cultiu de 10 ml a 37°C a
partir d’una colonia aillada controlant que 1’ Aggo 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’Agy va
arribar a 0,55 unitats, es va posar el cultiu en gel picat durant 15 min i es va dur a terme la induccié
afegint IPTG (concentraci6 final 0,1 mM). Un cop induit, el cultiu va ser incubat a 16°C durant tota la nit;

aquestes condicions de cultiu permeten augmentar la quantitat de proteina MG200 present a la fraccio
soluble quan es lisen les cél-lules son. Al mati segiient, les cél-lules es van centrifugar a 5000 x g durant
15 min a 4°C i van afegir 5 ml de tamp6 d’uni6 (5 mM imidazol; 500 mM NaCl; 20 mM Tris-HCI pH 7,9)
fins aconseguir una suspensié cel-lular homogénia. Després d’afegir I’inhibidor de proteases PMSF (1

mM concentracié final) i DNasa I (20 pg ml"' concentraci6 final), les cél-lules van ser lisades per
sonicacio (3x2 min a 32 W). La mostra va ser centrifugada a 39000 x g 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 pm (Millipore).

La proteina recombinat es va purificar mitjangant una columna d’afinitat de niquel, utilitzant un
cromatograf Akta prime (Amersham Pharmacia Biotech) i seguint el protocol descrit al manual del pET

(Novagen). Al final del procés, una mostra de la fraccié recuperada de la columna d’afinitat corresponent
al pic d’elucio, va ser analitzada per SDS-PAGE. Es va observar una banda majoritaria de 87 kDa
corresponent a la proteina MG200 sencera i algunes bandes addicionals corresponents a fragments de

degradacio.
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10. Obtencié d’anticossos monoclonals contra les proteines MG200 i MG218

Els anticossos monoclonals contra la proteina MG200 es van obtenir immunitzant un ratoli BALB/c amb
4 punxades intraperitoneals amb 50 pg de proteina MG200 purificada. Préviament, la proteina MG200
resuperada de la columna d’afinitat va ser dialitzada per tal de substituir el tamp6 d’elucié (1 M imidazol;
0,5 M NaCl; 20 mM Tris-HCI pH 7,9) pel tamp¢ fosfat PBS. Per altra banda, els anticossos monoclonals
contra la proteina MG218 es van obtenir immunitzant un ratoli BALB/c amb 4 punxades intraperitoneals
d’una mostra de proteina resultant del tractament de cél-lules de M. genitalium (~10%) amb 3 ml d’una
solucio de Tritd X-100 al 0,1% en PBS esteéril, seguint també el procediment estandard. Préviament, una
aliquota de la mostra de proteina obtinguda després del tractament amb Tritdo X-100 va ser plaquejada en
medi SP-4 solid per descartar la preséncia de cel-lules viables. En ambdos casos, la fusio dels esplenocits,
I’analisi dels hibridomes i la produccié dels anticossos monoclonals es va dur a terme segons el protocol

descrit a “Antibodies: a Laboratory Manual” (Harlow et al., 1998).

11. Aillament de mutants deficients en motilitat de M. genitalium

Els mutants deficients en motilitat de M. genitalium es van generar mitjangant el minitransposo
MTnTetM438 al genoma. Per fer aixo, les cél-lules van ser electroporades en preséncia del plasmidi
pMTnTetM438, incubades durant 2 h a 37°C i recuperades en 37,5 ml de medi SP-4 liquid. Posteriorment,
les cel-lules es van dispensar en 50 plaques de cultiu cel-lular en volums de 750 pl (~250 cfus) i es van
deixar adsorbir durant 2 h. Passat aquest temps, es va retirar el medi SP-4 amb les cél-lules no absorbides
i es va afegir medi SP-4 amb agarosa de baix punt de fusié al 0,5% suplementat amb tetraciclina. Les
plaques es van incubar a 37°C en una atmosfera de CO, al 5% en posicidé no invertida. Després de dotze
dies d’incubaci6, les colonies amb una morfologia compacte es van recuperar del medi semisolid
mitjancant un escuradents i es van propagar en 200 pl de medi SP-4 liquid suplementat amb tetraciclina
en plaques de cultiu cel-lular de 96 pous. Un cop crescudes al pou, les cel-lules es van transferir en un
flasco de cultiu de 25 cm? amb 5 ml de medi SP-4 liquid suplementat amb tetraciclina. Per tal de forcar
I’aillament de soques sense deficiéncies d’adhesio, les cél-lules es renten repetides vegades amb PBS a la

placa de cultiu cel-lular abans d’afegir el medi SP-4 semisolid.
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12. Complementacié dels mutants deficients en motilitat mg200 i mg386°

Les céllules dels clons 1 1 5 dels mutants mg386™ van ser electroporades en preséncia del plasmidi
pMTnmg386Gm, mentre que les cél-lules del clon 12 dels mutants mg200™ van ser electroporades en
preséncia del plasmidi pMTnmg200Gm. Les cél-lules d’aquests mateixos mutants també van ser
electroporades en preséncia del plasmidi pMTnGm per tal de determinar la taxa de reversio del fenotip
deficient en motilitat com a conseqiiéncia de la remobilitzacio del transposé original present al genoma
d’aquest mutants. Aquest fet pot tenir lloc com a resultat de 1’expressié transitoria de la transposasa
present al plasmidi pMTnGm o els seus plasmidis derivats pMTnmg386Gm i pMTnmg200Gm. Després
de dues hores d’incubacié a 37°C, les cél-lules electroporades es van passar per filtres de baixa retencid
de proteines amb porus de 0,45 um (Millipore) per minimitzar la preséncia d’agregats cel-lulars.
Posteriorment, diferents dilucions de la suspensio cel-lular resultant van ser cultivades en medi SP-4
semisolid suplementat amb gentamicina, seguint el protocol descrit anteriorment. Practicament totes les
colonies resistents a gentamicina observades presentaven una morfologia dispersa. Amb I’ajut d’un
escuradents, es van recuperar algunes colonies que posteriorment van ser propagades i analitzades seguint

el protocol descrit anteriorment.

13. Estudis microcinematografics

Per dur a terme els estudis microcinemtografics, es van iniciar diversos cultius amb diferents dilucions de
les soques objecte d’estudi en plaques de cultiu cellular. Després de 16 h d’incubacio, es va retirar el
medi, es van afegir unes gotes de medi fresc sobre les cel-lules adherides i es va col-locar un
cubreobjectes. El moviment de les cél-lules es va analitzar a 37°C en un microscopi Axioplan (Zeiss) i les
imatges van ser capturades a intervals de 2 s durant 2-5 min amb una camera digital Hamamatsu ORCA-

ER CCD controlada pel programa Aquacosmos.

Obtencio de les dades de motilitat

Per determinar el percentatge de cél-lules mobils, es va analitzar la capacitat de desplagament de 300-700
cél-lules aillades de cada soca objecte d’estudi. La velocitat de desplagament de les cél-lules es va calcular
mesurant la distancia recorreguda durant 2 min per 25 cel-lules aillades, escollides a I’atzar entre 8
microcinematografies diferents. Per obtenir dades comparables entre diferents soques, només es van

considerar les preparacions que contenien un nombre similar de cél-lules. S’ha de tenir present que el
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terme “mitjana de les velocitats” utilitzat en aquest estudi fa referéncia al valor obtingut després de
promitjar les velocitats de 25 cél-lules independents. No s’ha de confondre aquest terme amb el qué
habitualment es coneix com a “velocitat mitjana”, que fa referéncia a un valor promig de les diferents

velocitats que exhibeix una particula mobil durant un periode de temps determinat.

14. Assaigs d’hemadsorcio

14.1 Qualitativa

Per dur a terme I’assaig d’hemadsorcid qualitativa, es van passar per un filtre de baixa retencido de
proteines amb porus de 0,45 pm (Millipore) diferents dilucions de les cél-lules objecte d’estudi i es van
cultivar en plaques de medi solid d’SP-4. Quan les colonies eren visibles (8-10 dies), es van afegir 2 ml
d’una suspensio cel-lular d’eritrocits humans diluits en PBS esteril 1:50 i es van incubar durant 1 h a 37°C
sense agitacio. Passat aquest temps, es van dur a terme tres rentats amb PBS per eliminar els eritrocits que
no estaven adherits a les colonies i aquestes van ser observades en una lupa estereoscopica
(LeicaMZFLIII). Les imatges es van prendre mitjangant una camera digital LeicaDC500 connectada a la

lupa.

14.2 Quantitativa

Per dur a terme ’assaig d’hemadsorcié quantitativa, aliquotes de 25 pl de les diferents soques objecte
d’estudi es van barrejar amb 475 pl d’eritrocits humans diluits en PBS estéril (1:50). La barreja es va
incubar a 37°C durant 2 h, mantenint una agitacié suau. Els eritrocits i els micoplasmes adherits es van
centrifugar a 300 x g durant 2 min. Posteriorment, es van cultivar en medi SP-4 solid diferents dilucions
del sobrenedant per tal d’estimar la concentracié de micoplasmes que no s’havien adherit als eritrocits.
Paral-lelament, abans de la incubacié dels micoplasmes amb els eritrocits, també es van cultivar en medi
SP-4 solid diferent dilucions de les mateixes aliquotes de 25 pl utilitzades en aquest assaig, per tal
d’estimar la concentraci6 inicial de micoplasmes. El valor d’hemadsorci6 que es presenta en aquest estudi
deriva de les dades obtingudes en dos experiments independents. En cada experiment, es van combinar

les dades de dos clons diferents del mateix tipus de mutant.
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15. Microscopia electronica de transmissio

Per dur a terme I’analisi dels mutants per microscopia electronica de transmissio, es van realitzar cultius
de 20 ml de les soques d’interés en flascons de cultiu cel-lular de 75 cm’, es van recuperar les cél-lules i
es van centrifugar a 12000 rpm durant 15 min. Posteriorment, les cél-lules es van rentar amb PBS i es van
fixar amb una solucioé de glutaraldehid al 2.5% (v/v) i paraformaldehid 2% (v/v) en PBS (pH 7,4) durant 2
h. A continuacio, les cél-lules es van rentar amb PBS i es van incubar en una soluciéo amb OsO4 a 1’1%
(p/v) 1 K3Fe(CN)g al 0,8% (p/v). Un cop rentades, les cél-lules es van deshidratar en etanol i es van
infiltrar en Spurr, que es va deixar polimeritzar a 60°C durant 48 h. Els talls semifins de la reina amb les
cel-lules es van muntar en reixetes de coure, es van contrastar amb acetat d’uranil i citrat de plom, i es van

observar en un microscopi electronic de transmissié Hitachi H-7000 a 75K V.

Mesura de la longitud dels eixos electrodensos

La longitud dels eixos electrodensos es va calcular utilitzant el programa de processament d’imatges

“Scion Image” analitzant un total de 17-25 cél-lules de diferents micrografies.

16. Microscopia electronica de rastreig

Per dur a terme 1’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 solucio de
glutaraldehid a I’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 per cada solucio. 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.

Obtencio de les dades del nombre d’organel-les terminals per cél-lula

Per determinar el percentatge de cel-lules amb un determinat nombre o distribucié de les organel-les

terminals, es van analitzar 250 cél-lules individuals de cada soca objecte d’estudi.
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1. La morfologia de les colonies desenvolupades per cel-lules de M. genitalium
previament adherides a la superficie d’una placa de cultiu cel-lular i recobertes amb
medi SP-4 semisolid, permet demostrar la capacitat de desplagcament d’aquestes
cel-lules. Aquest sistema de cultiu permet la identificacio i I’aillament de mutants de M.

genitalium deficients en motilitat.

2. La interrupcié dels gens mg200 i mg386 de M. genitalium amb el transposé
MTnTetM438 ddna lloc a deficiencies de motilitat que no semblen associades ni a
deficiéncies d’adhesio, ni a canvis en la ultraestructura de I’organel-la teminal. Les
proteines MG200 i MG386 formen part de la maquinaria de motilitat d’aquest

microorganisme.

3. Les sequéncies d’aminoacids de les proteines MG200 i MG386 presenten
caracteristiques comunes com ara la preséncia de dominis APR i de caixes EAGR. Els
dominis EAGR son exclusius de les proteines de motilitat de M. genitalium i de les

respectives proteines homologues de M. pneumoniae i M. gallisepticum.

4. La interrupcié dels gens mg218 i mg31l7 de M. genitalium amb el transposé
MTnTetM438 dona lloc a deficiencies de motilitat i d’adhesio, associades a canvis en la
ultraestructura de I’organel-la teminal. Les proteines MG218 i MG317 estan implicades

en I’organitzacio de I’organel-la terminal d’aquest microorganisme.

5. La proteina MG218 és essencial per al desenvolupament de I’organel-la terminal i a

més és un dels components majoritaris de I’eix electrodens de M. genitalium. La

proteina MG218 determina la longitud de I’eix electrodens de M. genitalium.
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6. La proteina MG317 no sembla essencial per al desenvolupament de I’eix electrodens,
per0 si es necessaria per a la formacié del bot6 terminal de M. genitalium. EIl bot6
terminal constitueix un punt d’ancoratge important de I’eix electrodens a la membrana

plasmatica.

7. Les cél-lules de la soca salvatge de M. genitalium disposen d’un mecanisme de
control que impedeix que I’organel-la terminal es dupliqui dues vegades abans de la
citocinesi. La proteina P110 forma part d’aquest sistema de control temporal de la

formaci6 d’organel-les terminals noves.

8. El procés de migracio de les organel-les terminal noves s’allarga a les soques de M.

genitalium amb deficiencies de motilitat. Aquest fet indica que la motilitat esta

implicada en la segregacio de les organel-les terminals en aquest microorganisme.
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