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I. Introduccién

I.A- MICOPLASMAS

Los micoplasmas son los microorganismos auto-replicativos mds pequefios que pueden ser
cultivados axénicamente. Forman un grupo de procariotas con unas 190 especies diferentes de
bacterias Gram positivas.

Estos microorganismos contienen un conjunto minimo de estructuras esenciales para el
crecimiento y replicaciéon: una membrana plasmatica, ribosomas y un genoma consistente en
una molécula circular de DNA doble hebra. A diferencia del resto de procariotas, los
micoplasmas no tienen pared celular y consecuentemente estan organizados en una clase
separada, los mollicutes (mollis, suave; cutes, piel). Estos diversos microorganismos son
parasitos de un amplio rango de huéspedes, incluyendo humanos, animales, insectos, plantas y
células en cultivo [1, 2]. A los micoplasmas se les ha apodado “crabgrass” (traduccién literal:
ladillas de la hierba) de los cultivos celulares porque sus infecciones son persistentes,
frecuentemente dificiles de detectar y curar [3]. La contaminacién de los cultivos celulares por
micoplasmas representa un serio problema en los laboratorios de investigacién asi como en
industrias biotecnoldgicas que emplean cultivos celulares. El origen de las contaminaciones por
micoplasmas esta en los componentes de los medios de cultivo, en particular en el suero, o en
la flora bucal del personal técnico [4].

El “coccus” es la forma basica de todos los micoplasmas en cultivo siendo el didmetro de los
“coccus” mas pequenos capaces de reproducirse de unos 300 nm (Figura I.1.A). En la mayoria
de cultivos de micoplasmas, suelen aparecer formas alargadas o filamentosas (hasta 100 um
de largo y sobre 0.4 um de ancho). Los filamentos tienden a producir estructuras miceloides
ramificadas, por este motivo se les conoce con el nombre de micoplasmas (myces, hongo;
plasma, una forma). Los micoplasmas se reproducen por fisién binaria, pero la division
citoplasmatica frecuentemente puede tener lugar después de la replicacion gendmica,
resultando en la formacién de filamentos multinucleados [5] tal y como se indica en la figura

1.2.
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Fig. 1.1. A: Micrografia electrénica de una célula de micoplasma. Las células estan limitadas por una Unica
membrana. El citoplasma contiene unos finos hilos que serian secciones del cromosoma y los ribosomas que son
observados como granulos oscuros (foto de RM Cole, Bethesda, http://gsbs.utmb.edu/microbook/ch037.htm).
B: Micrografia electrénica de barrido de células de Mycoplasma genitalium. Pueden observarse algunas células en

proceso de divisidn, asi como también se puede apreciar la organela terminal que dirige el movimiento e invasion.

Fig. 1.2. Representacién esquematica del modo de reproduccion de los micoplasmas. Las células se pueden dividir ya
sea por fision binaria o se alargan formando filamentos multinucleados, que subsecuentemente se rompen para

formar cuerpos “coccoides”.

Algunas especies del género Mpycoplasma poseen organelas de anclaje, los cuales, en
Mycoplasma pneumoniae, Mycoplasma genitalium y Mycoplasma penetrans aparecen con
forma de punta (Figura 1.1.B). Mycoplasma pneumoniae es un patogeno del tracto respiratorio
y se adhiere al epitelio respiratorio a través de la organela de anclaje [6]. Algunos micoplasmas
patégenos humanos exhiben movilidad en superficies cubiertas de liquido, pero la organela de
anclaje siempre lidera el movimiento, indicando también su importancia en la movilidad [7].

Una de las caracteristicas del crecimiento de estos microorganismos, y que facilita su

reconocimiento, es la peculiar forma de huevo frito que forman las colonias. Estas colonias
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estan formadas por una zona central de crecimiento que penetra en el agar y una zona

periférica que permanece sobre el agar, tal y como se muestra en la figura 1.3.

Fig. 1.3. Morfologia tipica de una colonia de Mycoplasma con morfologia de huevo frito.

La carencia de pared celular asi como de membranas intracitoplasmaticas facilita la separacion
de la membrana de los micoplasmas en una forma relativamente pura. La membrana de los
micoplasmas esta compuesta, al igual que otros procariotas, por 2/3 de proteina y 1/3 de
lipidos. La composicidn de los lipidos se asemeja a la de otros procariotas excepto por el gran
contenido en colesterol en la membrana de los micoplasmas que requieren esteroles. Este
factor sumado a la falta de pared celular, hace que la membrana plasmatica de los micoplasma
se asemeje mas a la de eucariotas que no a la de los procariotas. Las proteinas de membrana
expuestas en la superficie celular son los determinantes antigénicos principales en los
micoplasmas [5]. De ahi la importancia de conocer en profundidad cuales son las proteinas
expuestas en la membrana de los microorganismos patdgenos, como es el caso de
Mycoplasma genitalium. Antisueros que contengan anticuerpos para alguna de estas proteinas
de membrana inhiben el crecimiento y el metabolismo de los micoplasmas, y en presencia del
complemento, provocan lisis celular. Estas propiedades son utilizadas en varios test
seroldgicos para diferenciar entre especies y serotipos del genero Mycoplasma, asi como para

detectar anticuerpos contra micoplasmas en el suero de pacientes [8].
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El genoma de los micoplasmas es tipicamente procariota, consistente en una molécula circular
de DNA doble hebra. Los genomas de los micoplasmas estdn caracterizados por un bajo
contenido en G+C (32%) vy por la utilizacidon preferencial de codones que contengan adenina y
uracilo, sobretodo en la tercera posicidon. Lo mads interesante es el uso del coddn universal de
stop, UGA, como coddn para el triptéfano en algunos micoplamas, como es el caso de
Mycoplasma genitalium [4]. Los genomas de los micoplasmas son de los mds pequefios
conocidos en un procariota autoreplicativo. El genoma de los mollicutes presenta muy pocos
genes, en algunos micoplasmas el nimero estimado es ligeramente inferior a 500 [9], que es
aproximadamente diez veces menos que en Escherichia coli [10]. Asi, los micoplasmas carecen
de bastantes actividades enzimdticas y rutas metabdlicas, por lo tanto sus requerimientos
nutricionales son complejos, dependiendo de un modo de vida parasitario [11].

La dependencia de los micoplasmas de su huésped para la obtencién de nutrientes explica el
elevado nivel de dificultad en el cultivo de estos organismos en un laboratorio. Los complejos
medios necesarios para el cultivo de los micoplasmas incluyen sueros, que proveen de acidos
grasos y colesterol para la sintesis de la membrana, entre otros.

Existe consenso en que sélo una pequena fraccién de los micoplasmas existentes en la
naturaleza han sido cultivados [4]. Algunos de los micoplasmas cultivables crecen
extremadamente lentos. Ureaplasma urealyticum, un patégeno del tracto urogenital humano,
crece muy poco in vitro, alcanzando titulos maximos de 107 células por mililitro de cultivo.

La glucosa y otros carbohidratos metabolizables pueden ser utilizados como fuente de energia
por micoplasmas fermentativos que poseen la ruta glicolitica de Embden-Meyerhof-Parnas. La
mayoria de micoplasmas poseen, aunque truncado, un sistema respiratorio terminado en
flavin, que desempenia la fosforilacidon oxidativa, generando finalmente ATP. La degradacion de
arginina por la ruta de la arginina dihidrolasa ha sido propuesta como fuente principal de ATP
en micoplasmas no fermentativos (Mycoplasma arginini, Mycoplasma hominis) [11].

Los ureaplasmas tienen un requerimiento Unico entre organismos vivos, la urea. Debido a que
estos micoplasmas no son glicoliticos y carecen de la ruta de la arginina dihidrolasa, el ATP es
generado a través de un gradiente electroquimico producido por el amonio liberado durante la

hidrdlisis intracelular de la urea por una ureasa [12].

10
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I.B. MYCOPLASMA GENITALIUM

Mycoplasma genitalium es el agente etiolégico de uretritis no-gonococal en hombres y de
cervicitis en mujeres, aunque recientemente también se estd relacionando con infecciones del
tracto genital superior en mujeres [13]. Fue aislado por primera vez en 1980 en 2 de 13
hombres con uretritis no-gonococal [14]. Este organismo es el miembro mas pequeiio de la
clase Mollicutes. Su genoma es un cromosoma circular de 580070 pb, cuya secuencia fue
publicada por Fraser et al. en el afio 1995 [9]. El contenido en G+C es de 32% (A, 34%; C, 16%;
G, 16%; y T, 34%). El contenido en G+C varia a lo largo del genoma del 27 al 37% (utilizando
una ventana de 5000 pb), siendo las regiones de menor contenido en G+C los flancos del
presumible origen de replicacion. Como en otros organismos, el mayor contenido en G+C se
encuentra en el operéon de RNA ribosomales (44%) y en los genes de RNA de transferencia
(52%), lo que refleja la necesidad de retener pares de bases esenciales para la estructura
secundaria de rRNAs y tRNAs. Presenta 140 genes que codifican proteinas de membrana y el
4.5% del genoma estd involucrado en evadir la respuesta inmune del huésped [9]. M.
genitalium es el microorganismo no virus que presenta menos genes de vias metabdlicas,
faltando la mayoria de los genes de biosintesis de aminodacidos, nucleétidos y acidos grasos asi
como del ciclo de Krebs. Otro dato importante es que tan sélo presenta 5 genes dedicados a
funciones reguladoras (frente a los 64 que presenta otro organismo simple como H.
influenzae). Es general en todos los micoplasma que presentan regulacion por RNA antisentido
[15, 16].

M. genitalium es un parasito obligado, ello hace suponer que su metabolismo estd adecuado
para trabajar en un ambiente homeostatico y es por ello que quizd disponen de tan pocos
genes dedicados a la regulacién. Por otra parte, M. genitalium presenta una membrana simple
y tipica, de hecho puede fusionarse con la del huésped eucariota e incluso intercambiar
proteinas con el mismo, lo cual hace al organismo interesante para aplicaciones como el uso
del organismo como liposoma [17].

M. genitalium es un interesante modelo de célula minima, por este motivo el grupo de C.
Venter procedid a simplificar mas el genoma de este organismo tratando de definir lo que
denomina como “genoma minimo”, o sea, el conjunto minimo de genes esenciales para el
crecimiento celular y la division, inactivando sus genes mediante disrupcidén por transposones
[18]. En su simplificacion llega a un niumero de genes de entre 265 y 350 genes esenciales,

estando en el orden de magnitud de los virus mds grandes. Si bien se obtienen resultados

11
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interesantes, el concepto mismo de genoma minimo es discutible dado que éste no es un
organismo mads primitivo, sino una célula que ya minimizé previamente su genoma. Por otra
parte, no ha de existir un Unico genoma minimo sino muchos, en funcién de los diversos
ambientes en que puede situarse una célula. Uno de los hallazgos mas interesantes del trabajo
de Venter, es que entre los genes esenciales, hay 112 ORFs (23 % del proteoma total predicho)
cuya funcién es completamente desconocida, lo que sugiere que probablemente queda mucha
bioquimica basica por identificar. Probablemente habra muchos genes dedicados a funciones
tipo crecimiento en condiciones diferentes a las establecidas en el laboratorio o funciones
presentes pero no identificadas en el rastreo por similitud de secuencia. Ejemplo de este caso
es el hecho que no se encuentran genes homologos de superdxido dismutasa, oxidoreductasa,
catalasa, ni NADH peroxidasa y es de suponer que el microorganismo resuelve el estrés
oxidativo. Tampoco se encuentran muchos de los enzimas “universales” como la malato
deshidrogenasa, aunque en este caso la funciéon de la malato deshidrogenasa podria ser
desempenada por el enzima lactato deshidrogenasa. Por otra parte, el hecho de encontrarse
como dispensables un cierto nimero de genes de importantes funciones tales como
reparacion y replicacion del DNA, algunas aminoacil tRNA sintetasas, biosintesis de cofactores,
acidos grasos, metabolismo fosfolipidico, conversidn de hexosas, etc., podria ser debido a
redundancias funcionales no identificadas o a asignaciones funcionales erréneas. Como ya se
ha comentado anteriormente, los micoplasmas requieren muchos metabolitos del medio, lo
cual implica la existencia de numerosos sistemas de transporte ABC eficientes e incluso
multiuso. Es probable que haya subunidades de unidn especifica a ligando aun no identificadas
en el genoma de los micoplasmas. Por ejemplo, el hecho de que una funcién probablemente
esencial, como el transporte de fosfato, haya aceptado disrupciones sugiere que existe algun
sistema de transporte de fosfato aun no definido.

Debido a las carencias que presenta Mycoplasma genitalium en lo que a genes relacionados
con vias metabdlicas se refiere, los medios de cultivo necesarios para el crecimiento de este
microorganismo son complejos. Un medio de cultivo con el que se obtiene una mayor biomasa
es el medio SP4 [19]. Este medio es un medio rico y complejo que contiene entre otros, suero
bovino fetal y extracto de levadura. Existen otros medios de cultivo que permiten el cultivo de
este microorganismo, en concreto, el medio de cultivo MM14 [20] es un medio con una

composicion de cada uno de sus 28 componentes bien establecida.

12
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I.B.1. MEMBRANA PLASMATICA DE Mycoplasma genitalium

Los micoplasmas son unos microorganismos que carecen de pared celular y membranas
intracitoplasmaticas, por lo que sdlo presentan un tipo de membrana: la membrana
plasmatica. La membrana cldsica de los micoplasmas consiste en una bicapa lipidica y
proteinas integrales de membrana. La facilidad con la que esta membrana puede ser aislada y
la habilidad para introducir alteraciones controladas en su composicién han hecho de las
membranas del genero Mycoplasma una herramienta muy efectiva en la investigacion de

biomembranas [5].
Dicha membrana esta compuesta por:

1. Lipidos: constituyen 1/3 de la membrana. Un aspecto que diferencia la membrana de
micoplasma de la del resto de procariotas, es que este género tiene mayor abundancia
de colesterol. El colesterol es un componente necesario en las membranas bioldgicas
debido a que rompe las interacciones de Van de Waals entre las colas de los
fosfolipidos. Gracias a esta mayor presencia de colesterol, la membrana de los
micoplasmas es mas fluida y se asemeja mdas a las membranas de las células

eucariotas.

2. Lipoproteinas: constituyen 2/3 de la membrana. Dichas lipoproteinas constituyen, en
gran medida, el sistema de variacién antigénica [5], lo que posibilita el escape de estos
microorganismos del sistema inmune del huésped. Las proteinas de membrana

representan un 30% del proteoma total.

13
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1.B.2. PROTEINAS DE MEMBRANA DE Mycoplasma genitalium

Se ha estimado que Mycoplasma genitalium presenta 140 genes [9] que codifican proteinas
de membrana, lo cual representa aproximadamente un 30% del proteoma total. Estas

proteinas pueden ser clasificadas en dos categorias:

1. Proteinas integrales de membrana: pueden atravesar la bicapa lipidica una (unipaso)
(imagen 1 de la figura 1.4) o varias veces (multipaso) (imagen 2 de la figura 1.4). Las
regiones intracelular y extracelular de la proteina suelen ser lazos. La hélice a es
forma mas comun por la que una cadena polipeptidica cruza la bicapa lipidica, aunque
algunas la atraviesan en estructura de lamina B, formando un cilindro en forma de
barril. Estas proteinas, que atraviesan varias veces la bicapa lipidica (proteinas
multipaso), mediante estructuras en hélice a o ldmina B, forman poros o canales
polares que permiten el paso a través de la membrana de moléculas solubles en agua.

En las proteinas integrales de membrana se pueden distinguir tres dominios:

= Dominio transmembrana: zona que atraviesa la membrana con residuos

hidrofébicos, que interactuan con los lipidos de la bicapa lipidica, uniéndose a

ella.

= Dominio citosélico: en contacto con el interior celular (citosol). (imagen 3 de la

figura 1.4)

= Dominio externo: en contacto con el medio externo a la célula (imagen 4 de la

figural.4)

Ambos dominios, citosdlico y externo son de naturaleza hidrofilica. Una
proteina multipaso puede tener ambos extremos orientados hacia el mismo
lado de la membrana (citosdlico o extracelular) o cada extremo en un lado

diferente.

2. Proteinas periféricas: son proteinas que no presentan zonas hidrofdbicas y por tanto
no atraviesan la membrana (imagen 5y 6 de la figura I.4). Pueden estar unidas tanto a

la cara externa de la membrana como a la cara citoplasmatica mediante uniones
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débiles, no covalentes, de forma que es facil separarla de la membrana mediante
solubilizacién, al someterla a una disolucidon con alta concentraciéon de sales o por

cambios en el pH.

trmpa

i

Fig.l.4. Esquema de los diferentes tipos de proteinas de membrana.

Las proteinas integrales de membrana son denominadas proteinas de membrana asociadas a
lipidos (LAMPs). Dado que estos microorganismos carecen de la proteccion de una pared
celular y se encuentran en un medio externo en contacto con componentes del sistema
inmune del huésped, deberian ser extremadamente sensibles a la inhibicién del crecimiento y
a la accién de los antibidticos. Por el contrario, las infecciones por micoplasma suelen ser
crénicas. Esto es debido tanto a que estos microorganismos son capaces de internalizarse
dentro de las células del huésped, como a la existencia de variacidon de la mayoria de proteinas

antigénicas de membrana, escapando asi de la respuesta inmune del huésped [1].

La naturaleza de las proteinas de membrana determina su funcidn:

= Canales: proteinas integrales que actian como poros por los que determinadas

sustancias pueden entrar o salir de la célula.

= Transportadoras: son proteinas que sufren cambios conformacionales para dar paso a

determinados productos.

= Receptores: son proteinas integrales que reconocen determinadas moléculas a las que
se unen o fijan. Estas proteinas pueden identificar un nutriente que sea importante

para la funcion celular.
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= Enzimas: pueden ser integrales o periféricas y sirven para catalizar reacciones en la

superficie de la membrana.

= Anclajes del citoesqueleto: son proteinas periféricas que se encuentran en la parte del

citosol de la membrana y que sirven para fijar los filamentos del citoesqueleto.

AUn y tener una gran importancia para multitud de procesos celulares, quedan muchas
proteinas de membrana por identificar. Existen principalmente tres métodos para identificar
las proteinas de membrana. El primer método esta basado en la prediccidon de proteinas por
analisis de genomas ya secuenciados utilizando programas bioinformaticos como el PSORT [21]
o ProtLoc [22]. Dicho método es rapido pero no es completamente fiable y no es cuantitativo.
El segundo método emplea la separacion de las membranas y de la pared celular en una
fraccién y la posterior identificacion de las proteinas por electroforesis bidimensional o
cromatografia liquida acoplada a equipamiento de espectrometria de masas. Este método se
ha utilizado en muchas bacterias [23] y es razonablemente cuantitativo. Ninguno de estos dos
métodos identifica selectivamente las proteinas que estan expuestas en la superficie externa
de la membrana. En relacién a este asunto Rodriguez-Ortega et al. [24] desarrollaron un
método que permite la identificacion rdpida y selectiva de las proteinas expuestas al exterior,
el conjunto de proteinas que estan entera o parcialmente expuestas al medio externo de la
bacteria, denominado Surfoma. Este método utiliza enzimas proteoliticos, como la tripsina o la
proteinasa k, para “afeitar” la superficie celular y asi los péptidos generados pueden ser
identificados por espectrometria de masas. Este método es muy interesante debido a que las
proteinas que estan expuestas en la membrana son las que interaccionan con el sistema
inmune del huésped, por lo que podrian ser dianas para el desarrollo de vacunas y farmacos.
A parte, este método no sdélo proporciona informacién acerca de cudles son las proteinas
expuestas en la superficie sino también proporciona informacién topoldgica acerca de las
proteinas identificadas. Esta técnica no es aconsejable utilizarla en el género Mycoplasma ya
que la falta de pared celular hace que el tratamiento con el enzima provoque la lisis de algunas
células generando un background muy elevado de proteinas citosélicas que imposibilita la

identificacion de proteinas minoritarias de membrana.
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I.C. PROTEOMICA

La secuenciacién del genoma completo de diferentes organismos estd llamada a mejorar
nuestro conocimiento sobre la biologia de los mismos. Sin embargo se desconoce la funcion de
los productos proteicos de muchos de los genes identificados de novo. La protedmica es la
ciencia que correlaciona las proteinas con sus genes. El proteoma, término acufiado en 1994
por M. Wilkins [25], puede definirse como el conjunto de proteinas expresadas por un genoma
y la protedmica como la gendmica funcional al nivel de proteinas. Las proteinas son partes
vitales de los organismos vivos, pues son quienes realizan las funciones bioquimicas. Por otra
parte, del genoma no siempre se puede deducir el proteoma y menos el interactoma. Una
mariposa, su crisalida y la oruga comparten el genoma pero no el proteoma.

La protedmica permite identificar, categorizar y clasificar las proteinas con respecto a su
funcidn y a las interacciones que establecen entre ellas. De este modo, se pueden caracterizar
las redes funcionales que establecen las proteinas y su dindmica durante procesos fisioldgicos
y patoldgicos. La protedmica se esta aplicando en la identificacidn de nuevos biomarcadores
para el diagndstico de enfermedades, la identificacidn de nuevos farmacos, la determinacion
de proteinas involucradas en la patogenia de enfermedades y el andlisis de procesos de
transduccién de sefales.

La protedmica es considerada el siguiente paso en el estudio de un sistema bioldgico, después
de la gendmica. La protedmica es mas compleja que la gendmica porque mientras que el
genoma de un organismo es mds o menos estdtico, el proteoma difiere de una célula a otra 'y
de un momento a otro. Esto se debe a que en los distintos tipos celulares se expresan genes
distintos, lo que implica que se debe determinar hasta el conjunto basico de proteinas
producido en una célula. La principal fuente de complejidad del proteoma eucariota es el
splicing alternativo: se estima que a partir de los 30.000-40.000 genes que codifican para
proteinas en el genoma humano, podrian generarse un nimero de proteinas diferentes que
oscilaria entre 500.000-1.000.000 [26]. Ademas, este elevado numero de proteinas pueden
interaccionar para formar complejos con otras macromoléculas; estas interacciones varian en
funcién del estado fisioldgico. Por tanto, el proteoma es una imagen dinamica de todas las
proteinas expresadas por un organismo, célula, o compartimiento subcelular concreto en un
momento dado y bajo determinadas condiciones, constituyendo el mapa de expresion
proteica de una célula, tejido u organismo dado. Un factor adicional de complejidad son las

modificaciones que puede sufrir la estructura o secuencia basica de la proteina (por ejemplo el
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procesado proteolitico) y las modificaciones post-traduccionales (fosforilacion, metilacion,
acetilacién, etc.) que normalmente sirven para modificar o modular la actividad, funcién o
localizacién de una proteina en diferentes contextos fisiolégicos o metabdlicos. Finalmente,

IM

otro factor de complejidad es el “moonlighting” o multifuncionalidad, en que una proteina

puede tener varias funciones [27].

En el pasado, el analisis de los genes que se expresaban en diferentes tipos de células y tejidos
en diferentes contextos fisioldgicos era realizado principalmente mediante un analisis de
mMRNA, pero se encontrd que a menudo no existe una correlacién directa entre el contenido en
MRNA y el contenido proteico. Ahora se sabe que el mRNA no siempre se traduce a proteina, y
que la cantidad de proteina producida por una cantidad dada de mRNA depende del estado
fisiolégico de la célula [28]. La protedmica confirma la presencia de la proteina y provee una

medida directa de la cantidad presente.

Existen tres ramas en la protedmica que tratan de caracterizar el proteoma estudiando

distintos aspectos del mismo:

e La protedmica de expresion tiene como objetivo la identificacidn, localizacién celular y
el estudio de la abundancia relativa de las proteinas y de sus modificaciones post-
traduccionales, como por ejemplo geles 2D con tincion especifica de fosfoproteinas

(Pro Q-Diamond).

e La protedmica estructural estudia la caracterizacion de la estructura tridimensional de

las proteinas, como por ejemplo la cristalografia.

e La protedmica funcional estudia la funcién de las proteinas y las interacciones que se
producen entre las proteinas y otras moléculas con el fin de determinar su funcion,

(Interactémica).

Las aplicaciones de la protedmica son multiples, pero actualmente se destacan las siguientes:

e Identificacién de nuevos biomarcadores para el diagndstico de enfermedades.

e Identificacién de nuevas dianas para el desarrollo de farmacos.

e Determinar las redes de interacciones, fundamentales para establecer las bases de la

Biologia de Sistemas.
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Determinacion de mecanismos moleculares involucrados en la patogenia de

enfermedades.

Fundamentalmente requiera la combinacién de dos técnicas: una de separacion de proteinas y

otra de identificacion de las mismas. Las técnicas mds utilizadas para separar las proteinas son

la electroforesis y las cromatografias. La principal técnica para identificar es la espectrometria

de masas. Dependiendo del objetivo del estudio podemos agrupar las técnicas en protedmica

en los siguientes grupos:

Técnicas empleadas para analizar globalmente el proteoma y separar sus proteinas.
Cabe destacar la electroforesis bidimensional (2D-PAGE), DIGE (Difference In Gel
Electrophoresis: electroforesis diferencial en gel), ICAT (Isotope-Coded Affinity Tags:
marcaje isotopico diferencial), SILAC (Stable Isotope Labelling of Aminoacids in Cell
culture: marcaje isotdpico estable por aminodcidos en cultivo celular) y MudPIT
(Multidimensional Protein Identification Technology: tecnologia multidimensional de

identificacion de proteinas).

Técnicas utilizadas para analizar individualmente las proteinas. Con este objetivo se
utilizan distintos tipos de espectrometria de masas, como el MALDI-TOF (Matrix-
assisted laser desorption/ionization Time Of Flight: desorcidén/ionizacion mediante
laser asistida por matriz, “tiempo de vuelo”), SELDI-TOF-MS (Surface Enhanced Laser
Desorpcion lonization Time Of Flight Mass Spectrometry), ESI MS/MS (Electrospray
Tandem Mass Spectrometry: espectrometria de masas en tandem, electrospray). Con
estas técnicas se puede obtener la huella peptidica (peptide mass fingerprint), que
permite la identificacion de una proteina. La huella peptidica es el conjunto de
fragmentos peptidicos que se obtienen tras tratar una proteina concreta con una
proteasa determinada. La huella peptidica es caracteristica de cada proteina vy
depende de la enzima con la que se genere. Actualmente hay numerosas bases de
datos, como la NCBInr, MSDB o Swissprot, a partir de las cuales se calculan las huellas
peptidicas generadas in silico de multitud de proteinas conocidas. Estas bases de datos
se pueden rastrear utilizando motores de busqueda que permiten la identificacion de
una proteina a partir de su huella peptidica caracteristica. Ademds, gracias a la
espectrometria de masas se pueden obtener la secuencia de un péptido a partir del

analisis de los fragmentos generados por la colision de éste con un gas inerte.
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e Técnicas que se utilizan para estudiar interacciones entre proteinas, como los sistemas
“yeast two hybrids” (Y2H) o la técnica “Phage Display”. La técnica “Phage Display”
permite averiguar con qué proteinas interacciona una proteina problema o sonda. Esta
técnica consiste en la expresion, en la superficie de un fago, de la proteina que se
quiere analizar. La proteina problema o sonda se inmoviliza sobre un soporte o
membrana de tal modo que los fagos que expresan las proteinas que se unen a la
sonda quedan inmovilizados sobre el soporte. Estos fagos se pueden recuperar
facilmente de la membrana y pueden ser empleados para la expresion de la proteina

en Escherichia coli y su posterior identificacién.

El analisis y la interpretacion de los datos obtenidos con las técnicas en protedmica descritas
anteriormente, especialmente cuando se utilizan a gran escala, necesitan herramientas
bioinformaticas. Durante los ultimos afios la gendmica (proyectos de secuenciacidon de
distintos genes), la protedmica y la bioinformatica se han desarrollado de forma sinérgica

experimentando un auge sorprendente que estd aportando grandes avances a la medicina.

Basicamente, la protedmica pone en juego un conjunto de técnicas destinadas a resolver
(geles de poliacrilamida, tanto monodimensionales, como bidimensionales de alta resolucion,
cromatografias), identificar y caracterizar (espectrometria de masas (MS), secuenciacién de
proteinas por degradacion de Edman, western blot, etc.) y cuantificar proteinas (escaner,
phosphorimager), asi como almacenar los resultados en bancos de datos (bancos de datos de
geles 2DE y proteinas), comunicar y entrecruzar informacion con las secuencias de DNA vy
proteinas que aportan los proyectos de genoma [29].

La electroforesis bidimensional combinada con Ila identificacion de proteinas por
espectrometria de masas es actualmente la herramienta de uso mas general en protedmica
[30]. Si bien ultimamente estan emergiendo nuevas técnicas alternativas o complementarias
(marcaje con isétopos estables, arrays de proteinas o anticuerpos, etc.) la electroforesis
bidimensional es actualmente la Unica técnica que puede, de forma rutinaria, retratar los
niveles de expresion de mezclas complejas de proteinas, tales como lisados celulares totales
[31].

La electroforesis bidimensional permite la separacion de mezclas complejas de proteinas
segln su punto isoeléctrico (pl), masa molecular (MW), solubilidad y abundancia relativa. Crea
un mapa de proteinas intactas, que refleja cambios en los niveles de expresidn, isoformas o

modificaciones post-traduccionales. De hecho, uno de los puntos fuertes de la electroforesis
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bidimensional es la capacidad de identificar modificaciones post-traduccionales tales como
fosforilaciones, glicosilaciones o protedlisis limitada, ya que estas modificaciones hacen que las
proteinas aparezcan en distintos puntos, ya sea en el eje vertical (variacion de la masa
molecular) o en el eje horizontal (variaciones en el punto isoeléctrico) [32]. Los métodos que
combinan cromatografia liquida con espectrometria de masas, que realizan el analisis proteico
a través de péptidos, pierden la informacidon del punto isoeléctrico y la masa molecular.

Hoy en dia la tecnologia de electroforesis bidimensional ha superado sus limitaciones iniciales
en cuanto a reproducibilidad, resolucidon, manejo y la capacidad de separaciéon de proteinas
muy acidas o basicas [33]. Finalmente, la electroforesis bidimensional permite hacerse una
idea visual global de un proteoma o subproteoma, que representa una gran ayuda para el

investigador.

I.C.1. GELES BIDIMENSIONALES

I.C.1.1. Preparacion de la muestra
Un método apropiado para la preparacion de la muestra es absolutamente esencial para
obtener buenos resultados en la electroforesis bidimensional. Debido a la gran diversidad de
muestras, sélo pueden darse unas lineas generales para la preparacion de la muestra. El
procedimiento dptimo debe ser determinado empiricamente para cada muestra. Idealmente
el proceso de preparacion de la muestra debe resultar en una completa solubilizacidn,
disgregacion, desnaturalizacién y reduccién de las proteinas en la muestra para romper todas
las interacciones moleculares y asegurarse de que cada punto representa a un polipéptido
individual [34]. La preparacién de la muestra debe ser tan simple como sea posible para
incrementar la reproducibilidad, de hecho un solo paso de preparacién de muestra seria
altamente deseable. La solubilizacién de la muestra se realiza normalmente con una tampdn
que contiene agentes cadtropos (urea y/o tiourea), detergentes no-idnicos o zwitteridnicos
(CHAPS, Tritén X-100, etc.), agentes reductores (DTT, TBP), anfolitos e inhibidores de

proteasas, dependiendo de la muestra.

Agentes cadtropos:
La urea es eficiente rompiendo puentes de hidrégeno, llevando a la proteina a desplegarse y
desnaturalizarse. La tiourea, introducida por Rabilloud [35] es mejor rompiendo interacciones
hidrofdbicas, pero su uso viene limitado por su pobre solubilidad en agua, aunque es mas

soluble en disoluciones de urea concentrada. Actualmente la mejor solucidn para solubilizar

21



I. Introduccién

proteinas hidrofébicas es una combinacién de 5-7 M urea y 2 M tiourea, conjuntamente con

los detergentes apropiados [36].

Detergentes:

Los detergentes son utilizados para prevenir las interacciones hidrofdbicas entre dominios
hidrofébicos de proteinas y evitar la pérdida de proteina debido a la agregacién y/o
precipitacién. Ademas, permiten solubilizar proteinas asociadas a la membrana.

El detergente idnico SDS es uno de los mds eficientes solubilizadores de proteinas. La
solubilizacién de proteinas con 1% SDS (hirviendo) es un método recomendado, pero conlleva
un grave problema. Al ser un detergente idnico, éste proporciona carga a las proteinas con lo
gue modifica el punto isoeléctrico de las mismas. Para evitar esto basta con diluir el SDS por
debajo de una concentracion critica (0.2%) con otros detergentes no-idnicos [37]. Los
detergentes no-idnicos mas populares son el NP-40, Triton X-100 y el dodecil maltésido. Los
dos primeros no son demasiado buenos solubilizando proteinas de membrana. Para la
solubilizaciéon de proteinas de membrana, detergentes zwitteriénicos como el CHAPS vy las
sulfobetainas (SB 3-10, ASB-14) son mucho mas efectivos [38]. De todas formas, se ha
observado que en la solubilizacion de proteinas de membrana, no sélo es importante la
naturaleza de la proteina, sino también la presencia y naturaleza de otros componentes, en
particular de los lipidos que rodean a la proteina [39, 40]. A pesar de los avances que se llevan
a cabo en la solubilizaciéon de proteinas integrales de membrana, la mayoria no pueden ser
solubilizadas con un solo detergente no-idnico o zwitteridnico y requieren la utilizaciéon de

procedimientos especificos para membrana.

Agentes reductores:
La reduccién y prevencidn de la re-oxidacion de los puentes disulfuro es un paso critico en la
preparacion de la muestra. Los agentes reductores son imprescindibles para romper los
enlaces disulfuro tanto intra- como intermoleculares y conseguir una completa
desnaturalizacién de las proteinas. Los agentes mas comunmente utilizados son el ditiotreitol
(DTT) o el ditioeritritol (DTE), que son aplicados en exceso a concentraciones de hasta 100mM.
Desafortunadamente, estos reactivos son acidos débiles con valores de pK de 8.5y 9, lo que
significa que a pH basicos estaran ionizados, y por lo tanto migraran hacia el anodo durante el
isoelectroenfoque. Estos agentes reductores, ademas, no son los mas eficientes a la hora de

reducir proteinas con un elevado contenido en cisteinas, como las queratinas de la lana.
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Herbert et al. propusieron el uso de tributilfosfina (TBP) como una alternativa al DTT [41]. El
TBP es utilizado a concentraciones muy bajas (2mM), dada su reaccion estequiométrica, pero
este agente tiene desventajas como son su baja solubilidad en agua, su corta vida media,
ademas de ser volatil, toxico y tener un olor muy desagradable e irritante. Como alternativa se
puede usar el TCEP (tris (2-carboxietil) fosfina. La eleccion del agente reductor no deja de ser
dependiente de la muestra.

Durante el proceso de isoelectroenfoque, a puntos isoeléctricos superiores a 7, ocurre la
oxidacién inespecifica de los grupos tioles de las proteinas. Como resultado, se obtiene un
patrén especifico en el que se observan rayas horizontales o spots extras. Para evitar esta
oxidacién, GE Healthcare comercializa un producto llamado DeStreak Reagent. Este reactivo
transforma los grupos tioles en disulfuros estables. De esta manera no solo evitamos el mal
isoelectroenfoque en pl superiores a 7, sino que también se simplifica la imagen del proteoma
ya que se reduce el numero de spots causados por la oxidacion de las proteinas. En este
trabajo, se ha utilizado el DeStreak Reagent en la rehidratacion de las tiras de
isoelectroenfoque, mientras que en la muestra se ha utilizado 10mM de DTT como agente

reductor, siguiendo las instrucciones del producto DeStreak Reagent.

Las modificaciones en las proteinas deben minimizarse ya que como resultado se obtendran
puntos artefactuales. En particular, hay que inactivar toda proteasa que pueda haber en la
muestra para evitar digestiones parciales de las proteinas. Ademas, se debe evitar el
calentamiento, por encima de 30°C, de la muestra que contenga urea, ya que la urea se
degrada a cianato amodnico; compuesto que carbamila aminoacidos que contengan aminas
primarias, generando un cambio en su carga y por lo tanto modificando el punto isoeléctrico

[36](Figura I.5).

Fig.l.5. Reaccion de carbamilacién de las aminas primarias de los aminoacidos
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I.C.1.2. Primera dimensidn: isoelectroenfoque

El isoelectroenfoque es un método electroforético que separa las proteinas segin su punto
isoeléctrico (pl). Las proteinas son moléculas anfotéricas; llevan carga positiva, negativa o
carga neta cero dependiendo del pH del medio en que se encuentran. La carga neta de una
proteina es la suma de todas las cargas negativas y positivas de las cadenas laterales de los
aminodcidos que la componen asi como los extremos amino y carboxilo terminales. El punto
isoeléctrico es aquel pH en el cual una proteina tiene carga neta cero [42]. Las proteinas estan
cargadas positivamente cuando se encuentran en un medio con un valor de pH inferior a su pl

y negativamente en valores de pH superiores a su pl, tal y como se muestra en la figura 1.6

COOH coo™ oo™
NHY, MHY MH,,
COOH coo™ Coo
HHj MH HH,
pH<pI pEH=pI pHpI
Carga
nata
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+3 ispalectricn
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Fig.l.6. Grafico de la carga neta de una proteina y el pH del medio. El punto de interseccidn de la curva en el eje de

las X representa el pl de la proteina.

La presencia de un gradiente de pH es critica en la técnica del isoelectroenfoque. En un
gradiente de pH, bajo la influencia de un campo eléctrico, una proteina migrard hasta la
posicién del gradiente donde su carga neta es cero. Una proteina con carga neta positiva
migrard hacia el catodo, volviéndose cada vez menos cargada positivamente a medida que se

mueve a través del gradiente de pH hasta que alcanza su punto isoeléctrico. Si una proteina
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migra mas alla de su punto isoeléctrico, inmediatamente gana carga y migra otra vez hacia su
punto isoeléctrico. Este es el efecto “enfoque” de la técnica de isoelectroenfoque, el cual
concentra proteinas en su punto isoeléctrico y permite la separacion de proteinas aunque la
diferencia de sus cargas sea muy pequeiia.

Cuando las proteinas han alcanzado su posicion final en el gradiente de pH, hay un movimiento
ionico muy pequefio en el sistema, generando una corriente eléctrica muy baja (tipicamente
por debajo de 1pA). El isoelectroenfoque de una muestra determinada es generalmente
conseguido por un numero de voltios-hora constante, siendo voltios-hora la integral de los
voltios aplicados a lo largo del tiempo. El isoelectroenfoque llevado a cabo bajo condiciones
desnaturalizantes, proporciona una mayor resolucién y unos resultados mas claros. Asi es muy
importante llevar a cabo una buena preparacidn de la muestra.

El método original para la primera dimension (isoelectroenfoque) [33] dependia de un
gradiente de pH generado por anfolitos en una pequefia tira de acrilamida. Los anfolitos son
moléculas pequefias, solubles y anfotéricas con una elevada capacidad de tamponar cerca de
su punto isoeléctrico. Cuando se aplica un voltaje a través de una mezcla de anfolitos, los
anfolitos con mayor pl (por tanto los mds negativamente cargados) migran hacia el dnodo y los
anfolitos con pl mas bajos (por tanto los mas positivamente cargados) migran hacia el catodo.
El resto de anfolitos se alinean entre los extremos de acuerdo con su pl, y tamponan sus
alrededores de acuerdo con su pH. El resultado es un gradiente continuo de pH.

A pesar de que este método basico ha sido utilizado en cientos de estudios de electroforesis

bidimensional, éste tiene ciertas limitaciones:

1- Los anfolitos son mezclas de polimeros que no estan bien caracterizados y que varian
mucho entre lote y lote. Esta variabilidad reduce la reproducibilidad de la separacién

llevada a cabo en la primera dimensién.

2- Los gradientes de pH generados por anfolitos son inestables y tienden a migrar

lentamente hacia el catodo a lo largo del tiempo.

3- Las tiras de acrilamida utilizadas en estos casos tienen una resistencia mecanica muy

pequefia, lo que hace dificil su manejo.

Como resultado de estas limitaciones y problemas que conlleva el uso de anfolitos, Gorg et al.

desarrollaron los gradientes inmovilizados de pH (IPGs) [43]. Un IPG se forma por la
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incorporacién covalente de grupos tamponadores acidos y bdsicos en la matriz de
poliacrilamida mientras éste se prepara. Estos grupos tamponadores son un conjunto de

moléculas bien caracterizadas cuya estructura general es:

donde R es un grupo tamponador acido o basico.

Los gradientes de pH inmovilizados se forman utilizando dos disoluciones, una es una mezcla
relativamente acida de tampones acrilamida y la otra una mezcla relativamente bdsica. La
concentracién de varios tampones en las dos disoluciones define el rango de pH de la tira de
isoelectroenfoque. Ambas disoluciones contienen mondmeros de acrilamida y catalizadores
para la polimerizacién. Durante la polimerizacion, la porcidon de acrilamida que contiene los
tampones generadores del gradiente de pH co-polimerizan con acrilamida y bisacrilamida para

formar un gel de poliacrilamida tal y como se muestra en la figura I.7.

Fig. I.7. Matriz de un gel con IPGs, mostrando los grupos tamponadores.

Para facilitar el manejo, estos geles son polimerizados encima de un soporte plastico de
manera que los hace mas resistentes.
Una vez polimerizado, el gel es lavado para eliminar los catalizadores y mondmeros no

polimerizados, que podrian modificar las proteinas y podrian interferir en la separacion.
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I.C.2. ESPECTROMETRIA DE MASAS

La definicién de un espectrémetro de masas puede parecer simple: es un instrumento que
joniza una muestra y mide la relacién masa/carga de los iones resultantes. La versatilidad de
esta funcién ha permitido que llegue a ser una herramienta vital en un amplio rango de
disciplinas, incluida la investigacion bioldgica. La versatilidad aparece como consecuencia de la
capacidad de esta metodologia de obtener informacidn cualitativa y cuantitativa de muestras
tanto inorganicas como organicas; las muestras pueden ser analizadas tanto en forma de gas,
liguido o sdlido, y las masas que pueden analizarse van de unos pocos atomos (algunos Da)

hasta proteinas (sobre 300 KDa).

1.C.2.1. Breve introduccion histdrica

J.J. Thompson construyd el primer espectrometro de masas en 1912 [44]. Los primeros
aparatos fueron utilizados por los fisicos para estudiar el peso atomico de los elementos y la
abundancia relativa natural de los is6topos elementales. A pesar de que estos primeros
aparatos no eran capaces de analizar biomoléculas, no se tardé demasiado en utilizar isétopos
pesados como marcadores en sistemas bioldgicos. Desarrollos en el rango de masas analizable
y en el tipo de muestras que podian ser vaporizadas, hicieron posible el estudio de
componentes organicos en 1956 [45]. En 1966 se utilizd por primera vez para secuenciar
péptidos y oligonucledtidos [46].

La ionizacion de moléculas mas grandes, como proteinas, no fue posible hasta el 1981, cuando
la ionizacién por FAB (Fast Atom Bombardment) y MALDI (matriz-assisted laser desorption
ionization) fueron introducidas [47, 48]. El andlisis de masa por TOF (Time Of Flight) fue
desarrollado y comercializado en 1958, pero la pobre resolucidn en determinar la masa fue un
verdadero problema hasta que se realizaron mejoras a principios de los 70.

La capacidad de ionizar moléculas de mayor envergadura fue mejorada con la incorporacidn de
la ionizacién por electrospray (ESI) por Fenn et al. en 1988 [49]. La fuente de ionizacién por
electrospray fue facilmente conectada a una cromatografia liquida (LC), cosa que permitio el
analisis de mezclas complejas.

Una técnica de ionizacidon para moléculas bioldgicas que podia ser utilizada con el analisis por
TOF, fue introducida en 1991. Esta fuente de iones, matrix-assisted laser desorption/ionization

(MALDI) fue el resultado del trabajo en Alemania de Hillenkamp y Karas [50], y en Japdn de
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Tanaka et al. [51]. Como el ESI, el MALDI era capaz de ionizar y vaporizar grandes moléculas
como las proteinas. La estructura de proteinas fue por primera vez estudiada por
espectrometria de masas en 1990 [52, 53] y la técnica de PMF (Peptide Mass Fingerprinting),
gue permite identificar proteinas via espectrometria de masas, fue desarrollada en 1993 [54].
Poco después se desarrolld el software que permitia identificar proteinas buscando en bases
de datos on-line. El ICAT (Isotope-Coded Affinity Tags), desarrollado en 1999, permite la
cuantificacion de proteinas individuales en mezclas complejas [55]. Esta misma tecnologia
permite la comparacién simultanea de niveles de expresion de todas las proteinas en células
cultivadas en distintas condiciones.

La aplicaciéon de la espectrometria de masas a la biologia empezé en la década de 1940,
cuando se utilizaron isdétopos pesados estables para estudiar la produccion de CO, en
animales. Desde entonces, los avances en la tecnologia han incrementado el rango de
muestras que pueden ser ionizadas asi como el rango de masas que pueden ser analizadas. Las
aplicaciones bioldgicas de la espectrometria de masas son diversas, desde la deteccidon de
desordenes metabdlicos en neonatos, comparacion de los niveles de expresion de una
proteina entre células cultivadas en distintas condiciones, determinacion de la
biodisponibilidad de minerales en la comida y el estudio de la metabolizacion de los
medicamentos in vivo [56]. Un ejemplo de la creciente importancia de la espectrometria de
masas es el aumento de nimero de entradas en PubMed (un archivo de citaciones de revistas
de las ciencias de la vida). Una busqueda reciente en el PubMed para la frase “mass
spectrometry” encontré 180100 citas, mientras en el 2002 solo era de 6500 citas. La
importancia de la espectrometria de masas se hizo evidente en el 2002 al conceder el premio
Nobel en quimica a John Fenn y Koichi Tanaka “por su desarrollo de métodos suaves de

ionizacién para el andlisis de macromoléculas bioldgicas por espectrometria de masas”.

1.C.2.2. Instrumentacion
A grandes rasgos, todos los espectrometros de masas tienes tres componentes: una fuente de
ionizacidn, un analizador de masa y un sistema de colecta/deteccién de los iones. El aparato

debe estar conectado a una computadora para procesar y grabar los datos, y debe tener una

bomba de vacio para controlar la presion dentro del espectrometro de masas (figura 1.8).
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Fig. 1.8. Esquema de los componentes basicos de un espectrémetro de masas.

1.C.2.3. Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization-Time-Of-Flight (MALDI-TOF)

Para la realizacién de parte de este trabajo se utilizé un MALDI-TOF. Una propiedad
compartida por practicamente todos los componentes internos es la presidon. En este
espectrémetro, la presion estd muy por debajo de la atmosférica (10e-6 a 10e-8 torr). Esta baja
presion es necesaria para limitar al maximo las colisiones con 4tomos presentes en el aire, que
alterarian el camino a recorrer por los iones y ademas producirian fragmentos del ién parental
generando productos no deseados o la perdida de la carga.

Para analizar una muestra o analito en el espectrometro de masas MALDI-TOF, la muestra se
co-cristaliza con una matriz orgdnica como el dacido sinapinico @ el acido -ciano-4-
hidroxicinaminico. La co-cristalizacion se consigue mezclando la muestra con la matriz
depositando dicha mezcla en una placa de metal y dejandola secar. Los cristales resultantes
son irradiados con pulsos de rayos laser de una longitud de onda en la cual la matriz tiene
maxima absorcion. Este proceso produce la desorcion de la mezcla y fotoactiva la matriz. La
matriz excitada ioniza el analito via transferencia de protdn. El resultado de todo este proceso
genera iones del analito en fase gaseosa, teniendo la mayoria de los iones una sola carga
positiva.

Una vez la muestra ha sido ionizada, un haz de iones es enfocado y dirigido hacia el analizador
de masa, que separa los iones por su relacién m/z. Las medidas de m/z en un analizador del
tipo TOF estan basadas en la ecuacion:

KE = 0.5mv?
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Donde KE es la energia cinética del ién, m es la masa del ién y v es la velocidad del ion. Los
iones son inicialmente acelerados mediante un campo eléctrico con un potencial V, el cual
resulta en una energia cinética final de zV, donde z es la carga del idn. Los iones entran en el
tubo de vuelo de longitud L, en el final del cual hay un detector de iones. Debido a que el tubo
de vuelo carece de cualquier tipo de campo magnético o eléctrico, toda la energia cinética (KE)
de los iones es resultado de su aceleracidn inicial, asi, a partir de la ecuacion anterior se deriva
que:
2V = 0.5mv? m/z = (2Vt?)/L2

Donde t es el tiempo que tarda el ién en llegar al detector de iones. Ya que V y L son
conocidos, la relacion m/z de un ién, puede ser determinada por la cantidad de tiempo que
transcurre entre los pulsos de ldser hasta que el idn llega al detector de iones. Por este motivo,
las moléculas de mayor tamafio tienen un tiempo superior de llegada al detector en

comparacién con las de menor tamafio.

1.C.2.4. lonizacion mediante electrospray

La ionizacién mediante electrospray es una técnica comunmente utilizada en espectrometria
de masas para producir iones. Es especialmente Util produciendo iones de macromoléculas ya
que evita la fragmentacién de éstas cuando son ionizadas. El desarrollo de la ionizacidn
mediante electrospray fue reconocido al otorgar, el afio 2002, el premio Nobel de Quimica a
John Bennett Fenn y Koichi Tanaka, desarrolladores de esta técnica de ionizacién. El
mecanismo de ionizacién se basa en que el liquido que contiene el analito(s) de interés es
dispersado por electrospray en un fino aerosol. Debido a que la formacidn de iones implica la
evaporacién extensiva de solventes; los solventes tipicos para la ionizacidon contienen agua y
solventes organicos volatiles (por ejemplo: metanol o acetonitrilo). Para disminuir el tamafio
inicial de las gotas que se forman en el spray es comun la adicién de componentes que
aumentan la conductividad (por ejemplo: acido acético). Los sistemas de electrospray que
requieren de grandes flujos de muestra se suelen beneficiar de un sistema de nebulizacién
adicional debido a la incorporacién de un gas inerte como el nitrogeno en el proceso de
formacion de los iones. Una vez generado el spray la muestra es conducida hacia el primer
paso de vacio del espectrometro de masas mediante un capilar, el cual puede ser calentado
para ayudar a la evaporacién de los solventes de las gotas cargadas del spray. El solvente de las

gotas cargadas se va evaporando hasta que estas alcanzan el limite de Rayleigh. En este punto
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las gotas se deforman y emiten haces de muestra cargada en fase gas en un proceso que se
conoce como fision de Coulomb. Durante la fisién las gotas pierden un pequefio porcentaje de

su masa (1-2.3%) asi como parte de su carga (10-18%) [57, 58].

Existen principalmente dos teorias que explican esta produccién final de iones en fase gas:

1- El modelo de evaporacion de iones (IEM) sugiere que las gotas, al alcanzar un cierto radio,
tiene un tension superficial suficientemente grande para asistir la desorcion de iones
solvatados [59].

2- El modelo del residuo cargado (CRM) sugiere que las gotas del electrospray sufren ciclos de
evaporacidn y fisién que eventualmente generan pequefias gotas que contienen en promedio
un Unico ion del analito. Los iones en fase gas se generarian al evaporarse el solvente restante
de estas pequefias gotas dejando al analito con las cargas que la gota llevaba [60].

Aunque no hay pruebas cientificas directas, existen evidencias indirectas que sugieren que los
iones son liberados a la fase gas mediante el modelo de evaporacién de iones.

Los iones observados en el espectrometro de masas pueden ser iones generados debido a la
adicion de un protén [M+H]" u otro catién como el sodio [M+Na] *, o bien la pérdida de un
protén [M-H]. También es frecuente observar iones con multiples cargas [M+nH]™. Para
grandes macromoléculas, también pueden existir muchos estados de ionizacién, resultando en
la obtencién de un espectro caracteristico en forma de campana. Todos estos iones son
siempre especies con un numero par de electrones, ya que a diferencia de otras fuentes de
ionizacion el electrospray ni afiade ni elimina electrones.

Los electrosprays que operan a flujos bajos generan gotas iniciales mucho menores en tamano,
lo que mejora la eficiencia durante el proceso de ionizacién. En 1994, dos grupos de
investigacion acufaron el nombre de micro-electrospray (microspray) para electrosprays que
trabajan a flujos muy bajos. Emmet y Capriolli demostraron la mejora en el funcionamiento de
los analisis mediante la combinacién de la cromatografia HPLC y la espectrometria de masas
cuando el electrospray funciona a flujos de 300-800 nl/min [61] .Wilm y Mann demostraron
que un flujo capilar de 25 nl/min podia sustentar un electrospray [62]. Este Ultimo método fue

bautizado como nano-electrospray.

Uno de los avances mas significativos y mas utiles en la proteémica fue el descrito por
Shevchenko, A. et al. [63]. En este articulo se describe una nueva metodologia conocida como
GelLCMS, en la que las proteinas de una muestra compleja, como por ejemplo un proteoma

completo, son separadas mediante electroforesis SDS-PAGE monodimensional. El carril en el
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que la muestra ha sido separada es cortado en bandas iguales y cada una es digerida
individualmente mediante tripsina. Cada una de las digestiones tripticas es posteriormente
separada en un nanoHPLC acoplado a un espectrémetro de masas electrospray. De esta
manera se identifican las proteinas de la muestra a partir de la secuenciacion de los péptidos

generados en la digestion.
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I.D. PROTEOMICA DE MEMBRANA

Gracias a la aplicacién de la tecnologia de los geles bidimensionales se ha avanzado mucho en
el conocimiento de los proteomas de diferentes especies. Debido a las limitaciones intrinsecas
de dicha técnica las proteinas de membrana han quedado en menor representaciéon en las
bases de datos. La baja representacion de las proteinas de membrana en los geles

bidimensionales puede ser debida a tres factores:
e Son proteinas con un bajo niumero de copias, generalmente.

e Las proteinas de membrana no solubilizan bien en el medio acuoso utilizado en el
isoelectroenfoque, debido a que estas proteinas son solubles en la membrana lipidica,

ambiente muy hidrofébico.

e Un tanto por ciento elevado de estas proteinas precipita cuando alcanzan su punto
isoeléctrico (1° dimensidn en los geles bidimensionales), produciendo la precipitacién
de proteinas solubles en la misma regién de pl, lo que es conocido como interferencia

cross-protein en 2D.

Debido a la elevada hidrofobicidad de las proteinas de membrana, se necesitan unos
requerimientos especiales para poder llevar a cabo una correcta separacion de dichas

proteinas en los geles 2DE:
e Las proteinas deben ser extraidas de su ambiente lipidico.
e Las proteinas deben ser extraidas en forma soluble.

e El estado soluble de las proteinas debe mantenerse durante la separacion

electroforética, especialmente en la 1° D del IEF.

El primer paso en la solubilizaciéon de las proteinas de membrana es la extraccién de dichas
proteinas de su ambiente lipidico. Para lograr la extraccion de las proteinas de membrana es
necesario el uso de detergentes en disoluciones acuosas. Los detergentes son buenos
extrayendo las proteinas de las membranas bioldgicas ya que emulan, en parte, la estructura
de los lipidos que las rodean. Las proteinas de membrana tienen regiones muy hidrofébicas,
las cuales se encuentran en contacto directo con los lipidos de la membrana. Para mantener

estas proteinas solubles, es necesaria la union a detergentes una vez que se les ha retirado los
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lipidos. De esta manera se consigue la purificacion de las proteinas de membrana
manteniéndolas en unas condiciones similares a su estado nativo en la membrana [64]. Estas
purificaciones suelen ser tediosas [65] ya que las proteinas son extraidas de su ambiente
nativo en la membrana a una disolucién detergente que sdlo imita en parte las propiedades

fisicas y quimicas de la membrana lipidica.

Membeans irnsse

Pestting de medibeans il et ez
b Ly G ]

Fig.l.9. Esquema de la solubilizacidn de las proteinas con detergentes (www.cienciastella.com).

Publicaciones recientes [66-69] se han encaminado a la busqueda de nuevas tecnologias que
posibiliten la correcta separacion de las proteinas de membrana sin los inconvenientes de los
geles 2DE. Un trabajo reciente desarrolld una doble electroforesis SDS-PAGE (dSDS-PAGE), en
la que se realiza una primera dimension con 6M de urea. Posteriormente se escinde el carril
donde se ha separado la muestra y se acopla a un segundo SDS-PAGE libre de urea colocando
el carril en la parte superior del gel (de la misma forma que se coloca la tira de
isoelectroenfoque en los geles 2DE) [66]. Gracias a la combinacion de estas dos electroforesis,
se separan las proteinas obteniendo una diagonal de spots. La problematica de esta técnica

reside en que presenta una resolucién mucho menor a la que se obtiene mediante geles 2DE.

Otra técnica electroforética idénea para la separacion de proteinas es la combinacion de la
electroforesis azul nativa con la electroforesis de tricina. En este caso, se obtiene en la primera
electroforesis (electroforesis azul nativa) una separacion de los complejos de proteinas

presentes en la membrana y gracias a la segunda (electroforesis desnaturalizante de tricina o
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SDS-PAGE convencional) se separan las diferentes subunidades de cada complejo por masa

molecular [70].

1.D.1. METODOS PARA LA IDENTIFICACION DE PROTEINAS DE MEMBRANA

1.D.1.1. Fraccionamiento de proteinas hidrofébicas por separacion de fases

A la hora de realizar algun tipo de experimento con proteinas hidrofdbicas es conveniente
llevar a cabo algun tipo de enriquecimiento de dichas proteinas en la muestra dado a que se
encuentran en baja representacion. Estas proteinas pueden ser enriquecidas por diversos
métodos bioquimicos, de los cuales el mds comunmente utilizado es el fraccionamiento con
detergentes [40]. Utilizando este protocolo las proteinas de membrana se separan
preferentemente en la fase rica en detergente en un sistema de dos fases [71], mientras que

las hidrofilicas quedan en la fase acuosa.

La separacion de fases es un método simple, eficiente y barato para purificar y concentrar las
proteinas de membrana solubles en detergente. Ademas de estos beneficios, la separacién de
fases es facilmente escalable a grandes voliumenes y es compatible con muchos métodos

cromatograficos [72].

Los detergentes son moléculas anfipaticas que constan de una cabeza polar/cargada y de una
cadena hidrocarbonada/hidrofébica. A bajas concentraciones, estas moléculas son solubles en
agua como mondmeros. Cuando se aumenta la concentracién de detergente por encima de la
concentracién micelar critica (CMC), las moléculas de detergente forman agregados llamados
micelas. Otra caracteristica de los detergentes es el punto de transicidn. El punto de transicién
es el punto a partir del cual se produce una microscdpica separacion del detergente/disolucion
acuosa, debido a una asociacidn secundaria de las micelas formando estructuras mds grandes.
Este punto se puede alcanzar aumentando la concentracidn de detergente, la temperatura o la
concentracién de sales. La forma mas utilizada y sencilla es aumentando la temperatura por
encima de la temperatura de transicidon caracteristica de cada detergente. A temperaturas
inferiores a esta temperatura, el detergente se encuentra disuelto homogéneamente en Ila
disolucidn. Por el contrario, por encima de la temperatura de transicion, el detergente adopta
una apariencia turbia produciéndose la separacion de fases en fase rica en detergente y una

fase acuosa [73].
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Los detergentes se clasifican segun su estructura, de esta manera se pueden encontrar

detergentes de cuatro tipos:

1. Detergentes idnicos: constan de una cabeza polar con carga neta, por lo que pueden ser
catiénicos o anidnicos. Ademds, también contienen una cadena hidrocarbonada
hidrofébica o cadena esteroidal. La CMC en estos detergentes es determinada por el
efecto combinado de fuerzas repulsivas de la cabeza polar y las interacciones hidrofébicas
de las colas. Estos detergentes son extremadamente efectivos en la solubilizacion de
proteinas de membrana pero casi siempre provocan la desnaturalizacién de las mismas.
Un detergente idnico muy utilizado es el SDS (dodecilsulfato sddico), el cual presenta una

gran capacidad solubilizadora aportando a la proteina cargas positivas.

2. Sales de acido biliar: son detergentes idnicos que se diferencian de estos en que su cadena
esteroidal es rigida. Como resultado, estos detergentes tienen una cara polar y otra apolar,
en vez de una cabeza polar bien definida. Por este motivo, no forman micelas esféricas
sino con forma “arrifionada”. Son considerados detergentes suaves. Un ejemplo de sales

de acido biliar es el acido glicocdlico.

3. Detergentes no idnicos: constan de una cabeza hidrofilica no cargada y son detergentes
considerados suaves. Estos detergentes rompen interacciones lipido-lipido y lipido-
proteina preferiblemente antes que uniones proteina-proteina. Por este motivo, permiten
solubilizar proteinas de membrana sin afectar a su estructura, por lo que mantienen su

funcionalidad. Un ejemplo de este tipo de detergentes son los de la serie Triton.

4. Detergentes zwitteridnicos: combinan las propiedades de los detergentes idnicos y no
idnicos. Estos compuestos quimicos son eléctricamente neutros pero tienen cargas
formales positivas y negativas sobre diferentes atomos. Los detergentes zwitteriones son
especies polares y usualmente presentan una elevada solubilidad en agua y bastante baja
en muchos disolventes organicos de caracter apolar. Los detergentes zwitteridnicos son
comuinmente utilizados en la preparacion de la muestra en los geles bidimensionales.

Algunos ejemplos de estos detergentes son CHAPS, SB3-10 y ASB14.

En la figura 1.9 se simplifican los diagramas de fase de dos tipos de detergentes en disolucion
acuosa. Todos los detergentes, sin excepcidon, son monomeéricos a bajas concentraciones. La

linea que separa la disolucidon detergente monomérico de la micelar es la CMC, la cual puede
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variar segun la temperatura. La diferencia entre los dos ejemplos de detergentes que se

muestran en la figura .10 reside en la disposicién de la fase micelar en el diagrama.
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Figura 1.10. Diagrama de fases dos tipos de detergentes: A: Detergente zwitteridnico. B: Detergente no-idnico.

El diagrama A corresponde al diagrama de un detergente de tipo zwitteridnico. En este tipo de
detergentes se alcanza el punto de transicidon disminuyendo la temperatura de la disolucidn
micelar a una concentracién media. Este tipo de detergentes no son iddneos para llevar a cabo
la separacion de fases ya que al aumentar la concentracién de detergente para alcanzar la
separacion de fases, se corre el riesgo de alcanzar la fase cristalina liquida en la que el

detergente queda completamente ordenado y pierde la estructura micelar.

El diagrama B, por el contrario, corresponde al diagrama del comportamiento de un
detergente no idnico como los de la serie Triton. En estos detergentes el punto de transicion
se alcanza aumentando la temperatura de la disolucidén micelar a una concentracion media,
esto hace que este tipo de detergentes sean los idoneos para fraccionar proteinas de
membrana, ya que la fase liquido cristal solo se conseguiria disminuyendo la temperatura por
debajo de la temperatura de fase micelar. La serie Tritdn son un conjunto de detergentes que
nos permiten este tipo de separaciones, pero cada tipo de detergente presenta una
temperatura de transiciéon diferente. El detergente no idnico idoneo para este tipo de
separaciones es el TX-114 debido a que su temperatura de transicidon es de 20°C, temperatura

facil de conseguir en condiciones experimentales. Después de la separacidon de fases, las

37



I. Introduccién

proteinas hidrofilicas se encuentran mayoritariamente en la fase acuosa y las proteinas de

membrana con una naturaleza anfipdtica son secuestradas en la fase rica en detergente.

Las proteinas de membrana se caracterizan por presentar uno o varios dominios hidrofébicos
gue interaccionan directamente con el nucleo hidrofébico de la bicapa lipidica. Durante la
solubilizacion de dichas proteinas, los detergentes no idnicos reemplazan las moléculas de
lipido en contacto con el dominio hidrofébico de las proteinas integrales de membrana, lo que
provoca la formacion de una micela mixta detergente-proteina. El problema de estos
fraccionamientos es que no son separadas Unicamente las proteinas de membrana, sino que
también son arrastradas a la fase detergente proteinas unidas a ellas y proteinas que aun y no
estar en la membrana, presentan una naturaleza hidrofébica. Este caso podria ser el de
proteinas pertenecientes a grandes complejos que se encuentran localizadas en el interior de

dicho complejo.

1.D.1.2. Marcaje selectivo de las regiones expuestas en la membrana plasmatica

En 1997 Unli et al.desarrollaron la técnica de 2D-DIGE (Difference Gel Electrophoresis) [74].
Esta técnica permite la comparacién en un mismo gel bidimensional de dos muestras
independientes y un estandar interno que es una mezcla al 50% de las dos muestra a
comparar. Combinando las propiedades de la fluorescencia, la variedad de muestras y el
andlisis de imagenes, el sistema DIGE es un sistema integrado que ofrece beneficios

significativos en relacion con el 2DE clasico.

La tecnologia DIGE estd basada en las propiedades especificas de los fluoréforos CyDye. Los
fluoréforos contienen un grupo NHS éster reactivo que genera una unidn covalente con el
grupo g-amino de los residuos lisina de la proteina via unidon amida (figura 1.11). El fluoréforo
estd disefiado de tal manera que al unirse a la proteina no altera el pl de esta pero aumenta su
masa molecular en 450Da. Esta propiedad no afecta al patrén visible en la segunda dimension

(SDS-PAGE).
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*H N-

pH 8.5
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reachve group

Fig.l.11. Esquema de la unién del fluoréforo a la proteina (DIGE manual, GE, Healthcare).

La ratio utilizada de fluoréforo-proteina asegura que los CyDye se unen aproximadamente al 1-
2% de los residuos de lisina, por lo que cada proteina solo tiene unido un fluoréforo siendo
suficiente para ser visualizado. Por este motivo, este tipo de marcaje se conoce como “minimal
labeling” debido a que sélo una pequefia proporcién del total de la muestra esta marcada. Esto
nos permite una posterior tincidn con otros compuestos que también reaccionan con las
lisinas.

Gracias a la existencia de diferentes fluoréforos, se puede realizar el marcaje de diferentes
muestras y separarlas en un mismo gel 2DE. De esta manera, al separar las muestras en el
mismo gel, se puede corroborar que las diferencias observadas entre ambas muestras no se
deben diferencias en la movilidad electroforética ya que han sido separadas bajo las mismas
condiciones en el mismo gel. La técnica del DIGE ademas presenta una gran ventaja. Se puede
incorporar una tercera muestra (combinacién al 50% de las dos muestras a comparar) la cual
es marcada con un tercer fluoréforo (CyDye 2). De esta manera, se puede obtener en el mismo
gel, la comparativa de dos muestras (CyDye 3 y 5) y un estandar interno (CyDye 2).

Una vez realizados los dos pasos electroforéticos, los geles deben ser escaneados mediante un
escaner de fluorescencia. Cada fluoréforo debe ser escaneado con un filtro determinado, ya
que cada fluoréforo al ser excitado emite a una longitud de onda diferente. Al combinar las
imagenes obtenidas en el escaner, se obtiene una imagen superpuesta con el resultado de

ambas muestras.
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1.D.2. INMUNOPROTEOMICA

La inmunoprotedmica es un campo dentro de la protedmica cuya finalidad es identificar las
proteinas inmunoreactivas de una bacteria o agente patdégeno, que generan una respuesta
inmune en el huésped. Estas proteinas inmunoreactivas son posibles biomarcadores de

patogenicidad.

La identificacion de nuevos biomarcadores se ha desarrollado notablemente en los ultimos

anos, pudiéndose clasificar en tres generaciones:

- Biomarcadores de primera generacion: el uso de métodos bioquimicos o inmunolégicos
relativamente sencillos, de bajo rendimiento y a pequeia escala. Ejemplos de estos métodos

serian electroforesis (agarosa o acrilamida) o ELISA.

- Biomarcadores de segunda generacion: se emplean tecnologias, o incluso nanotecnologias,
de alto rendimiento y a gran escala (donde el objeto de estudio se aborda de un modo global)
como son la biologia molecular, la gendmica y la transcriptémica. Un ejemplo de técnicas de

segunda generacion en la identificacidon de nuevos biomarcadores son los microarrays de DNA.

- Biomarcadores de tercera generacion: se aborda el estudio de los biomarcadores desde
técnicas protedmicas. Entre estas metodologias, la inmunoprotedmica clasica o el andlisis del
proteoma seroldgico (SERPA) constituye una herramienta global eficaz, para el descubrimiento
de biomarcadores en pacientes. En este trabajo se ha aplicado la estrategia SERPA (basada en
electroforesis bidimensional seguida de western-blotting y espectrometria de masas) para
examinar y comparar los perfiles séricos frente al proteoma total de Mycoplasma genitalium.
Gracias a esta técnica se puede identificar un nimero relativamente alto de biomarcadores
candidatos para predecir diagndstico precoz, prondstico, respuesta a tratamientos
antibacterianos y/o seguimiento clinico, asi como dianas terapéuticas para el disefio de futuras
inmunoterapias o vacunas para estas infecciones crénicas. Aunque estos hallazgos
inmunoprotedmicos sean alentadores, éstos se deben validar analitica y clinicamente sobre
plataformas clinicas adecuadas en futuros estudios antes de su puesta en la practica en el

laboratorio de diagnéstico clinico.
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Los avances en estas tecnologias "émicas" abren hoy en dia un amplio abanico de posibilidades
y expectativas prometedoras, para identificar biomarcadores. A su vez, estan proporcionando
indirectamente una oportunidad excepcional para mejorar nuestro entendimiento sobre el
comportamiento de los sistemas bioldgicos [75].

Esta técnica aplicada en Mycoplasma genitalium puede ser muy util y ofrecer muchisima
informacién dado que esta bacteria es un patégeno. Dado que la patogénesis y la primera linea
de contacto con la célula huésped se produce en primer lugar a través de las proteinas
expuestas en la membrana es de alto interés conocer aquellas proteinas que estan expuestas
en la superficie del patégeno, pero no sélo interesa conocer dichas proteinas, sino identificar
cudles de estas proteinas son las que generan una respuesta en el sistema inmune del
huésped. Estas proteinas tienen un valiosisimo interés dado que son las Unicas proteinas de la

bacteria reconocidas por la célula huésped.

A dia de hoy, aun no hay consenso en el mundo de la Micoplasmologia en cuanto a la
naturaleza de esta bacteria, pero parece ser que la tendencia es a definir a este
microorganismo como componente de la flora bacteriana humana [4]. Adn y ser tan ubicuo
parece ser que estos microorganismo en algunos casos generan infecciones crdnicas, las cuales
pueden ser causadas por periodos de inmunodepresién [76]. Si se establecieran las proteinas
causantes de la patogenicidad, seria posible el disefio de farmacos para tratar estas infecciones
y poder acabar con la cronicidad que provocan en el huésped, a la vez que también se podrian

abrir vias para el desarrollo de vacunas.
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I.E. PROTEOMICA EN Mycoplasma genitalium

Los micoplasmas son buenos modelos celulares para realizar estudios protedmicos debido a la
relativa baja complejidad de sus proteomas. El primer proteoma de un micoplasma analizado,
utilizando la combinacidn de electroforesis bidimensional y espectrometria de masas, fue el de
Mycoplasma genitalium en el afio 2000 [77]. El proteoma de dicho mollicute fue analizado en
fase exponencial y en fase estacionaria en el gradiente de 2.3-12 utilizando 4 rangos de pH
(2.3-5, 4-7, 6-11 y 8.5-12) identificando un total de 158 proteinas, correspondientes a 89 ORF
(18.5% del proteoma). En este trabajo se observéd una reduccién de la sintesis de proteinas del
42% en fase de crecimiento post-exponencial respecto a la fase exponencial.

Ademas de la falta de identificaciones a nivel total del proteoma, aln falta mucha informacién
a nivel de membrana. No se conocen bien las proteinas que realmente estan expuestas en la
membrana y que colaboran en el reconocimiento de la célula huésped, las que permiten la
internalizacién o las que generan respuesta inmune. Un caso claro de la falta de informacion
que se tiene en el género Mycoplasma mas alla del proteoma total es el trabajo publicado por
Kinher et al. [78]. En este trabajo se ha estudiado la organizacion del proteoma de
Mycoplasma pneumoniae, muy cercano a M. genitalium, pero en el que se han excluido las
proteinas de membrana dada la problematica que genera el trabajar con ellas. Por este
motivo, estas proteinas no solo no se han identificado en experimentos globales de estudio de
proteoma total, sino que se han excluido en otros trabajos. De esta manera se ha generado
una falta de conocimiento de la composicion proteica de esta estructura celular tan
importante implicada en funciones de tal relevancia para la célula como son la comunicacién
célula-célula, mecanismos de defensa, transduccién de sefiales, supervivencia celular o
patogénesis [79]. Ademas, el analisis de las proteinas de membrana es muy importante para
conocer y entender la patogenia de este microorganismo dado que el 70% de las dianas
terapéuticas conocidas son proteinas de membrana [80]. Este dato debe concienciar en el
campo de la biomedicina al estudio de estas proteinas, a pesar de sus dificultades, y sobre
todo al conocimiento de la patogenia.

Otros proteomas publicados hasta el momento son el proteoma de Mycoplasma pneumoniae
[81], también publicado en el afio 2000. En este analisis se identificaron 224 proteinas distintas
utilizando técnicas de fraccionamiento por solubilizacién diferencial, utilizando Triton X-114,

para obtener varios mapas bidimensionales.
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Posteriormente, se publicé el proteoma de Mycoplasma penetrans [82] en el 2006 en el que se
identificaron 207 proteinas correspondientes a 153 ORF. Ademas también se identificaron 26
fosfoproteinas mediante técnicas de tincion especifica de fosfoproteinas.

Posteriormente a estos trabajos se han utilizado las técnicas que ofrece la protedmica para
analizar diferentes aspectos del género Mycoplasma [83]. Gracias a estos avances, se han
podido desarrollar trabajos como el fosfoproteoma de Mycoplasma genitalium [84], en el que

se identificaron 24 fosfoproteinas.
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[1. Objetivos

El presente proyecto tiene como Objetivo General poner a punto y aplicar los métodos
proteémicos al andlisis, desde diferentes puntos de vista, de la biologia de Mycoplasma
genitalium.

Como Objetivos Especificos estan:

- Identificar experimentalmente el maximo numero posible de proteinas en Mycoplasma
genitalium, tanto las anotadas en el genoma, como aquellas cuyo gen no ha sido descrito a

partir del genoma.

- ldentificar las proteinas que expresa M. genitalium cuando es cultivado en un medio de

cultivo minimo.

- Crear un mapa de referencia del subproteoma soluble en TX-114 de M. genitalium.

- Identificar que proteinas forman parte del Surfoma de Mycoplasma genitalium.

- Obtener el Inmunoma de Mycoplasma genitalium para identificar las proteinas que generan

respuesta inmune en el huésped, ademds de identificar las proteinas diferenciales entre

pacientes infectados y controles.
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lll. A. CULTIVO CELULAR

lll.A.1. MEDIO DE CULTIVO SP4

El medio de cultivo que permite obtener un buen rendimiento de biomasa es el medio SP4

(Spiroplasma medium 4) [4], ademas de ser el recomendado por la ATCC .

Para 1 litro de medio SP4 se necesita:

lll.A.1.1. Base SP4

3.5 gr Caldo PPLO.

10 gr Triptona.

5.3 gr Peptona.

5 gr Glucosa.

Disolver estos componentes en 615 ml de H,0 milliQ (Millipore) y ajustar el pH a 7.8

con NaOH 2 M.

Autoclavar a 121°C durante 15 min.

Una vez autoclavada la base y atemperada se debe complementar.

lIlLA.1.2. Complementos

Los complementos se afiaden de forma que no se pierda en ningiin momento la esterilidad del

medio.

100 ml Yeastolate 2% (p/v).

12 ml Rojo de fenol 0.1% pH 7.

35 ml Extracto de levadura.

50 ml Medio CMRL 1066 sin glutamina.
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170 ml Suero bovino fetal.

500 pl Ampicilina 200 mg/ml.

3.4 ml Glutamina 29.2 mg/ml (calentar a 37°C para que se disuelva).

4 ml NaOH 2 M.

ll.LA.1.3. Preparacion del extracto de levadura

Resuspender 250 gr de levadura fresca de panaderia en 1 litro de agua milliQ y autoclavar a

115°C durante 10 min. Dejar enfriar.

Aclarar por centrifugacién a 380 g durante 10 min.

Separar el sobrenadante y autoclavar 115°C durante 10 min.

Dejar enfriar y alicuotar en voliumenes adecuados.

lllLA.1.4. Preparacion de yeastolate

Disolver yeastolate al 2% (p/v) en agua milliQ y autoclavar a 120°C 20 min. Dejar enfriar.

lll.A.2. MEDIO DE CULTIVO MM14

El medio MM14 es un medio minimo definido, el cual simula una condicién de carencia de

nutrientes [20]. Para 1 litro de MM14:

11.LA.2.1. Base

0.36 gr Na,HPO,.

5.84 gr NacCl.

0.37 gr KCl.

111.A.2.2. Fuentes de carbono

10 gr Glucosa.
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0.575 ml Glicerol 87%.
lll.A.2.3. Vitaminas
20 mg Espermina.

1 mg Acido nicotinico.
1 mg Tiamina.

1 mg Piridoxamina.
0.2 mg Lipoamida.

1 mg Riboflavina.

1 mg Colina.

1 mg Acido félico.

lll.A.2.4. Bases nucleicas
20 mg Citidina.
20 mg Guanina (Disolver en 0.1 M NaOH).

20 mg Adenina (Disolver en 0.1 M HClI).

11l.A.2.5. Lipidos

2 gr BSA deslipidada (portadora de los lipidos).
20 mg Colesterol.

10 mg Acido palmitico.

12 mg Acido oleico.

Disolver los lipidos en 4 ml de etanol y posteriormente afiadir a la BSA disuelta en

agua.
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lll.A.2.6. Otros

123 mg MgSO0,.

30 mg CaCl,.

2.5 gr Peptona.

0.24 gr Cisteina (Afadir HCI para disolver).

1 mg Coenzima A (Disolver en 0.02 M fosfato sddico).
10° Unidades Penicilina.

11.92 gr HEPES.

2 mg Rojo de fenol.

Mezclar todos los componentes, ajustar el pH a 7.8 y filtrarlo. Conservar a 4°C no mas de 2

meses.

II.A.3. CEPA UTILIZADA Y CONSERVACION

Mycoplasma genitalium G-37 fue conseguido a través de la ATCC (Coleccién Americana de

Cultivos tipo, nimero ATCC: 33530).

Mycoplasma genitalium puede ser conservado a -80°C sin necesidad de crioprotectores como
el glicerol cuando los glicerinados provienen de cultivos con SP4, ya que componentes del FBS
(fetal bovine serum) aportan la capacidad crioprotectora. Cuando dichos glicerinados se van a

realizar a partir de cultivos en MM14 si se debe afadir glicerol al 20%.

lll.A.4. CONDICIONES DE CULTIVO

Mycoplasma genitalium G-37 se ha cultivado en incubadores de cultivo celular a 37°C en un
ambiente con 5% CO, sin agitacién. Como este microorganismo crece adherido al plastico se
han utilizado frascos de 150 cm? con ventilacidn en el tapén, en los que se ha afiadido 40 ml de

medio SP4.
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El cultivo de este microorganismo en SP4 se puede controlar a simple vista debido a la
presencia de rojo de fenol en el medio. EL rojo de fenol es un marcador de pH, cuando se
encuentra a pH basico (por encima del 8) es rojo y cuando se encuentra en pH acido (por
debajo de 6.4) es amarillo. Cuando Mycoplasma se encuentra en fase exponencial, el fenol vira
de rojo a naranja, lo que equivale un pH aproximado de 6.8; pasadas unas 96 horas de cultivo.

En la siguiente imagen (Fig. 11l.1) se muestra la variacion colorimétrica del rojo de fenol segin

L
y \
6

(I Red

el pH.

Yellow

Fig.lll.1. Variacién del color del rojo de fenol segun el pH. (Imagen obtenida en www.Tutorvista.com).

Una vez pasadas las 96 horas se procede a la obtencion de la muestra.

El cultivo de este microorganismo en MM14 es muy diferente. En este medio Mycoplasma
genitalium no se adhiere a la superficie del frasco, pero si que se observan agregados de
células en suspension. Ademas, en este medio de cultivo tarda dos semanas en alcanzar una
biomasa similar a la obtenida con el medio de cultivo SP4. Al trabajar con el medio MM14, el
control del crecimiento se realizé mediante observacién con lupa. De esta manera se controla

la cantidad y tamafio de agregados de Mycoplasma genitalium.
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111.B. ANALISIS MASIVO DEL PROTEOMA TOTAL DE MYCOPLASMA GENITALIUM

111.B.1. Protocolo de obtencidon de muestra total

La obtencién de muestra de proteina total de Mycoplasma genitalium se realizé en fase

exponencial tal y como se detalla a continuacion:

e Lavar los cultivos de Mycoplasma genitalium cultivados en SP4 en fase exponencial, 3
veces con 25 ml PBS 1x.

e Escrapear los frascos con 10 ml PBS 1x.

e Centrifugar a 22000 g 20 min a 4°C.

e Resuspender el pellet con 500 pl de PBS.

e Sonicar 5 min, amplitud 30% en ciclos 0.5 seg ON/ 0.5 seg OFF.

e Centrifugar 14000 g 15 min 4°C.

e Afadir al sobrenadante tampdn de carga.

M Tampdn de carga (10x): 10 ml

= 0.75ml Tris-HCI 1 M

= 3 mlSDS 10%

= (.75 gr Ficoll 400

= 0.21 ml B-mercaptoetanol

=  Azul de bromofenol

e Hervir la muestra 20 min.
e Enfriar a temperatura ambiente.
e Centrifugar a 14000 g 15 min a 4°C para eliminar cualquier resto insoluble que pueda

quedar. El sobrenadante obtenido contiene muestra de proteina total.
Esta muestra no sélo se ha utilizado para el estudio del proteoma total de Mycoplasma

genitalium cultivados en medio SP4, sino también como control en estudios posteriores de

fraccionamiento.
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111.B.2. Protocolo de marcaje de muestra total mediante biotina

El objetivo en este apartado es la identificacion del mayor nimero de proteinas de

Mycoplasma genitalium, por lo que se ha decidido hacer un marcaje masivo de todas las

proteinas para evitar los problemas de insolubilidad y para poder obtener una muestra limpia

de lipidos.

El compuesto con el que se ha realizado el marcaje de las proteinas ha sido la biotina [85]. Para

facilitar todo el proceso de fraccionamiento se ha utilizado Sulfo-NHS-SS-Biotina (Pierce). Esta

biotina (estructura mostrada en la figura lll.2) contiene un cross-linker que reacciona con los

residuos de lisinas (e-amino) produciendo un producto estable. Ademas, contiene un puente

de disulfuro el cual mediante agentes reductores permite la liberacién de gran parte de este

compuesto para purificar las proteinas unidas.

Sute-HHS-5E-Bivlin
[T
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Fig.lll.2. Estructura Sulfo-NHS-SS-Biotina (Imagen obtenida en www.piercenet.com).

Una vez las proteinas han sido marcadas, se capturan en una columna de sefarosa con

estreptavidina inmovilizada. La biotina y la estreptavidina se unen de manera covalente.

El flujo de trabajo seguido para el marcaje con biotina se muestra en la figura Il1.3:
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Fig.lll.3. Esquema del proceso de identificacidon de proteinas biotiniladas.
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111.B.2.1. Protocolo de marcaje con sulfo-NHS-SS-Biotina del proteoma total

El marcaje de proteinas de Mycoplasma genitalium con biotina se ha realizado a partir de

cultivos en fase exponencial del modo que se detalla a continuacion en la figura l11.4:

=
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Fig.lll.4. Esquema del protocolo de marcaje con biotina (www.takara-bio.com).

e Lavar los cultivos de Mycoplasma genitalium cultivados en SP4 en fase exponencial, 3
veces con 25 ml PBS 1x frio.

e Afiadir 2.4 mg de Sulfo-NHS-SS-Biotina a cada frasco diluido en 10 ml PBS 1x.

e Incubar 30 min a 4°C en agitacion.

e Afadir 500 ul de Tris-HCI 0.5 M pH 8. El Tris contiene aminas y estas compiten con la
reaccion entre el cross-linker y las lisinas; de esta manera se elimina el sobrante de
cross-linker que aun no ha reaccionado.

e Llavar los cultivos dos veces con 25 ml PBS 1x.

e Escrapear las células con 10 ml PBS 1x.

e Centrifugar a 22000 g 20 min 4°C.

e Resuspender el pellet en 400 pul de Tampdn de unioén.

B Tampdn de unidn

= 121 mgTris.
= 175 mg NaCl.
= pH7.5.

e Sonicar 5 min, amplitud 30% en ciclos 0.5 seg ON/ 0.5 seg OFF.
e Centrifugar 14000 g 15 min 4°C.

e Utilizar el sobrenadante para la purificacion de las proteinas marcadas con la biotina.

58


http://www.takara-bio.co/�

[1I. Material y métodos

111.B.2.2.Purificacidn de las proteinas marcadas con sulfo-NHS-SS-Biotina
Para realizar la captura de las proteinas marcadas con biotina se han empleado unas columnas
de sefarosa con estreptavidina inmovilizada (Streptavidin HP SpinTrap, GE Healthcare). Dichas

columnas permiten la captura de las proteinas marcadas de forma rapida y facil.

Antes de utilizar las columnas hay que realizarles un pretratamiento:

Secar la sefarosa centrifugando 150 g 1 min.

Equilibrar la sefarosa con 400 ul de Tampén de union.

Centrifugar 150 g 1 min.

Repetir el equilibrado 3 veces.

Una vez equilibrada la sefarosa ya se puede realizar la purificacién:

e Incubar en la columna equilibrada el sobrenadante con las proteinas biotiniladas 1
hora a temperatura ambiente con agitacion leve.
e lLavar la sefarosa 5 veces con 400 pl de Tampdn de lavado.

B Tampdn de lavado:

= (0.6 gr Urea.

= 5 mlTampdn union.

e Centrifugar a 150 g 1 min.

e Repetir el lavado 5 veces.

e Secar la sefarosa centrifugando 150 g 1 min.

e Afiadir 200 pl de SDS 1% + 10 ul DTT 1 M. Al aiadir el reductor se rompe el puente
disulfuro presente en el cross-linker por lo que las proteinas marcadas quedaran
liberadas de la sefarosa.

e Incubar 1 hora a temperatura ambiente con agitacion leve.

e  Eluir centrifugando 1000 g 1 min.
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Debido a que 200 pl es el volumen minimo para la elucidn, si queremos tener la muestra mas
concentrada se deberia precipitar con acetona y resuspender posteriormente con el volumen

deseado.

111.B.2.3.Precipitacidn de proteinas con acetona

Para precipitar la muestra con acetona:
= Afadir 4 volumenes de acetona fria a -20°C a la muestra.
= Incubar 15 min en hielo.
=  Centrifugar a 12000 g 10 min a 4°C

= Eliminar el sobrenadante y secar el pellet al aire.
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111.C. ANALISIS DEL PROTEOMA TOTAL EN MEDIO MiNIMO MM14

lll.C.1. Preparacion del extracto proteico total de células cultivadas en MM14

Debido a que Mpycoplasma genitalium cultivado en este medio forma agregados, la
preparacion de la muestra se ha obtenido mediante el protocolo de obtencién de muestra
total. En esta ocasion, los lavados de los cultivos se han realizado de manera diferente ya que
en este medio no se adhiere al frasco.
e Centrifugar los cultivos de Mycoplasma genitalium cultivados en MM14 en fase
exponencial (aproximadamente 336 horas), a 22000 g 20 min a 4°C.
e lavar los cultivos 5 veces con 25 ml PBS 1x. Si se realizan menos lavados se observara
posteriormente en el SDS-PAGE una banda perteneciente a la BSA del medio.
e Resuspender el ultimo pellet en 1 ml de PBS 1x, pasar a un tubo eppendorf y
centrifugar 16000 g 10 min a 4°C.
e Resuspender el pellet con 500 ul de PBS.
e Sonicar 5 min, amplitud 30% en ciclos 0.5 seg ON/ 0.5 seg OFF.
e Centrifugar 14000 g 15 min 4°C.

e Afiadir al sobrenadante tampdn de carga a una concentracion final 1x.

M Tampdn de carga (10x): 10 ml

= 0.75mlTris-HCI1M

= 3 mlSDS 10%

= 0.75 gr Ficoll 400

= 0.21 ml B-mercaptoetanol

=  Azul de bromofenol

e Hervir la muestra 20 min.

e Enfriar a temperatura ambiente
Centrifugar a 14000 g 15 min a 4°C para eliminar cualquier particula insoluble que pueda

quedar. El sobrenadante ya se puede utilizar como muestra de proteina total de Mycoplasma

genitalium cultivado en medio MM14.
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I11.D. FRACCIONAMIENTO DE PROTEINAS HIDROFOBICAS CON TRITON X-114

Para realizar el fraccionamiento de las proteinas hidrofébicas con Tritdn X-114 se ha utilizado

el método desarrollado por Bordier et al. [71].

Una vez tenemos los cultivos en fase exponencial se realiza el procesamiento de la muestra,

pero previamente se deben lavar los frascos 3 veces con 25 ml de PBS 1x.

111.D.1. Preparacion de la muestra para el fraccionamiento con TX-114

Para realizar la separacion en TX-114 necesitamos preparar una disolucion al 1% de TX-114. Se
realizaron pruebas para comprobar la concentracién del TX-114. Se comprobd que para
obtener experimentalmente un concentracion del 1% se tuvo que preparar un concentraciéon
del 1.2% del stock. Esto es debido a que en el proceso de fabricacidon y envase del producto, la
concentracién del mismo se ve modificada levemente. Una vez comprobada la concentracidn,
se prepara una disolucion al 1.2% de TX-114 y 10 mM PMSF (inhibidor de proteasas, stock a 0.1
M en etanol 100% a -20°C).

111.D.2. Fraccionamiento con TX-114

e Lavar los cultivos de Mycoplasma genitalium cultivados en SP4 en fase exponencial, 3
veces con 25 ml PBS 1x.

e Escrapear los frascos con 10 ml de la disolucion TX-114 / PMSF.

e Colocar la muestra con TX-114 en una noria a 25 rpm durante 3 horas a 4°C. Aiadir
PMSF a mitad del proceso ya que el PMSF es consumido y se degrada con mucha

facilidad en una solucién acuosa.

e Centrifugar a 22000 g 20 min a 4°C. En este paso se eliminan las células no lisadas por

el TX-114 y las particulas no solubles en dicho detergente.
e Repartir el sobrenadante en alicuotas de 1.5 ml en tubos eppendorf de 2 ml.
e Incubar los tubos eppendorf con el sobrenadante 10 min a 37°C. En este paso se

observarad como la disolucidn se vuelve turbia. Esto es debido a que a esta
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temperatura (por encima del punto de transicién) el TX-114 se condensa, formando
micelas con las proteinas de membrana ya que reemplaza los lipidos de la membrana

en la que estdn embebidas.

Centrifugar a 8000 g 3 min a temperatura ambiente (por encima de 20°C, temperatura

de condensacién). Se observan dos fases, tal y como se muestra en la figura Il.5:

O Superior o acuosa (AQ), transparente. Se encuentran las moléculas no solubles

en TX-114.

0 Inferior o detergente (TX), turbia debido a la condensacidon de las micelas

formadas por el detergente y las proteinas hidrofébicas.

c——3 | mpm—
-ﬁ arc _}
INCREASE CEMTRIFUGE 10 Vi
TEMPERATURE RO
ABUVE TEMPERATURE

"CLOUD POINT®

:||\I'DL

Fig.lll.5. Esquema del comportamiento TX-114 con variaciones de temperatura [4].

Eliminar la fase acuosa (superior).

Anadir PBS a 4°C con PMSF 1 mM hasta restaurar el volumen inicial de 1.5 ml. Al

disminuir la temperatura, se pierde la condensacion de las micelas.

Enfriar en hielo 10 min, para asegurar una descondensacidn total de las micelas.

Repetir 3 veces los pasos 4 a 8. Al condensar/descondensar y reemplazar la fase
acuosa por PBS nuevo se consigue reducir la presencia de proteinas insolubles en TX-

114 que puedan quedar retenidas en el interior de las micelas.

Después del ultimo lavado, restaurar el volumen inicial (1.5 ml) con PBS a 4°C y
centrifugar 14000 g 15 min a 4°C para eliminar cualquier resto celular o particula

insoluble que pudiera permanecer.
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e Pasar el sobrenadante a un tubo nuevo e incubar 10 minutos a 37°C, para condensar

las micelas de nuevo.

e Centrifugar a 8000 g 3 min a temperatura ambiente, se forman de nuevo las fases AQy

TX.

e Eliminar la fase acuosa y precipitar las proteinas de la fase TX mediante

metanol/cloroformo.

111.D.3. Precipitacion de proteinas mediante metanol/cloroformo

Este protocolo se ha utilizado en este caso ya que es el método idéneo para eliminar los

detergentes y las sales presentes en la muestra después del fraccionamiento con TX-114.

e Afadir 4 volimenes de metanol a la fase TX. Vortex.

e Afadir un volumen de cloroformo. Vértex.

e Afadir 3 volumenes de agua. Vértex.

e Centrifugar a 15000 g 2 min, se obtienen dos fases. En la interfase se encuentran las

proteinas.

e Eliminar la fase superior y afiadir 4 volimenes de metanol. Vértex.

e Centrifugar a 15000 g 5 min.

e Eliminar el maximo de metanol sin perturbar el pellet y secarlo en Speed-Vac, no mas

de 5 minutos, ya que esto dificultaria su posterior resuspension.
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IIL.E. IDENTIFICACION DEL SURFOMA

Esta técnica utiliza unos compuestos fluorescentes o fluoréforos llamados CyDye (GE
Healthcare) que se une especificamente a los residuos de lisina de las proteinas. Si estos
compuestos se anaden a la muestra antes de lisar las células, estos sélo se unirdn a los
residuos de lisina de las regiones expuestas de las proteinas de superficie de membrana, ya

gue no son internalizados.

lll.E.1. Preparacion de los fluoréforos

Los fluordforos se deben pedir justo antes de utilizarlos ya que tienen una vida media mas bien
corta. En este trabajo se utilizaron dos fluoréforos: CyDye3 y el CyDye5, uno para el marcaje de
las proteinas expuestas y el otro para la muestra de proteina total, como se puede observar en

la figura 111.6.

Fig.lll.6. Esquema del marcaje de las muestras en DIGE.

Una vez recibido el fluoréforo, se prepard la disolucién stock:

= Atemperar el vial del CyDye.

= Afadir 5 ul de dimetilformamida (DMF). De esta manera queda a 1 mM (CyDye

disolucién de stock).

= Vortex 30 seg.
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= Centrifugar a 12000 g 30 seg.

Se puede utilizar en el momento o guardar a -20°C no mdas de 2 meses.

Una vez se vaya a utilizar el fluoréforo, coger la alicuota de disolucidn de stock para preparar la

disolucidn de trabajo. Esta varia segun si es el CyDye3 o el CyDye5, ya que el CyDye3 se ha

utilizado con extracto proteico total y el CyDye5 para marcar las proteinas expuestas de la

membrana.

Disolucion de trabajo con CyDye 3:

++ Afadir 1 volumen de CyDye de stock a 1.5 volumenes de DMF, de esta manera

el CyDye queda a 400 pmol. Afadir siempre primero la DMF.

¢ Para el marcaje se utiliza un 1.5 pl del CyDye a 400 pmol, por lo que finalmente

se afiade a la muestra 600 pmol.
Disolucion de trabajo con CyDye 5:

< Afadir un volumen de CyDye de stock a 0.667 volimenes de DMF, de esta

manera el CyDye queda a 600 pmol.

R/

«* Para el marcaje se utiliza 1 pul de CyDye a 600 pmol.

lll.E.2. Marcaje de la muestra de proteina total

Lavar los cultivos de Mycoplasma genitalium cultivados en SP4 en fase exponencial, 3
veces con 25 ml PBS 1x.

Escrapear los frascos con 10 ml PBS 1x.

Centrifugar a 22000 g 20 min a 4°C.

Resuspender el pellet con 400 ul de disolucidn de lisis.

Sonicar 5 min a amplitud 30% en ciclos 0.5 seg ON / 0.5 seg OFF.

Centrifugar 14000 g 15 min 4°C para eliminar células no lisadas o posibles restos

celulares insolubles.

Calcular la concentracion de la muestra mediante Bradford [86].

Afadir al 1.5 pl de disolucion de trabajo de CyDye, 75 ug de extracto proteico total.
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e Vortear y centrifugar para concentrar todo el volumen en el fondo del eppendorf.

e Incubar 30 min a oscuras.

e Afadir 1 pl de 10 mM lisina para parar la reaccién. Al ser una amina primaria compite

por el fluoréforo y evita que se continde uniendo a las lisinas de las proteinas.

e Vortear, spin y dejar a oscuras 10 min en hielo.

Esta muestra puede ser utilizada inmediatamente o guardarla a -80°C hasta 3 meses.

I1.E.3. Marcaje selectivo de la region extracelular de las proteinas de membrana

e Lavar los cultivos en fase exponencial con 25 ml de HBSS 1x frio:

M Hanks Buffered Salt Solution (HBSS): 500 ml; pH 8.5

4 gr NaCl.

= 200 mg KCl.

= 22 mg Na,HPO,.

- 30 mg KH2PO4

= 90 mg CaCl,.

= 60 mg MgSO,.

= 176 mg NaHCOs.

e Escrapear los cultivos con 10 ml HBSS x1 frio.

e Centrifugar a 22000 g 20 min 4°C.

e Lavar las células con 1ml de HBSS y pasar las células a un tubo de 1.5 ml.

e Centrifugar 14000 g 15 min 4°C.
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e Eliminar el sobrenadante y resuspender el pellet de células con 200 pl de tampén de

unién a 4°C:

M Tampdn de unidn (pH 8.5)

= 3 mlde HBSS.

= 0.18 gr Urea.

e Afiadir 1.5 ul de la disolucidn de trabajo CyDye5 (600 pmoles). Vértex muy suave.

e 30 min en hielo a oscuras.

e Parar la reaccién con 20 pl de lisina 10 mM e incubar 10 min mas a oscuras. Al ser una
amina primaria compite por el fluoréforo y evita que se continlde uniendo a las lisinas

de las proteinas.

e Lavar las células 2 veces con 500 ul HBSS pH 7.4.

e Centrifugar 14000 g 15 min 4°C.

e Resuspender el pellet con 150 pl disolucién de lisis fria:

M Disolucién de lisis (1 ml), pH 8.5:

420 mg Urea.

= 150 mg Tiourea.

= 40 mg CHAPS.

= 20l Tris 1.5 M pH 8.5.

= 50 ul Acetato de magnesio 0.1 M.

e Incubar 1 hora en hielo, vortear cada 20 min.

e Sonicar 5 min a amplitud 30% en ciclos 0.5 seg ON / 0.5 seg OFF.

e Centrifugar 14000 g 15 min 4°C.
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e Afadir disolucién de muestra 2x al lisado:

B Disolucién de muestra 2x (1 ml):

420 mg Urea.

150 mg Tiourea.

20 mg CHAPS.

130 pl DTT 1M.

e Incubar 10 min en hielo.
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IIl.LF. METODOS DE SEPARACION DE PROTEINAS

lll.F.1. SDS-PAGE MONODIMENSIONAL

El método utilizado para separar las muestras proteicas complejas en los ensayos de
identificacion del proteoma total, tanto en SP4 como en MM14, ha sido el SDS-PAGE [87] (Gel
Electroforesis de PoliAcrilamida de Sodio DodecilSulfato).

ll.F.1.1. Disoluciones necesarias para el SDS-PAGE

B Tampdn del gel inferior (4x): 500 ml.

= 91 grTris.
= 2grSDS.
= pH8.8.

M Tampdn gel superior (4x): 100 ml.

=  6.05 gr Tris-HCI.
= (0.4 grSDS.
= pHG6.8.

M Tampdn de electrodos (10x): 1 litro.

= 30.29 gr Tris-HCI.
= 10 grSDS.
= 144.1 gr Glicina.
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lll.F.1.2. Composicion del SDS-PAGE

Los geles de acrilamida utilizados han sido al 10% acrilamida con un grosor de 1.5 mm. Se ha
elegido este grosor ya que permite cargar un mayor volumen de muestra.

J

% Gel inferior o separador:

= 3.96 ml H,0.

= 2 ml Tampdn gel inferior.

= 2 ml Acrilamida 40% (37.5:1).

= 20 ul Persulfato amonio 10% (p/v).
= 2 ulTemed.

+* Gel superior o apilador:

= 1.94 ml H,0.

= 0.75 ml Tampdn gel superior.

= 0.3 mlAcrilamida 40% (37.5:1).

= 20 ul Persulfato amonio 10% (p/v).
= 2 ulTemed.

lll.F.1.3. Condiciones utilizadas para correr el SDS-PAGE

Las proteinas, para poder ser separadas en un SDS-PAGE, deben estar previamente
desnaturalizadas y con las cargas apantalladas por SDS por dos motivos: para que las proteinas
migren hacia el polo negativo y para que migren Unicamente en funcién de su masa y no por
diferencias de cargas. Por este motivo, se debe afadir a la muestra tampdn de carga y hervir

durante 20 min.

M Tampdn de muestra (10x): 10 ml.

= 0.75 ml Tris-HCI 1M.
= 3 mlSDS 10%.
= (.75 gr Ficoll 400.

= 0.21 ml B-mercaptoetanol.
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= Azul de bromofenol.

En todos los SDS-PAGE se han utilizado marcadores de masa molecular de Invitrogen, ya sea el
Benchmark o el Benchmark Prestained, cuando el gel se va a transferir a una membrana. Los

patrones de los marcadores utilizados se muestran en la figura Il1.7.
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Fig.lll.7. Esquema del patrén de los marcadores de masa molecular Benchmark y Benchmark prestained

(www.invitrogen.com).

Los geles fueron corridos a amperaje constante y a un voltaje variable. Se comenzé la
electroforesis a 10 mA/gel durante 15 min para favorecer una buena entrada de la muestra en
el gel. Posteriormente el amperaje fue incrementado a 20 mA/gel hasta que el frente de azul

de bromofenol, proveniente del tampdn de carga, sale por la parte inferior del gel.

lll.F.2. GELES BIDIMENSIONALES
111.F.2.1. Preparacion de la muestra proteica para la electroforesis bidimensional

Para poder separar una muestra proteica en un gel bidimensional la muestra debe estar
resuspendida en disoluciéon de lisis. En nuestro caso, la concentracion de CHAPS se ha
aumentado del 2.5% al 4% para aumentar la solubilidad de la muestra, ya que se trabaja con
proteinas de membrana, asi como también se ha utilizado el detergente ASB-14 que aumenta

la presencia de proteinas de membrana en geles 2DE.
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M Disolucion de lisis:

8 M Urea.

= 2 MTiourea.

4% CHAPS (p/v).

2% ASB-14 (p/v).

40 mM Tris-HCl pH 8.5.

Preparar un volumen grande de dicha disolucién en un vaso de precipitados de plastico, nunca
de cristal, ya que éste es un asistente de la precipitacién de la urea. Alicuotarlo y guardarlo a -

20°C.

Resuspender el pellet de proteinas con el minimo de volumen posible de disolucidn de lisis, asi
tendremos la muestra lo mas concentrada posible. Dejar agitando 30 min para una mayor

resuspension.

ll.F.2.2. Limpieza de la muestra para el isoelectroenfoque

La muestra debe estar absolutamente limpia de lipidos, glicidos y acidos nucleicos. Existen
muchos tipos de precipitacion, pero sdlo el kit de GE Healthcare 2-D Clean-Up Kit es el que da

una buena fiabilidad con una baja perdida de proteinas para geles 2DE.

1. Afadir 300 pl de precipitante* a 100 pl de muestra. Vortex.

2. Incubar en hielo 15 min.

3. Anadir 300 ul de coprecipitante*. Vortex.

4. Centrifugara 12000 g 5 min.

5. Eliminar el sobrenadante.

6. Centrifugar 1 min para eliminar el sobrenadante remanente en las paredes del

eppendorf.

7. Afadir 30 ul de coprecipitante* al pellet.

8. Incubar en hielo 5 min.
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9. Centrifugar a 12000 g 5 min.

10. Afadir 25 ul de agua destilada. Vortex. El pellet se disgrega.

11. Adadir 1 ml de Tampén de lavado frio y 5 ul de aditivo de lavado. Es en este paso

cuando el pellet se resuspende totalmente.

12. Incubar 30 min a -20°C, vértex 10 seg cada 10 min.

13. Centrifugar a 12000 g 5 min.

14. Eliminar el sobrenadante y secar el pellet.

15. Resuspender con el tampdn adecuado.

*Reactivos suministrados en el kit.

Utilizar un pequefio volumen de la muestra para calcular la concentracién de la muestra

mediante el ensayo de Bradford [86].

11.F.2.3. Determinacidn de la concentracion proteica de la muestra

Debido a que los componentes de la disolucién de lisis interfieren con el método de
determinacién de la concentracion proteica de Bradford, la muestra se debe preparar a una
concentracion menor a 1/500 para evitar dichas interferencias y obtener una correcta

determinacion de la concentracion.

Para determinar la concentracién de la muestra, primero se elabord una serie de diluciones de

BSA en concentraciones conocidas:

BSA (ug/ul)| O 3 6 8 10 12 14 17 20

Estas diluciones de BSA se han valorado en un espectrofotémetro a una absorbancia de 600

nm, a la vez que las diferentes diluciones de la muestra.

Segun los datos obtenidos en el espectrofotdmetro se realiza una recta patrén con los datos

de concentracién y absorbancia observada de las diferentes diluciones de la BSA.
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Aplicando la ecuacion de la recta patrén a la absorbancia de las diluciones de la muestra, se
extrapola la concentraciéon en cada dilucion. La concentracién final serd la media de las

concentraciones en cada dilucion, teniendo en cuenta el factor de dilucion.

En el caso del fraccionamiento con TX-114, a partir de 20 frascos de 150 cm’ en fase
exponencial se han obtenido un total de 500 pyg de proteina de soluble en TX-114. En el caso
del marcaje con fluoréforos, el rendimiento es mayor ya que no se ha realizado ningln
fraccionamiento. Ya que la repetida congelacién/descongelacion provoca la degradacion de la
muestra, una vez cuantificada se hacen alicuotas segln las cantidades necesarias para cada gel

(200 pg) y se conservan a -20°C.

I1.F.2.4. Isoelectroenfoque
lll.F.2.4.a. Rehidratacion de las tiras de isoelectroenfoque

Las tiras de gradiente de pH inmovilizado (IPG), suministradas por GE Healthcare, son unas
tiras que nos permiten la separacion de las proteinas seglin su punto isoeléctrico. Estas tiras
son suministradas deshidratadas para facilitar su conservacién. La funcién de la disolucién de
rehidratacién no sélo es la de rehidratar la tira sino también la de mantener las proteinas en
disolucidon durante todo el proceso de isoelectroenfoque. Para rehidratarlas se utilizd la

disolucidn de lisis afiadiendo algunos componentes.

M Disolucion de rehidratacion

Disolucién de lisis.

2 mM DTT*.

2% IPG*.

Azul de bromofenol*.

*Afadir justo antes de su utilizacidn.

El colorante permite seguir el proceso de isoelectroenfoque, ya que una vez acabado, el
extremo del cdtodo queda con una coloracidn verdosa, mientras que el del anodo se mantiene

de color azul.
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Para la longitud de las tiras que se utilizaron (24 cm) el volumen necesario para la correcta
rehidratacién es de 450ul. La rehidratacion se ha llevado a cabo en los “IPG Strip Holder” de

GE Healthcare siguiendo los pasos que se detallan a continuacion:

e Se aplican los 450 pl de disolucién de rehidratacion distribuidos a lo largo del IPGstrip

holder evitando que se formen burbujas.

e Retirar el plastico de proteccidon de la tira de isoelectroenfoque. Manipular las tiras con

guantes y con pinzas.

e Colocar la tira en el “IPG Strip Holder” de tal manera que la acrilamida deshidratada

qguede en contacto con la disolucién de rehidratacion (hacia abajo).

e Cubrir la tira con 2 ml de aceite mineral, para evitar la evaporacion de agua durante el

proceso de rehidratacién.

e Dejar un minimo de 12 horas a una temperatura no superior a 30° C en una superficie
plana para que la rehidrataciéon sea homogénea. Lo ideal es preparar la rehidratacion a

media tarde y dejarlo toda la noche.

ll.F.2.4.b. Isoelectroenfoque

La primera dimensidn, se ha llevado a cabo con el sistema “Ettan™ IPGphor™ Cup Loading
Manifold”, GE Healthcare, disefiado para realizar el isoelectroenfoque de proteinas con las
tiras IPG de GE Healthcare de 3 mm de ancho y de 7 a 24 cm de largo en la unidad
electroforética Ettan IPGphor. En este sistema, el isoelectroenfoque se realiza con el gel cara
arriba, y la muestra es aplicada en una pequefia copa. Este método de carga de la muestra en
copa es el que proporciona mejores resultados, en particular en rangos de pH basicos.
También proporciona una mejor resolucién en aquellos casos en que se cargan grandes
cantidades de muestra (mas de 1 mg de proteina), condiciones en que suele haber transporte

de agua (electroendosmosis) en el proceso de enfoque.
Protocolo a seguir:

1. El “manifold” es una bandeja de ceramica con éxido de aluminio que permite una

eficiente transferencia de calor. Contiene unos carriles donde colocar las tiras de
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isoelectroenfoque. Primero se coloca la bandeja en la unidad electroforética IPGphor

como muestra la figura II1.8.

Fig.l11.8. Posicidon de la bandeja en el IPGphor (2DE manual, GE Healthcare).

Las tiras de isoelectroenfoque, previamente rehidratadas, deben colocarse con el gel
cara arriba y con la direccion que muestra la figura. Los carriles donde van colocadas
las tiras estdn enumerados y poseen unas pequefias guias para que las tiras queden
perfectamente alineadas. En los extremos de la bandeja hay unos pequefios pocillos
con forma de ocho que permiten manipular las tiras con unas pinzas sin rallar la

superficie de la bandeja (Fig.111.9).

Fig.l1l.9. Bandeja y posicidn de las tiras en la misma (2DE manual, GE Healthcare).
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Colocar las copas encima de las tiras tal como muestra la figura I11.10. Las copas tienen
unos brazos que deben quedar entre las paredes del carril donde se ha colocado la
tira. También tienen unos pequefios pies en la base que no deben estar encima de la
tira. Las copas no deben colocarse encima de las guias, sino junto a ellas. Es
conveniente colocar las copas en los extremos de las tiras, generalmente en el catodo,
donde se realizard la carga de la muestra. La ranura de las copas debe quedar en
contacto intimo con la tira y no debe perder liquido. Para asegurar la correcta
colocacién de las copas, llenarlas con aceite mineral. Si al cabo de un rato no ha

disminuido el nivel de aceite en las copas, es que estan bien colocadas.

Fig.ll1.10. Detalle de las copas. Posicion de las copas en la bandeja (2DE manual, GE Healthcare).

Cortar el niumero apropiado de tiras de papel (Paper Wick, GE Healthcare). Seran
necesarias dos tiras de papel para cada tira. Impregnar las tiras de papel con 150 ul de
agua MilliQ para el extremo del catodo. Para el extremo del dnodo, las tiras se
impregnaran con una disolucién 7 M urea y 2 M tiourea. Las tiras de papel deben estar

impregnadas pero no gotear.

Colocar las tiras de papel en los extremos de las tiras de tal manera que quede una
pequena zona de contacto papel-acrilamida tal y como muestra la figura Ill.11. Las
tiras de papel deben quedar sumergidas en el aceite, de otra forma se secardn y con el

tiempo acabardn por absorber agua de las tiras, secandolas.
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Fig.lll.11. Posicién de las tiras de papel (2DE manual, GE Healthcare).

Una vez colocados todos los componentes, se cubre con aceite mineral la bandeja. La
funcién del aceite es evitar que se evapore agua durante el isoelectroenfoque. La
evaporacién del agua provocaria que la urea cristalizase y de esta forma el

isoelectroenfoque no se realizaria de forma correcta.

Colocar los electrodos. Con los cierres en posicion abierta, como se indica en la figura
111.12, se coloca con mucho cuidado los electrodos sobre las tiras de papel en el punto

de contacto con la acrilamida. Una vez colocados se ponen en posicién cerrada.

Fig.lll.12. Detalles de un electrodo. Posicién y detalles de colocacion de un electrodo (2DE manual, GE

Healthcare).
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8. Antes de cargar las muestras hay que complementarlas con los IPG adecuados, con
DTT y con azul de bromofenol. Ademds es preciso centrifugarlas para eliminar
cualquier particula insoluble que podria dificultar la entrada de la muestra en la matriz
de acrilamida de las tiras de isoelectroenfoque o obturar la ranura de la copas. Las
copas aceptan un maximo de 150l de muestra. La muestra se debe depositar de
forma que quede aceite encima de ella para evitar que se evapore. Es importante que
la muestra no esté muy concentrada ya que existe el riesgo de que precipiten las

proteinas.

9. Las condiciones en que se ha realizado el isoelectroenfoque han sido de 20°C y 50 pA

por tira.

7
0'0

Programa:

300 V: 3 horas.

1000 V: 6 horas en gradiente.

8000 V: 3 horas en gradiente.

8000 V hasta 120000 Vhr.

Hay que tener en cuenta que estas condiciones no tienen por qué ser validas para otras

muestras. Con estas condiciones la duracidn total del isoelectroenfoque es de unas 20 horas.

IIl.F.2.5. Equilibrado de las tiras
La funcién de este paso es:
e Reducir y alquilar todo puente disulfuro que pueda quedar oxidado.

e Sustituir los detergentes no-idnicos por SDS para apantallar las cargas y asi poder

separar las proteinas por masa molecular.
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M Tampdn de equilibrado

= 6 MUrea.

= 30% Glicerol (v/v).

= 2% SDS (p/v).

= 50 mM Tris-HCI pH 8.8.

=  Azul de bromofenol.

Es recomendable preparar 500 ml de esta disolucion, hacer alicuotas de 10 ml y guardar a

—20°C hasta su utilizacion.

Para cada tira de isoelectroenfoque se necesitan dos alicuotas de la disolucién de equilibrado.
Una se complementa con 100 mg de DTT, el agente reductor, y la otra con 250 mg de

iodoacetamida, el agente alquilante.

Las casas comerciales venden unos tubos adecuados para realizar el equilibrado, pero existe la
posibilidad de hacer este paso de forma casera. Para la realizacidn de este trabajo se han

utilizado puntas de cultivo celular estériles de 25 ml envasadas individualmente.

e Sin sacar la pipeta de su envase, se rompe con un objeto contundente la punta de la
pipeta que lleva un trozo de algoddn. Si se intenta romper la punta con la pipeta fuera
de su envase, suele desmenuzarse toda la pipeta. Ahora disponemos de una pipeta

con los dos extremos abiertos.

e Secierra uno de los extremos (el estrecho) con parafilm.

e Con cuidado se introduce la disolucién complementada con DTT en el interior de la

pipeta.

e Se introduce la tira de isoelectroenfoque con mucha cautela de no romperla o
rasgarla. Hay que asegurarse, de que el lado de la tira que contiene la acrilamida
guede en contacto con la disolucidn y no entre en contacto con las paredes interiores
de la pipeta. Por este motivo se introduce deslizando el lado de plastico de la tira por

la pared de la pipeta.

e Una vez colocada la tira se cierra el extremo que queda abierto de la pipeta con

parafilm, se deposita en un agitador de balanceo y se deja 15 min agitando.
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e Después de 15 min, se sustituye la disolucidon que contiene DTT por la que contiene

iodoacetamida. Incubar con agitacion 15 min.

e Proceder inmediatamente a acoplar la tira a la segunda dimension.

Mientras se realiza el equilibrado de las tiras, lo ideal es preparar la unidad de la segunda
dimensidn, asi como los geles de la segunda dimensidn para que no pase mucho tiempo entre
qgue se equilibran las tiras de isoelectroenfoque y empieza la segunda dimensién. De esta
manera se evita la difusién de las proteinas en la matriz de acrilamida de las tiras de

isoelectroenfoque.

11I.F.2.6. Segunda dimension

llI.F.2.6.a. Descripcion del sistema

La segunda dimensién ha sido realizada en geles al 12.5% de acrilamida polimerizados en el
laboratorio. Estos geles son de gran formato (26x20 cm) que permiten realizar la segunda

dimensidn de las tiras de isoelectroenfoque de 24 cm.

Se debe llevar guantes siempre que se manipulen los geles de poliacrilamida, las tiras de
isoelectroenfoque o cualquier equipamiento que tenga que estar en contacto con los geles.
Preferiblemente utilizar guantes de nitrilo no empolvados, ya que el polvo generara suciedad
visible en cuanto se tifie el gel y el [atex deja marcas en los geles. Lavar los vidrios con etanol
antes de preparar los geles. Cualquier suciedad que quede en los cristales se vera en la tincion
con plata. Utilizar siempre los reactivos de mayor pureza y los vidrios de los geles que sean de
baja fluorescencia para minimizar el background en los geles cuya muestra ha sido marcada

con fluordforos.

I1I.F.2.6.b. Preparacidn de los geles de acrilamida

Los geles que se han utilizado para separar las muestras proteicas han sido geles de acrilamida
al 12.5%. Dichos geles han sido preparados, minimo un dia antes de su utilizacién para

asegurar una completa polimerizacidn de la acrilamida.
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Para preparar 6 geles de una vez se necesitan:

188 ml Stock acrilamida*.

= 113 ml Tris-HCI, pH 8.8.

= 140 ml H,0.

= 4.5mlSDS 10%.

= 4.5 ml Persulfato de amonio 10%.

= 0.62 pl TEMED 10%.

* Stock de acrilamida: mezclar 60 gr acrilamida y 1.6 gr bisacrilamida y enrasar a 200 ml. Esta
mezcla tarda una hora en disolverse, con lo que se puede aprovechar para limpiar los vidrios e

ir colocandolos en su montaje, tal y como se muestra en la figura I11.13.

filler sheets

filling channel f
separating sheets \

foceplate and

sealing gasket
gel cossette aing 9

cassette hinge

spring clamp (6] —

7 filler port
and cap

clamp screw

Fig.l11.13. Esquema equipamiento para geles manufacturados (EttanDalt six user manual, GE Healthcare).

Se mezclan todos los componentes excepto el TEMED y el persulfato de amonio. Una vez esta
bien mezclado y esta todo el montaje a punto, afiadir estos dos Ultimos componentes y
verterlo en el montaje. Afiadir 1 ml de isopropanol en la parte superior de cada gel para
asegurar una correcta polimerizaciéon con un frente bien recto, ya que sera el lugar donde se

colocarad la tira de IEF.
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lll.F.2.6.c. Preparacion del sistema

Para poder llevar a cabo la electroforesis necesitamos preparar tampén de electroforesis 10x.

M Tampdn de electroforesis 10x

= 250 mM Tris.
= 1.92 M Glicina.
= 1% SDS.

Tanto el tampdén del cdtodo como el del anodo son diluciones de este tampdén de

electroforesis, siendo el del catodo 3x y el del anodo 1x.

1II.F.2.6.d. Transferencia de la primera dimensién a la segunda

e Dejar el gel montado en el casete en posicidén horizontal.

e Una vez extraida la tira de isoelectroenfoque de la segunda disolucién de equilibrado,
se coge la tira con unas pinzas por el soporte plastico para aclararla con tampdn de

electroforesis 1x para eliminar el exceso de disolucion de equilibrado.

e Introducir la tira de isoelectroenfoque entre los cristales como se indica en la figura

1.14.

Fig.lll.14. Esquema colocacion de la tira en el gel (EttanDalt six user manual, GE Healthcare).

e Una vez colocada la tira entre el cristal y el plastico de soporte del gel, con la ayuda de

las pinzas se empuja la tira para que entre en contacto intimo con el gel. Hay que
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evitar que queden burbujas entre la tira de isoelectroenfoque y el gel. Asi como
también es imprescindible evitar el que la tira sufra cualquier tipo de rotura o

rasgadura.

Preparar una pequeiia tira de papel Whatman en la que se cargan 15 ul de Benchmark
o prestained, segun el experimento. Colocar esta tira al lado del catodo de la tira de
isoelectroenfoque. Debido a que el gel no tiene carriles, el marcador de masa

molecular se tiene que aplicar de esta manera.

Una vez colocada la tira y el marcador de masa molecular se coloca el casete en
posicién vertical y se sella, tal y como se muestra en la figura I11.15, con disolucién de
sellado que previamente ha sido fundida, pero con cuidado de que no esté muy

caliente.

M Disolucién de sellado:

=  0.5% Agarosa.

= Tampodn electroforesis 1x.

= Azul de bromofenol.

= Herviry agitar hasta que no se observan los granos de agarosa.

= Alicuotar.

Fig.l11.15. Esquema del sellado del gel 2DE (EttanDalt six user manual, GE Healthcare).
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Una vez realizadas estas operaciones para todos los geles que se deseen correr, se
llena el tanque con 5 litros de tampdn del dnodo (1x). Posteriormente se introducen
los casetes en la unidad de electroforesis. Se aconseja mojar con tampdn de catodo,
gue contiene SDS, los casetes para facilitar la introduccién de los casetes en la unidad
separadora. Esta unidad, el Ettan DALTsix, tiene capacidad para cargar 6 geles. Los
casetes se pondran empezando por la parte delantera del equipo. Si no se utilizan los
seis geles se llenaran los espacios sin geles con “casetes vacios” que vienen

proporcionados con el mismo equipo.

Cuando los 6 espacios para colocar geles estan llenos, se llenara el reservorio superior
con 1.5 litros tampon de catodo diluido (3x) hasta la linea indicada. Jamds se superara
esta linea pues el tampdn del catodo entraria en contacto con el tampdn del dnodo a
través de los surtidores de condensacién del reservorio del tampdén del dnodo. El

proceso de llenado del tanque se muestra en la figura 111.16.

Llenar con la ayuda de un embudo el tanque con tampdn del dnodo (1x) hasta el
mismo nivel en el que se encuentra llenado el reservorio superior. De esta manera,

dificultamos la perdida de tampdn del reservorio superior hacia el tanque.

Cerrar el equipo y ponerlo en marcha.

it

LBC start|fll ling

with cossetbes

I

Fig.lll.16. Esquema del llenado del tanque EttanDalt six (EttanDalt six user manual, GE Healthcare).

86



[1I. Material y métodos

I1.F.2.6.e. Condiciones recomendadas para correr la segunda dimension

El equipamiento necesario para realizar la segunda dimensién se muestra en la figura 11.17:

Fig.lll.17. Esquema del equipamiento para la 22 dimensidn (EttanDalt six user manual, GE Healthcare).

Para asegurar una buena transferencia entre la primera dimension y la segunda es necesario
empezar con poca potencia. Después de este primer paso, la potencia variard dependiendo si

se quiere correr la segunda dimensién durante el dia o durante la noche.

Por este motivo los parametros que se utilizan son diferentes, en la caso de correrlos durante

el dia:
Paso Intensidad (mA/Gel) Voltaje (V) Potencia (W/Gel) | Tiempo (h)
1 10 80 1 1
2 40 500 13 5-6
Si en cambio se quiere correr los geles durante la noche:
Paso Intensidad (mA/Gel) Voltaje (V) Potencia (W/Gel) | Tiempo (h)
1 10 80 1 1
2 12 150 2 15-17

Los geles se detuvieron en cuanto el frente azul salié por el extremo inferior de los geles e
inmediatamente se procedid a realizar la fijacién, primer paso de tinciéon, para evitar que
las proteinas separadas por electroforesis bidimensional difundan en el gel de la segunda
dimension. En el caso de los geles para inmunoma, el gel no fue fijado y se realizd

directamente la transferencia a la membrana de nitrocelulosa.
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I11.G. WESTERN BLOT

En el estudio del inmunoma, después de la 22 dimension, hay que transferir el gel a una
membrana de nitrocelulosa en la que se pueda hacer las incubaciones con sueros. Por este
motivo y dado el enorme tamanio de los geles, en este experimento la transferencia se realizd
con el Trans-Blot® SD Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell. Por las dimensiones de la placa

de transferencia de este aparato, se puede transferir la mitad de un gel 2DE.

11.G.1. OBTENCION DE SUERO

Los sueros de pacientes diagnosticados con infeccion por Mycoplasma genitalium han sido
facilitados por el Dr. Guillermo Ezpeleta del Hospital de Basurto (Bilbao), el cual proporciond el

suero de 14 pacientes.

Para poder realizar una comparativa de estos pacientes, se necesita obtener el suero de

personas no infectadas o controles. Este suero se obtuvo de donantes sanos:

Obtener un volumen aproximado de 5 ml de sangre en un tubo sin anticoagulante.
e Incubara37°C1 h, para que la sangre coagule.

e Refrigerar la muestra a 4°C 12-16 h para permitir que el coagulo sanguineo se retraiga.
Utilizando una pipeta Pasteur, retirar cuidadosamente el coagulo, apoydndolo en la

pared del tubo. Es importante no lisar los eritrocitos del coagulo.
e Centrifugar el suero a 4000 rpm 20 min a 4°C.
e Retirar el sobrenadante, etiquetarlo y conservarlo a -20°C.

De ambos grupos de personas (controles y pacientes) se realizé un pool de sueros y estos
pools fueron los utilizados para la realizacion de los experimentos. El hecho de utilizar pools en

lugar de los sueros de forma individual nos sirve como referencia poblacional.
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111.G.2. TRANSFERENCIA EN SEMI-DRY

Preparar 1 litro de tampdn de transferencia por cada 2DE a transferir y enfriar a 4°C.

B Tampdn de transferencia: 1 litro.

25 mM Tris.

192 mM Glicina.

20% Etanol.

pH 8.3.

e Cortar un trozo de membrana de nitrocelulosa 0.22 um del tamafio de cada fragmento

de gel a transferir.

e Incubar los fragmentos de gel 15 min en tampdn de transferencia para eliminar el SDS
y las sales del tampdn de electroforesis. Es conveniente marcar los extremos del 2DE

de manera diferente para no perder nunca la orientacién.

e Impregnar los trozos de nitrocelulosa y los papeles Whatman especificos para Semi-

Dry en tampdn de transferencia.

e Montar la transferencia segun la figura 111.18 y II.19, vigilando muchisimo que no
queden burbujas entre un nivel y el siguiente, ya que impedirian el proceso de

transferencia.

e Transferir90 mina 25 V.

Fig.lll.18. Esquema montaje sandwich en el Semi-Dry (Semy-Dry manual, BioRad).
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0 Papel Whatman (3)

0 Gel acrilamida (4)

0 Nitrocelulosa (5)

w W OE R

0 Papel Whatman (6) e

Fig.l11.19. Orden de colocacidn de los elementos en el Trans-Blot SD cell.

Una vez finalizado el proceso de transferencia, marcar los extremos de los trozos de
nitrocelulosa de la misma manera que se han marcado los fragmentos de gel. Para confirmar

que la transferencia ha sido correcta, tefir la nitrocelulosa con disolucién Ponceau.

Tincidn Ponceau:
e Cubrir la membrana de nitrocelulosa con disolucién de Ponceau.
e Retirarla cuando ya se distingan algunas bandas/spots.
e Lavar con agua destilada la membrana para eliminar el exceso de colorante.
e Una vezvalorada la transferencia, eliminar el Ponceau con NaOH 0,1 M.

e Lavar la membrana con agua destilada para eliminar los restos de disolucion.

Una vez valorada la transferencia como positiva, ya se puede realizar el ensayo inmunolégico.

I11.G.3. ENSAYO INMUNOLOGICO

Realizar en paralelo la transferencia de 2 geles en los ensayos de inmunoma, ya que uno se
incubara con sueros de pacientes, otro con sueros control. Ademas hace falta un tercer gel

que se tifie con plata para identificar las proteinas que dan sefial en las membranas.

El protocolo de ensayo inmunoldgico es el mismo tanto en pacientes como en control. Se
han utilizado los mismos tiempos y concentraciones, Unicamente ha variado la

procedencia de los sueros (anticuerpo primario).
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e Bloquear 1 h con PBS 1% Blocking Reagent (BR).

e Lavar 3 veces 10 min con PBS 0.05% Tween 20.

e Incubar con el pool de sueros (controles o pacientes), dilucién 1:100, o/n a 4°C.

e Lavar 3 veces 10 min con PBS 0.05% Tween 20.

e Incubar 2 horas con el anticuerpo secundario, dilucién 1:10000 (anticuerpo de conejo

anti-humano conjugado con peroxidasa).

e lLavar 3 veces 10 min con PBS 0,05% Tween 20.

11l.G.4. REVELADO DE LA MEMBRANA

El revelado de la membrana depende del anticuerpo secundario. En este caso, el anticuerpo
esta conjugado con peroxidasa, por lo que el revelado se hace por quimioluminiscencia en el

VersaDoc (BioRad).

Para realizar el revelado simplemente se mezclan dos sustancias del Luminata Forte kit
(Western HPR Substrate, Millipore) en la misma proporcidn, se cubre la membrana con dicha
mezcla y se expone en el VersaDoc a diferentes tiempos. Segun la intensidad obtenida, se varia

el tiempo de exposicion hasta conseguir un buen contraste.
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lll.H. TINCIONES
lII.H.1. TINCION CON PLATA

La tincion con plata es un método ampliamente utilizado en la mayoria de laboratorios debido
a que requiere un equipamiento y reactivos relativamente baratos, el protocolo no es
demasiado complicado y es uno de los métodos de tincién mas sensibles (puede llegar a 1 ng
de proteina visualizado en una mancha) [88].

El principio de la tincién con plata es el siguiente: un gel de poliacrilamida es bafiado en una
disolucion que contiene iones solubles de plata (Ag*). Al ser revelado con el tratamiento de un
reductor se promueve la reduccidn de los iones de plata a plata metalica (Ag®) que es insoluble
y visible. Existen multiples versiones del proceso de tincién con plata. Ademas de la
impregnacion con plata y el revelado, estos incluyen pasos de fijacién, incubaciones con
sensibilizadores, pasos de parada del revelado, preservacién y lavado. Los reactivos utilizados
varian pero el reductor de la plata siempre es el mismo, el formaldehido. La alta sensibilidad
de la tincién con plata, tiene como contrapartida la susceptibilidad para interferir con una
multitud de productos.

Durante la tincidon con plata se debe realizar una limpieza exhaustiva de todo el material por
donde pasaran los geles. La calidad de los reactivos asi como del agua es critica.

Los métodos tradicionales de tincién con plata tienen el inconveniente de que modifican
guimicamente las proteinas. Debido a esto, hay que realizar pequefias modificaciones en el
protocolo de tincién para que sea compatible con la espectrometria de masas. Esta
modificacién quimica se debe generalmente a que los métodos de tincidn con plata incorporan
un paso de sensibilizacién que incluye cantidades relativamente elevadas de glutaraldehido.
Este producto produce la modificacion de las cadenas laterales de los amino acidos que
componen las proteinas. Esta modificacién provoca un cambio en la masa de las cadenas
laterales y esto hace que su posterior identificacion con métodos de espectrometria de masas
sea imposible [89]. Todos estos reactivos no deben utilizarse si el propdsito es realizar

espectrometria de masas después de la tincién.
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Para teiiir los geles con plata se ha utilizado el siguiente protocolo:

Paso Disolucién Tiempo
40% Etanol
Fijacion ) 2x1ht
10% Acido acético
Lavados 30% Etanol 2 x20 min
Lavado Agua destilada 20 min
Sensibilizacion 0.02% Tiosulfato de sodio 1 min
Lavados Agua destilada 3 x 1 min
Tincion 0.1% Nitrato de plata (frio) 20 min
Lavados Agua destilada 3 x1min
3% Carbonato sodio
Revelado 5 min?
0.05% Formaldehido
Parada 1.5% EDTA -

! La primera fijacion se puede extender hasta 3 dias.

2 El formaldehido se debe afiadir justo antes de utilizar dicha disolucién. El tiempo necesario

para revelar es variable. Hay que parar la reaccion de revelado cuando se haya alcanzado el

contraste deseado en el gel.

I11.H.2. TINCION CON COOMASSIE R-250

Los geles monodimensionales fueron tefidos con coomassie R-250, con un protocolo en el que

la fijacién y la tincién se hacen de forma simultdnea.

M Disolucidn de tincidn con coomassie:

50 mg Coomassie R-250.

21 ml Metanol.

8 ml Acido acético.

21 ml H,0.

El gel se deja en agitacién suave durante 20 min. Pasados estos minutos el gel se observa

completamente azul. Destefiir con acido acético al 10% para poder visualizar las bandas.
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IIL.I.LANALISIS DE IMAGEN

La obtencion de la imagen del gel DIGE se hizo con el escaner Typhoon (GE Healthcare) y el
programa QuantityOne 4.6.3 (BioRad). La imagen se obtuvo con una resolucién de 400 dpiy 8

bits de profundidad.

Fig.l11.20. Imagen Typhoon (GE Healthcare).

Para obtener la imagen de los geles tefiidos con plata o coomassie se utilizd el densitometro

Scanner Umax PowerLook 2100XL de BioRad.

Para capturar la imagen del inmunoma se utilizé un dispositivo de adquisicion de imagen

VersaDoc de BioRad.
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I11.). DIGESTION TRiPTICA

lll.J.1. PROCESAMIENTO DE LOS GELES

Una vez escaneados los geles y elegidos los spots que se quieren identificar por espectrometria
de masas, hay que escindirlos del gel. Este proceso se realizd con una punta de pipeta
recortada a un diametro aproximado al de los spots. Existen en el mercado unas placas de 96
pocillos comercializadas por Proxeon que facilitan mucho el trabajo cuando hay que realizar
muchas digestiones a la vez. Estas placas estan microperforadas en la parte inferior del pocillo,
por lo que centrifugando o aplicando el vacio a la placa eluimos el contenido de todos los
pocillos a la vez. Cada spot recortado se colocé en un pocillo de la placa, teniendo muy claro y
anotando qué spot esta en cada posicién para evitar confusiones. A continuacidn se prosiguié
con su digestion triptica para obtener la huella peptidica de cada proteina y asi poderlas

identificar.

Para este protocolo se deben utilizar los reactivos de una pureza minima HPLC grade.

111.).2. DESTINCION DE LOS SPOTS TENIDOS CON PLATA

1. Anadir en cada pocillo 200l de disolucién de destincion. Taparlo y dejar 20 min a oscuras

a temperatura ambiente.

M Disolucion de destincién:

= Disolucion A: Hexacianoferrato (lll) de potasio 30 mM

(Mantener a 4° Cy proteger de la luz).

= Disolucién B: Tiosulfato de sodio 100 mM

(Mantener a 4°C).

Mezclar las disoluciones A y B 1:1 antes de usar. (Esta disolucidon se degrada con

facilidad asi que debe prepararse cada vez que se necesite).
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Centrifugar a 3000 rpm 1 min. Se debe observar que los pedazos de acrilamida han
perdido el color de la plata y son de color amarillo.

Afadir 200l de agua destilada en cada pocillo. Tapar e incubar 15 min a temperatura
ambiente.

Centrifugar a 3000 rpm 1 min.

Repetir los pasos 3 y 4 hasta que todos los pedazos de acrilamida hayan perdido el color

amarillo y sean completamente transparentes.

111.J.3. REDUCCION Y ALQUILACION

Para facilitar la identificacion de las proteinas mediante huella peptidica es conveniente

realizar la reduccion y alquilacion de las cisteinas. Cuando las digestiones provienen de geles

bidimensionales, las proteinas ya estdn reducidas y alquiladas, ya que en el paso de

equilibrado de la tira se realizan estos procesos. Pero cuando las digestiones provienen de

geles monodimensionales, antes de realizar la digestién es conveniente realizar los pasos de

reduccion y alquilacion.

L 0 N o v B

11.

12.
13.

Afadir 100 pl de 50 mM bicarbonato amédnico/ 50% etanol, tapar e incubar 20 min a
temperatura ambiente.

Centrifugar a 3000 rpm 1 min.

Deshidratar los pedazos de gel afnadiendo 100 pl de etanol 100%. Tapar e incubar 15 min a
temperatura ambiente.

Centrifugar a 3000 rpm 1 min.

Reducir afiadiendo 200 pl de 10 mM DTT/ 50 mM bicarbonato aménico.

Incubar 1 hora a 56°C.

Centrifugar a 3000 rpm 1 min.

Alquilar afiadiendo 200 pl de 55 mM iodoacetamida/ 50 mM bicarbonato amdnico.

Incubar 30 min a temperatura ambiente, protegido de la luz.

. Centrifugar a 3000 rpm 1 min.

Anadir 200 pl de 50 mM bicarbonato de amonio, tapar e incubar 15 min a temperatura
ambiente.
Centrifugar a 3000 rpm 1 min.

Repetir el lavado con el bicarbonato de amonio.
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111.).4. DIGESTION ENZIMATICA

Una vez los spots estan destefiidos de plata y/o reducidos y alquilados se puede proceder a la
digestidn triptica de las proteinas. La tripsina es un enzima proteolitico que rompe los enlaces
peptidicos de las proteinas en las posiciones de lisina (K) y arginina (R) C-terminal, siempre y
cuando no haya una prolina (P) en el extremo N-terminal de dichos aminoacidos. La tripsina
siempre generard el mismo patrén de péptidos de una proteina dada. Este patrén se conoce

como huella peptidica o PMF (Peptide mass fingerprint).

1. Afadir 100 pl de tampdén 1 en cada pocillo, tapar e incubar 30 min a temperatura

ambiente.

W Tampdnl:

=  Bicarbonato amdnico 25 mM.

= Acetonitrilo 5%.

2. Centrifugar a 3000 rpm 1 min.

3. Anadir 100 pl de tampdn 2 a cada pocillo, tapar e incubar 30 min a temperatura ambiente.

B Tampdn 2:

=  Bicarbonato amdnico 25 mM.

= Acetonitrilo 50%.

e

Centrifugar a 3000 rpm 1 min.

5. Repetir los pasos 3y 4.

6. Afadir 200 pl de acetonitrilo 100% en cada pocillo e incubar, tapado, durante 10 min.

N

Centrifugar a 3000 rpm 1 min. Se observard que los trozos de acrilamida estdn

completamente deshidratados.

8. Afadir 15 ul de disolucién de Tripsina a cada tubo eppendorf:
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M Disolucion de Tripsina:

a) Anadir 100 pl de HCI 1 mM a un vial de tripsina en polvo.
b) Mezclar hasta la completa solubilizacién del enzima.
c) Preparar doce alicuotas de 8 ul cada una y guardar a —20° C.

d) Cuando se necesite, se descongela una alicuota de 8 ul y se anaden 40Qul

de bicarbonato amdnico 25 mM.

Con estas cantidades se afiaden aproximadamente 60 ng de tripsina en cada pocillo. El
protocolo original incorpora 166 ng de tripsina. Siguiendo el protocolo original con manchas
tefiidas con plata, lo Unico que se observaba por espectrometria de masas eran picos de
autodigestion de la tripsina. Por lo tanto, se recomienda ajustar la cantidad de tripsina a la
muestra que se va a digerir. Si las manchas se han tefiido con azul de coomassie, se puede

aumentar la cantidad de tripsina.

9. Incubar los tubos eppendorf 3 horas a 37° C o toda la noche a 30° C.

Indiferentemente de la condicidn que se siga, se recomienda pasados 15 min de haber afiadido

la tripsina, eliminar el sobrante de esta disolucién que no ha rehidratado los pedazos de gel.

10. Una vez pasado el tiempo de digestion, afiadir 130l de disolucbn de extraccién/lavado
en cada pocillo e incubar 30 min a temperatura ambiente. Es recomendable aplicar un

poco de agitacion para facilitar la salida de los péptidos de la matriz de acrilamida.

M Disolucién de extraccién/lavado:

= Trifluoroacético (TFA) 0.2%.

11. Centrifugar a 3000 rpm 1 min. Pasar el volumen de cada pocillo a tubos eppendorf

numerados.

12. Afadir 100 pl de disolucion de extraccion/lavado en cada pocillo.
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13. Centrifugar a 3000 rpm 1 min. Juntar cada volumen con el mismo del paso 11.

14. Repetir pasos 12-13.

15. Al final de las 3 extracciones consecutivas se consigue un volumen aproximado de 330 pl.

16. Colocar estos tubos eppendorf abiertos en un SpeedVac a 37°C hasta obtener su absoluto

secado.

17. Resuspender los péptidos deshidratados con 5 ul de disolucion de elucion.

M Disolucion de elucion:

= 60% Acetonitrilo.

= 0.2% TFA (MALDI) o0 1% acido férmico (ESI).

111.J.5. LIMPIEZA 'Y CONCENTRADO DE LAS MUESTRAS

Las muestras una vez resuspendidas en la disolucién de eluido tienen “contaminantes” que
han ido incorporando durante todo el proceso de digestidn. Este factor dificulta muchisimo la
identificacion de las proteinas en el espectrémetro de masas ya que se detectan picos con
poca resolucidn e intensidad. Por este motivo todas las digestiones se han pasado por ZipTip
Pipette Tips (Millipore). Estas puntas de pipeta tienen en el extremo una resina de fase reversa
C18 que captura los péptidos, facilitando los lavados y el posterior el eluido con el volumen

que se desee.

El protocolo de utilizacidn de los ZipTip Pipette Tips:

1. Pipetear 2 veces 10 pul de acetonitrilo.

2. Pipetear 2 veces 10 pl de TFA 0.1%.

3. Pipetear 10 veces en el eppendorf donde estan los péptidos para su captura.

4. Pipetear 4 veces 10 pl de TFA 0.1%, para su lavado.

5. Eluir con 2 pl de 50% acetonitrilo, 0.1% TFA.
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A continuacidn, se muestra el espectro diferencial obtenido antes y después de realizar el

lavado con ZipTip Pipette Tips.
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Fig.lll.21. Imagen espectro antes (superior) y después (inferior) de aplicar ZipTip (Millipore).
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II.LK. ESPECTROMETRIA DE MASAS
11.K.1. MALDI-TOF

Para realizar las identificaciones por huella peptidica se ha utilizado un espectrémetro de

masas MALDI-TOF Ultraflex de Bruker Daltonics.

La ionizacidn de las muestras fue llevada a cabo con un laser de nitréogeno a 337 nm vy los
espectros fueron obtenidos en el modo reflectivo de iones positivos, usando 25 kV de

aceleracion.

11.LK.1.1. Descripcion del sistema

La espectrometria de masas laser de desorcidn/ionizacion asistida por matriz (MALDI-TOF)

permite conocer exactamente la distribucion de las masas moleculares de una muestra.

La tecnologia MALDI-TOF permite la detecciéon y caracterizacion de biomoléculas, como
proteinas péptidos y oligosacdridos de masas entre 400 y 350.000 Da. Es un método muy
sensible que permite detectar pequefias cantidades de muestra (10™ a 10™® mols) con una

precisiéon de 0.1-0.01%.

La identificacidon de proteinas mediante esta técnica tiene la ventaja que utiliza tiempos de
analisis muy cortos (pocos minutos) y un consumo minimo de muestra (menos de 1pmol),
ademds de proporcionar informacién de microheterogenidades (ej. Glicosilaciones) y la

presencia de productos secundarios.

La precision en la determinacién de la masa molecular mediante este espectrémetro de masas
es suficiente como para caracterizar proteinas después de su digestion triptica siempre y
cuando el genoma del cual proviene la muestra esté completamente secuenciado y depositado

en las bases de datos.

Para poder analizar la muestra en el MALDI-TOF, ésta debe mezclarse con un compuesto que
sea capaz de absorber la luz UV. A este compuesto se le conoce como matriz. Una vez estan la
muestra y la matriz mezcladas, se deposita la mezcla sobre una placa Anchorchip (figura 111.22)

y se deja secar quedando la matriz y la muestra en forma de cristales. Esta placa es introducida

101



[1I. Material y métodos

en la cdmara de ionizacién del MALDI que dispone de una bomba de vacio para poder extraer

todo el aire de la camara.

Estas placas se caracterizan por que en cada posicidn de la placa hay una superficie hidrofilica
rodeada de una zona hidrofdébica, lo que permite que la muestra se concentre en una
superficie muy pequefia. Estos AnchorChip™ tienen una superficie variable de 200 a 800 pum.

La matriz adecuada para el andlisis de péptidos es la HCCA (acido a-ciano-4-hidroxicinamico).

Fig.l1.22. Imagen de la placa AnchordChipTM (www.ms-tectbook.com).

Una vez dentro de la camara, al hacer incidir en la muestra un haz de luz laser (330-360 nm)
con pulsaciones de nanosegundos, la matriz absorbe la energia a la que la exponemos y esta
energia es transferida al analito. De esta manera, la matriz ioniza la muestra y los péptidos
ionizados quedan dispersos en el vacio de la camara (desorcién/ionizacion) tal y como se indica

en la figura 111.23.

hS
Analyte/Matrix

@ Mixture e

Fig.lll.23. Esquema de la ionizacién de las particulas en el MALDI (kenickbiochem09.wikispaces.com).
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La camara donde se coloca la placa con las muestras se encuentra entre dos electrodos, un
catodo y un dnodo. Al estar la muestra ionizada con cationes, la muestra migrara hacia el
anodo. El detector se encuentra por detras del anodo. La resolucién de estos equipos depende
en gran medida de la longitud del tubo de vuelo. Una forma elegante de alargar el recorrido de
los iones sin incrementar la longitud del tubo es colocar un detector, conocido como detector
reflector, a mitad de recorrido del tubo de vuelo. Utilizando este detector los iones rebotan en
el detector lineal y son detectados por el detector reflector. El esquema general de los

componentes del MALDI se muestra en la figura 111.24.
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Fig.111.24. Esquema espectrémetro de masas MALDI-TOF (www.giga.ulg.ac.be)

En la mayoria de los casos sélo hay una carga positiva en cada péptido, por lo que si se aplica la
misma fuerza eléctrica sobre cada molécula cuando esta presente en un campo eléctrico de

dos electrodos y siguiendo la ley de Newton:

Fuerza (F) = masa (m) x aceleracion (a); a=F/m

Para una fuerza concreta, cuanto mads grande es la masa, mas pequefia es la aceleracion. Es
decir, los péptidos de mayor tamafio colisionaran mas tarde en el detector que no aquellos
péptidos cuyas masas sean menores. Todas los péptidos que colisionan en el detector a la vez
(misma masa) generan un pico y su magnitud es proporcional al nimero de péptidos que

colisionan a la vez.

103



[1I. Material y métodos

Para la identificacion de proteinas mediante la técnica de la huella peptidica es necesario que
la calibracion del espectrdmetro sea lo mds precisa posible. Con tal objetivo, las muestras se
prepararon alternando una muestra con un marcador de masa molecular. Este marcador esta

compuesto de:

Péptido Masa molecular (Da)
Angiotensina ll 1046.5418
Angiotensina | 1296.6848

Sustancia P 1347.7354
Bombesina 1619.8223
ACTH_clip(18-39) 2465.1983
Somatostatina(28) 3147.4710

111.K.1.2. Preparacioén estandar de la muestra con HCCA para placa AnchorChip™

1- Disolucién de matriz: 0.5 mg HCCA en 1 ml de ACN 33% TFA 0.1%.

2- Mezclar 1 pl de analito o muestra con 1 ul de matriz.

3- Aplicar 1 pl de la mezcla analito/matriz sobre el AnchorChip™ de 600 um.

4- Dejar que la muestra cristalice a temperatura ambiente.

Todos los programas informaticos utilizados en el analisis de los péptidos son de Bruker

Daltonics:

e FlexControl: permite controlar el MALDI-TOF. Los espectros fueron obtenidos en el modo
de iones positivos en el espectrémetro de masas.
e FlexAnalysis: permite el procesado de los espectros obtenidos por el FlexControl. El

método utilizado para la deteccién de los picos fue PMF.FAMS.
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e Biotools: permite la busqueda en bases de datos. Utiliza como motor de busqueda el
Mascot de MatrixScience (Londres, Reino Unido). Los parametros de busqueda en la base

de datos MSDB fueron:

Tolerancia: 50 ppm de error.
Tolerancia de la digestidon de la tripsina: 1 fallo.

v

v

v" Modificaciones: oxidacién de las metioninas.

v" Minimo de 4 coincidencias en las masas de los péptidos.
v

Restringir la busqueda en el género Mycoplasma.

Segln estos parametros de busqueda, la puntuacién de la proteina es -10-log (P),
donde P es la probabilidad que un acierto observado sea un evento aleatorio. Las

puntuaciones mayores a 47 son significantes (p<0,05) [90].

Notas

1- Utilizar sélo fungibles de material que no se disuelva en presencia de disolventes
organicos. Sino, sélo se observan polimeros de pléstico en el espectro del MALDI como
se muestra en la figura Il.25. Se ha utilizado un fungible especial, tanto tubos como

puntas de pipeta, comercializado por Eppendorf.

Fig.ll1.25. Imagen espectro muestra con presencia de polimeros.

2- Preparar la matriz diariamente. Es recomendable utilizar siempre el mismo tubo

eppendorf.
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3- La disolucion en la que se encuentra el analito o muestra debe tener un 0-70% de
disolventes organicos. Debido a que en algunos capitulos de esta tesis se ha trabajado

con proteinas con péptidos hidrofébicos, se ha utilizado un 60% de acetonitrilo.

I11.K.1.3. Lavado y regeneracién de la placa AnchorChip™

Una vez todos los pocillos de la placa AnchorChip™ han sido utilizados, la placa debe lavarse.
Con el uso, estas placas pierden sus propiedades ya que quedan trazas de detergentes en su

superficie.

a. Lavar la placa con un pafio o papel suave impregnado con acetona.

b. Sonicar 5-10 min con metanol: agua (1:1).

¢. Aclarar con metanol.

d. Aclarar con agua milliQ.

e. Sila placa va a ser guardada, es recomendable repetir los pasos 3 y 4 antes de

utilizarla.
Para regenerar la placa se debe incubar la placa con un solvente no-polar, ej. n-hexano.
Para probar la capacidad hidrofébica de la placa: la superficie de la placa deberia repeler el
agua. Si se hace correr un volumen de agua (unos 100 pl) por la superficie, no ideber

observarse ningln rastro de agua, excepto unas pequefias gotas que quedan en el centro de

los pocillos donde se encuentra la superficie hidrofilica.
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I11.K.2. ELECTROSPRAY
lll.K.2.1. Cromatografia liquida — Andlisis espectrometria de masas

Los carriles de los geles monodimensionales en los que han sido separadas las diferentes
muestras fueron cortados en 10 bandas horizontales y cada una de las bandas digerida
tripticamente utilizando tripsina de cerdo modificada (Promega). Las digestiones han sido
analizadas en un espectrdmetro de masas del tipo trampa idnica Esquire HC-Ultra lon Trap de
Bruker, acoplado a un sistema nano-HPLC (Ultimate, LC Packings). Las mezclas de péptidos
fueron primero concentradas en una columna PepMap nanotrapping de 300 mm id, 1 mm vy
después fueron cargadas en un columna de nanoseparacién PepMap nanoseparation de 75
mm id, 15 cm (LC Packings). Los péptidos fueron eluidos con un gradiente de acetonitrilo (O-
40% B en 120 min, donde B es 100% ACN, 0.1% acido formico; con un flujo de 300 nl/min) a
través de un nano-ESI Sprayer (Bruker) hacia la fuente de ionizacién nanospray del
espectrometro de masas. La fragmentacién MS/MS (3 x 0.3 s, 100-2800 m/z) fue llevada a
cabo de los 3 iones mas intensos, determinados a partir de un scan MS de 0.8 s en el rango de
masas de 310 a 1500 m/z, utilizando un tiempo de exclusiéon dinamica de 1.2 s para la
seleccion de precursor y excluyendo los iones con una sola carga. Se ha realizado una

optimizacion automatica de la amplitud de los MS/MS de fragmentacion, empezando en 0.6 V.

111.LK.2. 2. Identificacidn de proteinas y analisis de resultados

El procesamiento de los resultados para la identificacién de proteinas se ha realizado
utilizando el programa DataAnalysis 4.0 y una plataforma ProteinScape 2.1 (Bruker). Las
proteinas han sido identificadas utilizando el Mascot 2.2 (Matrix Science) empleando la base
de datos Swiss-Prot 5.9. Las busquedas fueron restringidas al taxéon Mycoplasma (36726

secuencias). Los espectros MS/MS fueron buscados con una tolerancia de masa de 1.5 Da en el
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precursor, 0.5 Da de tolerancia en el fragmento, especificidad de la tripsina con un maximo de
2 lugares de corte omitidos, las oxidaciones en las metioninas como modificaciones variables y

la carbamidometilacion como modificacion fija.

El criterio para dar como positiva una identificacidn ha sido para cada fragmento si el score
individual es superior al correspondiente score limite de homologia. El ratio de falsos positivos

de identificacidn de proteinas en Mascot se ha estimado que se encuentra por debajo de 1.2%.
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ll.L. BIOINFORMATICA

Una vez identificadas las proteinas mediante espectrometria de masas, se realizaron
predicciones bioinformaticas para poder obtener mas informacion de dichas proteinas,
especialmente de aquellas que estaban anotadas como hipotéticas. Los programas que se han

utilizado son:

= ProtlLoc: este programa realiza una correlacién entre la secuencia de aminodcidos y su
localizacién celular. Los analisis estadisticos diferencian las proteinas en cinco grupos:
proteinas extracelulares, integrales de membrana, ancladas a membrana, intracelulares y
nucleares [22].

http://bioinf.uab.es/cgi-bin/trsdb/protloc.cgi

=  PSORT: este programa realiza también la prediccién de la localizacion subcelular utilizando
unos parametros diferentes [21], ademds también se obtiene informacion acerca del
numero de hélices transmembrana presentes en la secuencia dada y de la presencia o
ausencia de péptido sefial.

http://www.psort.org/psortb/

= TransMem: este programa fue desarrollado en el grupo. Este programa realiza la
prediccién de regiones transmembrana [91].

http://bioinf.uab.es/cgi-bin/trsdb/transmem.cgi

= Pfam: predice la presencia de dominios a través de la secuencia de aminoacidos de la
proteina [92].

http://pfam.sanger.ac.uk/

= ByPass: predice la funcién proteica de una secuencia de aminoacidos [93]. Este programa

ha sido desarrollado en el grupo.
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Mycoplasma genitalium es el agente etioldgico causante de la uretritis no-gonococal en
hombres y de cervicitis en mujeres, asi como también esta asociado a otras enfermedades
genitales [13]. Este microorganismo también ha sido localizado en liquido sinovial [94], en el
recto [13], en el tracto respiratorio [95], habiéndose descrito también como posible causante
de conjuntivitis [96]. Este organismo es el miembro mas pequeiio de la clase mollicutes, con un
genoma de 580 Kb de tamafio [9], en el que se ha estimado la capacidad para codificar 475
proteinas. Como organismo auto-replicante representa el ensamblaje molecular mas sencillo
capaz de subsistir independientemente y de generar sus propios requerimientos energéticos.
La limitada capacidad genética de este organismo, asi como la falta de algunas rutas
metabdlicas, estdn compensadas por su estilo de vida parasitaria. Los micoplasmas dependen
de las células huésped para la obtencién de nutrientes y componentes esenciales [4]. El
contacto intimo de Mycoplasma genitalium con la célula huésped es posible debido a la
carencia de pared celular de la bacteria y a la expresién de proteinas de citoadherencia en su
membrana plasmatica [97]. Por todas estas caracteristicas, este organismo es un buen modelo
de célula minima. En un analisis previo se estimd que entre 265 y 350 genes son esenciales
para M. genitalium, y aproximadamente 100 son de funcidn desconocida, sin evidencia
experimental de la existencia de algunos de ellos [98]. La anotacidon de los genomas de
micoplasmas secuenciados asigna funcién a un 50-70% de los ORF, y como se ha comentado
anteriormente, los ORF a los cuales no se les ha podido asignar ninguna funcion, son los mas
interesantes, ya que son potenciales candidatos a tener nuevas funciones. Sélo la protedmica

puede determinar de forma inequivoca si un determinado gen es traducido a proteina.

IV. A. PROTEOMA TOTAL DE MYCOPLASMA GENITALIUM

En el momento en que se empezd este trabajo, existian dos trabajos publicados y una tesis
doctoral sobre protedmica en Mycoplasma genitalium. La electroforesis bidimensional en
combinacion con la espectrometria de masas MALDI-TOF fue utilizada en los tres trabajos. El
primer trabajo publicado fue en el afio 2000 por Wasinger et al. [77] en el cual el proteoma de
Mycoplasma genitalium fue estudiado en fase exponencial. En este estudio se identificaron 89
ORFs diferentes correspondientes al 18.7% del proteoma predicho. Posteriormente, Su et al.
[84] llevd a cabo un trabajo en el que el fosfoproteoma de Mycoplasma genitalium fue
analizado. Este subproteoma se abordé mediante una tincion especifica de fosfoproteinas. Con

tal objetivo, extractos proteicos totales de M. genitalium fueron separados mediante geles
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bidimensionales y posteriormente estos fueron tefiidos con el agente de tincion especifico de
fosfoproteinas ProQ-Diamond, de manera que se visualizaron Unicamente las fosfoproteinas.
Gracias a este estudio se identificaron 24 fosfoproteinas (4.6% del proteoma predicho), 14 de
ellas no identificadas en el estudio de Wasinger et al. Ademas, hay una tesis doctoral (2005),
titulada: Analisis de los proteomas de dos micoplasmas: Mycoplasma penetrans y Mycoplasma
genitalium [99], desarrollada por Mario Ferrer Navarro, miembro del grupo y actual codirector
de esta tesis. En este trabajo de tesis doctoral se analizd el proteoma de Mycoplasma
genitalium mediante geles bidimensionales utilizando gradientes estrechos de pH para poder
identificar nuevas proteinas asi como isoformas. Si bien se encontraron tan sélo 8 proteinas no
identificadas en los trabajos previos, si se aporté mucha informacidon sobre las diferentes
isoformas proteicas presentes en el proteoma de M. genitalium. Combinando las proteinas
identificadas en estos tres estudios, en el momento de realizar este trabajo, 111 proteinas
(23.4 % del proteoma total) de Mycoplasma genitalium habian sido identificadas mediante

técnicas protedmicas.

IV.A.1. Identificacion del proteoma total en medio SP4

Debido al bajo nimero de proteinas identificadas mediante la combinacion de la electroforesis
bidimensional y la espectrometria de masas del tipo MALDI-TOF en Mycoplasma genitalium y
teniendo en cuenta que sélo el 23.4% del proteoma predicho se habia identificado en los
trabajo de Wasinger, Su y Ferrer-Navarro, se planted la posibilidad de abordar la identificacién
del proteoma mediante otra técnica. Para la identificacion de nuevas proteinas se utilizé la
técnica descrita por Shevchenko et al. [63], conocida como GelLC-MS (Gel electrophoresis,
Liqguid Chromatography - Mass spectrometry). Se eligi6 esta metodologia para evitar la
utilizacion de los geles 2D, ya que ésta habia sido la técnica de eleccidon en los estudios
anteriores. Al utilizar otra metodologia, se aumentan las posibilidades de incrementar el
numero de proteinas identificadas. Aun y la gran utilidad demostrada en los ultimos afios de
los geles bidimensionales, cabe remarcar algunos inconvenientes que muestran; como es la
tendencia de las proteinas hidrofdbicas a precipitar o el mal enfoque que presentan las
proteinas mds basicas. Por otra parte, sus grandes ventajas son que se obtiene una imagen
global de la muestra asi como también se obtiene informacién acerca de la presencia de
isoformas, modificaciones post-traduccionales o también se obtiene informacion acerca del pl
y masa molecular experimental de cada spot. El principal problema observado en el uso de

geles bidimensionales en extractos de Mycoplasma genitalium es el bajo nimero de
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identificaciones, aun y observarse muestras relativamente complejas en los geles
bidimensionales, sélo pudo identificar el 23.4% del proteoma total predicho. Debido a los
inconvenientes que tiene la electroforesis bidimensional, se decidié utilizar en este trabajo una
técnica alternativa para la identificacion de proteinas en extractos de Mycoplasma genitalium.
Para este objetivo se escogid la técnica GeLCMS la cual permite, con relativa rapidez, una
sensibilidad importante en el andlisis de los extractos. Esta técnica estda basada en la
separacion de los extractos proteicos mediante un SDS-PAGE monodimensional vy
posteriormente una digestion triptica en gel. Para no obtener muestras excesivamente
complejas, el carril en el que se ha separado la muestra es dividido en 10 bandas y cada una es
digerida con tripsina individualmente. Estos digeridos son separados mediante cromatografia
de fase reversa C18, en un nanoHPLC y posteriormente la identificacién de los péptidos
obtenidos se realiza mediante espectrometria de masas, generalmente utilizando la
metodologia basada en la ionizacién por electrospray. Esta técnica fue bautizada como
GelLCMS y fue desarrollada por Shevchenko [63]. Los principales detalles de dicha técnica se
muestran en la figura IV.1. Con esta técnica se obtienen muy buenos resultados en cuanto a
identificacion de proteinas y cobertura en tanto por cierto de los proteomas, pero también
presenta una serie de inconvenientes. A diferencia de los geles bidimensionales, utilizando
esta metodologia se pierde informacién acerca de las isoformas que pueda presentar una
misma proteina asi como también el peso molecular y el punto isoeléctrico. Las PTM pueden
ser estudiadas mediante la técnica GeLCMS siempre y cuando se quiera obtener esta

informacidn, ya que la trampa idnica utilizada permite la obtencidn de esta informacion.
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Fig.IV.l. Esquema del proceso global de la técnica GeLCMS.

Después de valorar los pros y los contra, se decidié analizar el proteoma total de Mycoplasma
genitalium cultivado en medio SP4, medio rico, medio recomendado por la ATCC ya que es en
el que se obtiene una mayor biomasa. El objetivo ha sido el andlisis de extractos de

Mycoplasma genitalium obtenidos mediante dos protocolos diferentes: extraccion de proteina
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total y marcaje de las proteinas mediante biotina para una posterior captura en columnas con
estreptavidina inmovilizada [85], a pesar de que este protocolo estaba inicialmente pensado
para la identificacion de proteinas de superficie. Ambos extractos han sido identificados

posteriormente mediante GeLCMS.

IV.A.1.1. Identificacion del proteoma total cultivado en medio SP4

Para poder identificar el mayor nimero de proteinas en Mycoplasma genitalium se obtuvo un
extracto proteico total. Esta muestra es obtenida al resuspender con tampdn de carga el
pellet de células de Mycoplasma genitalium, previamente lavadas. Esta muestra fue analizada
mediante la técnica GeLCMS. Consideramos que esta técnica nos permitiria la identificacidn de
un mayor numero de proteinas ya que las células son lisadas mediante ultrasonidos y las
proteinas son solubilizadas utilizando una disolucidn que contiene un detergente y un agente
reductor. El detergente utilizado es un detergente idnico que presenta una gran capacidad
solubilizadora. Este detergente es el SDS (Sodium Dodecyl Sulphate). Este detergente no es
compatible con la electroforesis bidimensional ya que es un detergente idnico que al unirse a
las proteinas provocaria una modificacién en el punto isoeléctrico, y consecuentemente
modificaria la movilidad electroforética en la primera dimensién, la separacién por punto
isoeléctrico. Este detalle en el procesamiento de la muestra, que puede parecer insignificante
hace posible que haya un mayor nimero de proteinas solubles para su posterior identificacién
ya que de otra forma proteinas extremadamente hidrofdbicas, como pueden ser las integrales
de membrana, quedaria precipitadas con restos de membrana y no seria posible su

identificacion.

El patrén obtenido de la muestra al ser separada en un SDS-PAGE al 12% se muestra en la

figura IV.2.

Utilizando la metodologia comentada previamente, se pudo identificar un total de 269
proteinas (Tabla 1, anexo), alcanzando la cifra del 56.6% de identificacién del proteoma total
predicho. Esta cifra dificilmente podria llegar al 100% de identificaciones ni en el caso de una
célula tan simple, ya que como definié Wilkins en 1994 [25]: “ El proteoma es una imagen
dindmica de todas las proteinas expresadas por un organismo, célula, o compartimiento
subcelular concreto en un momento dado y bajo determinadas condiciones, constituyendo el

mapa de expresidn proteica de una célula, tejido u organismo dado”. Aln y haber identificado
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el 56.6% de las proteinas predichas codificadas en el genoma de esta bacteria, quedan muchas

secuencias codificantes para las que validar su producto proteico.

Fig.IV.2. Separacion de un extracto proteico total mediante SDS-PAGE de M. genitalium cultivado en SP4.

Las proteinas identificadas se agruparon segun la clasificacion COG [100], Tabla IV.1, que
permite una clasificacidn de las proteinas segun su funcién dentro de la maquinaria celular. Se

identificaron proteinas que pertenecian a diecinueve de las veinte categorias COG existentes.

La Unica categoria en la que no se identific6 ninguna proteina fue la categoria COG Q
(biosintesis transporte y metabolismo de metabolitos secundarios) grupo formado por una
Unica proteina predicha, MG287, proteina portadora de grupos acilo. Esta proteina ha sido
clasificada en la categoria COG Q (Biosintesis de metabolitos secundarios, transporte y

catabolismo) y en la COG | (Transporte y metabolismo de lipidos).
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Tabla. IV. 1. Tabla de la clasificacién COG de las proteinas identificadas en el proteoma total de M. genitalium

cultivado en medio SP4.

Letra Categoria Estimadas | Identificadas | % *
C Conversion y produccion de energia 21 15 5.5
D Control ciclo celular, divisidn celular y particién cromosoma 5 2 0.7
E Transporte y metabolismo de aminoacidos 20 4 1.5
F Transporte y metabolismo de nucledtidos 21 15 5.5
G Transporte y metabolismo de carbohidratos 32 19 7
H Transporte y metabolismo de coenzimas 16 5 1.8
| Transporte y metabolismo de lipidos 9 5 1.8
J Traduccidn, biogénesis y estructura ribosomal 106 80 29.4
K Transcripcion 18 10 3.7
L Replicacion, recombinacion y reparacion 43 12 4.4
M Pared celular, membrana y biogénesis de envoltorios 12 5 1.8
(0] Modificaciones post-traduccionales, plegamiento proteinas y chaperonas 21 18 6.6
P Transporte y metabolismo de iones inorganicos 23 5 1.8
Q Biosintesis de metabolitos secundarios, transporte y catabolismo 1 0 0
R Prediccion funcion general 44 22 8.1
S Funcién desconocida 15 8 29
T Mecanismos de transduccidn de sefiales 5 1 0.4
U Trafico intracelular, secrecidn y transporte vesicular 1 0.4
\Y Mecanismos de defensa 8 2 0.7
- No COG 110 43 15.8

* % de las proteinas identificadas respecto del total identificado.

Una vez clasificadas todas las proteinas por su categoria COG, se realizaron dos tipos de
graficos para poder representar y analizar visualmente los resultados. En primer lugar se
calculé la abundancia de cada categoria COG respecto el numero total de proteinas
identificadas. A continuacién se muestra en la figura 1V.3 la representacion de la abundancia

de cada categoria COG respecto el total identificado.
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Fig.IV.3. Representacion de la abundancia de proteinas identificadas de cada categoria COG del proteoma total de

M. genitalium cultivado en medio SP4.

En segundo lugar, se calculé el nimero de proteinas identificadas en cada categoria COG
respecto al total que hay predichas en cada una de las categorias, obteniéndose la grafica
mostrada en la figura IV.4. Para poder realizar este grafico se tuvo que clasificar también el
listado total de proteinas predichas. De esta manera se pudo evaluar que categorias estaban

mas representadas en la muestra proteica total.
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Fig.IV.4. Representacion del tanto por ciento de identificaciones de cada categoria COG del proteoma total de M.

genitalium cultivado en medio SP4.
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Las categorias con el mayor nimero de proteinas identificadas respecto al total estimado son:
e Modificaciones post-traduccionales, plegamiento de proteinas y chaperonas (COG
0):85.7%.

e Traduccidn, biogénesis y estructura ribosomal (COG J): 75.5%.

Por contrapartida, las categorias con menos proteinas identificadas respecto al total estimado
son:

e Trafico intracelular, secrecién y transporte vesicular (COG U): 14.3%.

e Transporte y metabolismo de aminoacidos (COG E): 20%.

e  Mecanismos de transduccion de sefiales (COG T): 20%.

Un resultado a destacar, es que 73 proteinas de las 269 identificadas (26.8 %) son proteinas
sin categoria COG asignada o pertenecientes a la categoria COG R (Prediccién funcién general)
0 a la categoria COG S (sin funcién asignada) lo que implica un gran desconocimiento de la
bioquimica basica de la maquinaria celular de este microorganismo. Lo mas llamativo es que
este grupo, sin funcién asignada, es el segundo mas abundante después de la categoria COG J
(Traduccion, biogénesis y estructura ribosomal) con 80 proteinas identificadas. Este resultado
nos hace reflexionar acerca del trabajo que aun queda por realizar en esta bacteria, aun y estar

considerada como uno de los microorganismos con la organizacién molecular mas sencilla.

Otro resultado obtenido que merece ser destacado es la identificacion de la proteina
codificada por el gen MG333, considerado como pseudogen. Hacer realizar el Blast de su
secuencia sobre el genoma de Mycoplasma pneumoniae se obtiene una gran identidad con el
gen que codifica para la proteina fosfodiesterasa portadora de grupos acil. Gracias a esta
identificacion se corrobora la existencia del producto de este gen, considerado como

pseudogen.

Aparte de la demostracion de la expresion del producto de un gen anotado como pseudogen,
también se ha identificado una nueva proteina no identificada previamente en el genoma. Esta
proteina fue identificada como proteina no caracterizada MPN687 del microorganismo
Mycoplasma pneumoniae, bacteria muy cercana, filogenéticamente hablando, a Mycoplasma
genitalium. Esta proteina no tiene ninguna funcién asignada ni se le ha podido predecir ningln
dominio mediante el programa Pfam [92], pero si que se ha predicho un dominio utilizando el
programa de prediccién ByPass [93]. Dicho programa ha predicho un dominio WD-40 repeat

family protein. Este dominio esta relacionado con la transduccién de seiales, control del ciclo
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celular mediante regulacién de la transcripcidén, autofagia y apoptosis. Se realizd una
busqueda exhaustiva en el genoma de Mycoplasma genitalium y se encontrd que esta proteina
coincide con la region intergénica entre los genes MG469 y MG470. Dicho gen se encuentra en
antisentido y abarca desde de la base 579234 a la base 578581, donde se encuentra el codén
UGA de Stop. Dicha secuencia en el genoma esta anotada como MgenG_00050 y la referencia

que tiene asignada en el NCBI es ZP_05405437.1.

IV.A.1.2. Identificacion del proteoma total cultivado en medio SP4 mediante el

marcaje con biotina.

Uno de los protocolos para el marcaje selectivo de las regiones expuestas en la membrana es
la utilizacion de la biotina. En estos protocolos, se afiade al cultivo celular biotina, la cual se
une exclusivamente a las amidas de las proteinas expuestas en la superficie celular.
Posteriormente se realiza el lisado celular y las proteinas biotiniladas de dichos lisados son
capturadas en columnas con estreptavidina inmovilizada. Después de realizar unos lavados en
las columnas, las proteinas retenidas, es decir, las proteinas biotiniladas son eluidas. La
identificacion de las proteinas presentes en estos eluidos se puede realizar mediante la técnica

GelLCMS. En la figura IV.5 se muestra el esquema de dicho proceso.
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Fig.IV.5. Esquema del proceso de identificacion de proteinas marcadas mediante biotina.

En la mayoria de los tipos celulares, este protocolo sirve para el marcaje selectivo de proteinas
con regiones expuestas en la membrana [101, 102]. En el caso de la bacteria de estudio en el
presente trabajo, M. genitalium, no sirve para este propdsito, ya que se ha observado que este

compuesto es internalizado en la célula resultando en el marcaje de todas las proteinas. Este
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fendmeno que ha sido observado, en el caso de Mycoplasma genitalium, puede ser debido a la
elevada presencia en la membrana plasmatica de esta bacteria de canales, poros y
transportadores.

La muestra obtenida, tras el marcaje y posterior purificacidn, fue separada en un SDS-PAGE al

10% y el patrén obtenido es el que se muestra en la figura IV.6.

Fig. IV.6. SDS-PAGE de la muestra obtenida tras el marcaje con biotina de M. genitalium cultivado en medio SP4.

Los eluidos obtenidos en el marcaje con biotina fueron analizados mediante la técnica GeLCMS
identificandose un total de 368 proteinas (Tabla 2, anexo), alcanzando la cifra del 77.5% de
identificacion del proteoma total. Sorprendentemente, como ya se ha comentado
previamente, todas las proteinas fueron marcadas (no Unicamente las expuestas en la
membrana) lo que sugiere que el compuesto ha sido internalizado debido a la existencia de un
elevado numero de poros, canales y transportadores. El aumento en el numero de
identificaciones puede ser debido a una mayor pureza de la muestra, ya que el paso de
purificacién en columna elimina efectivamente contaminantes que podrian interferir en la
posterior identificacion por espectrometria de masas.

Las proteinas identificadas se agruparon segun la clasificacion COG [100], Tabla.IV.2. Se
identificaron proteinas de diecinueve de las veinte categorias COG existentes. En este caso

tampoco se identificd la Unica proteina perteneciente a la categoria COG Q.
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Tabla. IV. 2. Tabla de la clasificacidn en categorias COG de las proteinas identificadas en el ensayo de marcaje con

biotina de M. genitalium cultivado en medio SP4.

Letra Categoria Estimadas | Identificadas | % *
C Conversion y produccion de energia 21 18 4.7
D Control ciclo celular, divisidn celular y particién cromosoma 5 3 0.8
E Transporte y metabolismo de aminodcidos 20 13 3.4
F Transporte y metabolismo de nucleétidos 21 20 5.2
G Transporte y metabolismo de carbohidratos 32 23 6
H Transporte y metabolismo de coenzimas 16 11 2.8
| Transporte y metabolismo de lipidos 9 5 1.3
J Traduccidn, biogénesis y estructura ribosomal 106 78 20.2
K Transcripcion 18 17 4.4
L Replicacion, recombinacion y reparacion 43 26 6.7
M Pared celular, membrana y biogénesis de envoltorios 12 9 2.3
(0] Modificaciones post-traduccionales, plegamiento proteinas y chaperonas 21 20 5.2
P Transporte y metabolismo de iones inorgénicos 23 17 4.4
Q Biosintesis de metabolitos secundarios, transporte y catabolismo 1 0 0
R Prediccién funcién general 44 37 9.6
S Funcién desconocida 15 8 2.1
T Mecanismos de transduccidn de sefales 1
U Trafico intracelular, secrecion y transporte vesicular 1.6
Vv Mecanismos de defensa 8 1.6
- No COG 110 65 16.8

* % de las proteinas identificadas respecto del total identificado.

Una vez clasificadas todas las proteinas segln su categoria COG, se realizaron, como en el caso

anterior, los dos graficos (fig.IV.7 y fig.IV.8) para poder representar y analizar visualmente los

resultados.

Las categorias con el mayor numero de proteinas identificadas respecto al total estimado son:

Transporte y metabolismo de nucleétidos (COG F): 95.2%.

Modificaciones post-traduccionales, plegamiento proteinas y chaperonas (COG O):
95.2%.
Transcripcion (COG K): 94.4%.
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Fig.IV.7. Representacion de la abundancia de proteinas identificadas de cada categoria COG respecto el total

identificado en el ensayo de marcaje con biotina de M. genitalium cultivado en medio SP4.
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Fig.IV.8. Representacion del tanto por ciento de identificaciones del total de cada categoria COG en el ensayo de

marcaje con biotina de M. genitalium cultivado en medio SP4.

Por contrapartida, las categorias con menos proteinas identificadas respecto al total estimado
son:
e Funcién desconocida (COG S): 53.3%.

e Transporte y metabolismo de lipidos (COG 1): 55.6%.
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Gracias a esta metodologia se pudo confirmar la existencia de la proteina codificada por el gen
MG199, anotado como pseudogen. La secuencia fue comparada en el Blast y se encontré gran
identidad con el MPN118, ribonucleasa HIl de Mycoplasma pneumoniae. Ademas, gracias a la
aplicacién de este tecnologia se han podido identificar las tres glicosiltransfersas para las que
codifica Mycoplasma genitalium. Estas tres glicosiltransferasas son el MG025, MGO060 vy
MG335.2, cuyas proteinas no fueron identificadas en el capitulo anterior. La funcidn
glicosiltransferasa de la primera de ellas, MG025, ha sido confirmada experimentalmente por

el grupo del Dr. Planas [103].

De las 368 proteinas identificadas, 110 (29.9 %) son proteinas sin categoria COG asignada o
pertenecientes a la categoria COG R (Prediccion funcion general) o a la categoria COG S (sin
funcién asignada) lo que vuelve a poner de manifiesto la falta de conocimiento sobre
magquinaria celular de este microorganismo. Lo mds llamativo es que este grupo, sin una
funcion asignada, fue el mdas abundante, lo que corrobora el resultado obtenido en el
experimento anterior, acerca de la informacion que aun falta por desvelar acerca de este

microorganismo.

En paralelo a este experimento se realizé un control, para validar que las proteinas observadas
eran producto de la biotinilizacion por el compuesto afadido y no debido a procesos de
biotinilizacidn propios de la célula. La muestra de proteina total sin el marcaje con biotina fue
incubada en una columna de estreptavidina. El eluido obtenido se separd en un gel SDS-PAGE

al 12% en el que sélo se observé una banda, figura IV.9.

Fig.IV.9. SDS-PAGE del control de marcaje de biotina.

125



V. Resultados y discusion

La Unica banda observada fue recortada, digerida con tripsina e identificada mediante
espectrometria de masas como estreptavidina. Gracias a este protocolo no sélo se corrobora
qgue el protocolo utilizado funciona bien, sino que ademas se demuestra que bajo estas
condiciones en Mycoplasma genitalium no se producen procesos de biotinilizacidon. A pesar de
ser un protocolo que ha surgido como consecuencia de un evento no esperado, creemos que
esta metodologia podria ser muy util, para otros microorganismos capaces de internalizar la
biotina, para ampliar la cobertura de los proteomas de dichos microorganismo, ya que la
muestra obtenida resulta muy limpia y se aumenta de forma considerable el nimero de

identificaciones.

Combinando los resultados de los dos experimentos ya explicados, se consiguié la
identificacién de 381 proteinas distintas del proteoma total, correspondiente al 80.2%. Este
dato no es sélo una aproximacion experimental del proteoma de Mycoplasma genitalium
crecido en SP4, sino que también servird de referencia para futuros experimentos de

fraccionamiento o subproteomas.
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IV.A.2. Identificacion del proteoma total cultivado en medio minimo MM14

Los resultados obtenidos en el anterior apartado “IV.A.1. Resultados y discusidon” han
permitido extender el proteoma identificado de Mycoplasma genitalium al 80.2%. Debido a
que el proteoma identificado es una imagen de las proteinas expresadas en esta bacteria en un
momento dado y bajo unas condiciones determinadas, si queremos aumentar el nimero de
identificaciones, debemos modificar las condiciones. Para intentar abordar esta cuestion, se
disefd un experimento en el que se cultivd Mycoplasma genitalium en un medio minimo y
definido, el medio MM14. Como se ha indicado en el apartado de materiales y métodos, este
medio contiene unos 30 compuestos diferentes, asi que el concepto de medio minimo es
discutible, pero tiene la ventaja de que este medio viene definido en cuanto a la presencia y
concentracién de compuestos. A pesar de ser un medio definido, al tener tantos compuestos
qgue forman parte de su formulacion, su preparacién es tediosa, ya que se deben pesar y
preparar todos los componentes basicos, que una bacteria necesita para su viabilidad por
separado, de forma estéril e ir realizando la mezcla siguiendo un orden determinado para
evitar procesos de precipitacién no deseados. Los componentes de este medio que mas
problemas generaron fueron los lipidos, ya que deben disolverse en un portador (BSA

deslipidada) y posteriormente afiadirlos muy lentamente al medio.

Analizar el proteoma presente en estas condiciones puede servir para ampliar el nUmero de
identificaciones y también para definir el proteoma expresado por este microorganismo en
condiciones metabdlicamente restrictivas. Esta nueva condicion, restrictividad metabdlica,
puede servir para validar que proteinas son indispensables para la supervivencia de dicha
bacteria. En un trabajo publicado en el afio 1999 por Hutchinson et al. [98] se estimd que entre
265 y 350 genes son esenciales para dicho microorganismo. Segun estos resultados, de los 381
ORFs identificados en el trabajo aqui presentado, écuales son realmente indispensables para la
supervivencia del microorganismo? El cultivo de Mycoplasma genitalium en el medio

restrictivo MM14, quizds pueda darnos unas guias sobre esta cuestion.

Para asegurar que las proteinas identificadas son realmente el resultado del cultivo de esta
bacteria en el medio minimo, se realizaron dos pases consecutivos en MM14. Se realizaron
estos dos pases ya que en el primero se realizd el inoculd a partir de un stock de células de M.
genitalium en medio SP4, por lo que en pase 1 habra una relativa presencia de componentes
del medio SP4, tales como el suero bovino fetal o el extracto de levadura. El segundo pase se

realizd a partir de las células obtenidas en el pase 1, lavadas con MM14 y resuspendidas en el
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mismo medio, de tal manera que no se incorporan componentes del medio SP4 al segundo

pase.

La primera observacion que se realizd es que al cultivar esta bacteria en medio minimo este
microorganismo tardd aproximadamente 336 horas (14 dias) en alcanzar la fase exponencial,
mientras que en medio SP4 se alcanza este punto a las 96 horas (4 dias) de realizar el inoculo.
Ademads, también se observaron otros cambios en M. genitalium cultivado en MM14 respecto
al cultivado en SP4. Curiosamente M. genitalium cultivado en MM14 no presentaba
adherencia a la superficie del frasco de cultivo pero si se observo la presencia de agregados
visibles a simple vista flotando en el medio de cultivo MM14. Este fenotipo sélo se observé en
el Pase 2. Estas diferencias podrian ser debidas a que en pase 1 las células estarian
adaptandose al medio MM14 mientras que en el pase 2 ya estarian completamente

adaptadas.

AuUn y haber demostrado en el capitulo anterior que la mejor técnica para la identificacién del
proteoma total es el marcaje con biotina, en este capitulo no se pudo utilizar esta técnica ya
gue, como se ha comentado con anterioridad M. genitalium en el pase 2 en el medio MM14
forma agregados, por lo que el marcaje no seria éptimo. Por este motivo se procesé la muestra
de los dos pases de la misma manera para obtener resultados comparables, por lo que se
realizé la solubilizacién de los pellets mediante la adicion tampdn de carga tal y como se

detalla en la seccién correspondiente de materiales y métodos.

IV.A.2.1.Identificacion del proteoma total cultivado en medio minimo: Pase 1

Pasados 14 dias de cultivo de M genitalium en medio minimo, la muestra proteica obtenida se
separd en un gel de poliacrilamida al 12%. A continuacion se muestra en la figura IV.10 la

imagen obtenida al tefiir el gel con Coomassie Brilliant Blue R-250.

En este caso las proteinas identificadas fueron 305, las cuales se agruparon también segun la
clasificacion COG [100] (Tabla. IV.3). Se identificaron proteinas de diecinueve de las veinte
categorias COG existentes. En este caso tampoco se identificd la Unica proteina de la categoria

coG Q.
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Fig. IV.10. SDS-PAGE del proteoma total de M. genitalium cultivado en medio MM14 Pase 1.

Tabla. IV. 3. Tabla de la clasificacion en categorias COG de las proteinas identificadas en el ensayo de cultivo de M.

genitalium en medio MM14 Pase 1.

Letra Categoria Estimadas | Identificadas | % *
C Conversion y produccion de energia 21 15 4.7
D Control ciclo celular, divisidn celular y particién cromosoma 5 2 0.6
E Transporte y metabolismo de aminoécidos 20 12 3.8
F Transporte y metabolismo de nucleétidos 21 20 6.3
G Transporte y metabolismo de carbohidratos 32 20 6.3
H Transporte y metabolismo de coenzimas 16 8 2.5
| Transporte y metabolismo de lipidos 9 5 1.6
J Traduccidn, biogénesis y estructura ribosomal 106 74 23.2
K Transcripcion 18 13 4.1
L Replicacién, recombinacion y reparacion 43 19 6
M Pared celular, membrana y biogénesis de envoltorios 12 4 1.3
(0] Modificaciones post-traduccionales, plegamiento proteinas y chaperonas 21 19 6
P Transporte y metabolismo de iones inorganicos 23 13 4.1
Q Biosintesis de metabolitos secundarios, transporte y catabolismo 1 0 0
R Prediccion funciéon general 44 21 6.6
S Funcién desconocida 15 7 2.2
T Mecanismos de transduccidn de sefiales 5 1 0.3
U Trafico intracelular, secrecidon y transporte vesicular 7 3 0.9
Vv Mecanismos de defensa 8 3 0.9
- No COG 110 60 18.8

* % de las proteinas identificadas respecto del total identificado.
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La representacion de los datos obtenidos se ha realizado siguiendo el mismo proceso que en

los casos anteriores para poder observar las abundancias de cada categoria COG (fig.IV.11 y

fig.IV.12).
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De nuevo, un 27.6% (88 proteinas) de las proteinas identificadas no tenian una funcion
asignada (COG R, COG S y sin COG), siendo el grupo formado por estas tres categorias el mas

abundante.

Las categorias con el mayor numero de proteinas identificadas respecto al total estimado para
cada categoria son:
e Transporte y metabolismo de nucleétidos (COG F): 95.2%.
e Modificaciones post-traduccionales, plegamiento proteinas y chaperonas (COG 0):
90.5%.

e Transcripcion (COG K): 72.2%.

Por contrapartida, las categorias con menos proteinas identificadas respecto al total estimado
son:

e Mecanismos de transduccidn de sefiales (COG T): 20%.

e Pared celular, membrana y biogénesis de envoltorios (COG M): 33.3%.

e  Mecanismos de defensa (COG V): 37.5%.

Como se ha comentado anteriormente, aun y haberse identificado el 80.2% del proteoma
predicho en células de M. genitalium cultivadas en SP4, este tanto por ciento nunca podra ser
del cien por cien. Esto es debido, muy probablemente, a que muchas de las proteinas no
identificadas se expresaran bajo unas determinadas condiciones ambientales o en unos
estadios concretos del ciclo celular. En este experimento, al crecer las células en unas
condiciones diferentes, se observd un patréon proteico diferencial. Se observé que habia 6
proteinas que fueron identificadas en el Pase 1 de MM14, mientras que éstas no fueron
identificadas en el analisis realizado en medio de cultivo SP4. Estas proteinas son: MG032,

MGO068, MG098, MG123, MG437 y MG470.

La proteina MG437 es una tRNA (guanina) metiltransferasa. La funcién del MG470 se ha
predicho mediante el programa ByPass y se ha obtenido la prediccién de funcién de unién a
nucledtido CobQ/CobB/MinD/ParA. Las proteinas MG032, MG068, MG098 y el MG123 son
proteinas no caracterizadas, por lo que se utilizé el programa Pfam [92] para poder predecir
alglin dominio y asi predecir alguna caracteristica de dichas proteinas. Respecto a la proteina
MG098 se encontré un dominio tipo subunidad C Glu-tRNAGIn amidotransferasa abarcando
los aminodacidos de 405 al 477. Para la proteina MG032 se predijo 2 dominios DUF (Domain of

unknown function) entre los aminoacidos 211-328 y 468-621. Para la proteina MGO068 se
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predijo Unicamente un dominio también DUF, pero en este caso es un posible dominio
peptidasa que comprende un fragmento de la proteina entre el residuo aminoacidico 48 al

383. Por el contrario, en el caso del MG123 no se pudo predecir ningin dominio.

IV.A.2.2. Identificacion del proteoma total cultivado en medio minimo: Pase 2

Mycoplasma genitalium cultivado en MM14 presenta un fenotipo diferente en el Pase 2, por lo
gue es interesante identificar el proteoma en estas condiciones. Estas diferencias, observables
a simple vista, residen basicamente en su capacidad de adherencia ya que este
microorganismo pasa a formar agregados no adherentes a la superficie del frasco de cultivo.
Estas diferencias entre pase 1y 2, podrian ser debidas, como ya se ha comentado, a que en el
pase 1 se parte de un inéculo crecido en medio SP4 por lo que podria estar adaptandose al
nuevo medio de cultivo, el MM14, pero adn con la presencia de componentes complejos como
el suero, el extracto de levadura o el CMRL. En el pase 2, en el que ya no hay componentes del
medio SP4, ya estaria adaptado al medio. Por este motivo se decidié estudiar el proteoma de
este microorganismo en dichas condiciones. La técnica de procesamiento de la muestra y el

analisis de los resultados se llevaron a cabo de la misma manera que en el Pase 1.

El SDS-PAGE obtenido al cargar la muestra de Mycoplasma genitalium cultivado en MM14

pase 2 se muestra en la figura IV.13.

Para poder identificar las proteinas presentes en la muestra proteica, se escindié el carril y se
analizd mediante GeLCMS identificando 192 proteinas (Tabla 4, anexo), correspondientes al
40.4% del proteoma total predicho. Este numero fue muy inferior a las 381 proteinas
identificadas en el experimento en el que la bacteria fue cultivada en medio SP4 y también a
las 305 proteinas identificadas en el pase 1, utilizando en ambos los casos la misma

metodologia.
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Fig. IV.13. SDS-PAGE del proteoma total de M. genitalium cultivado en medio MM14 Pase 2.

Para poder analizar el listado de resultados obtenidos, las proteinas se clasificaron segun la
clasificacion COG, Tabla IV.4. En este caso, no se identificd ninguna proteina perteneciente a
dos grupos COG: COG Q (Biosintesis de metabolitos secundarios, transporte y catabolismo) y
COG T (Mecanismos de transduccién de sefiales). De esta Ultima categoria, en pase 1 sélo se
identificé una proteina MGO085, HPr quinasa/fosforilasa. Esta proteina estd implicada en la
fosforilacién/desfosforilacion de la proteina fosfotransportadora (HPr), la cual forma parte del
complejo PTS (sistema fosfotransferasa para azlcares) que permite la translocacion de

azucares, la regulacién de rutas metabdlicas y de senalizacion en las células bacterianas.

En este capitulo, se realizaron también los dos tipos de graficos utilizados previamente para la

visualizacidon de los resultados obtenidos (fig.IV.14 y fig.IV.15).
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Tabla. IV. 14. Tabla de la clasificacion en categorias COG de las proteinas identificadas en el ensayo de cultivo de M.

genitalium en medio MM14 Pase 2.

Letra Categoria Estimadas | Identificadas | % *
C Conversién y produccion de energia 21 15 7.6
D Control ciclo celular, divisién celular y particién cromosoma 5 2 1
E Transporte y metabolismo de aminodcidos 20 8 4.1
F Transporte y metabolismo de nucledtidos 21 12 6.1
G Transporte y metabolismo de carbohidratos 32 15 7.6
H Transporte y metabolismo de coenzimas 16 3 1.5
| Transporte y metabolismo de lipidos 9 3 1.5
J Traduccién, biogénesis y estructura ribosomal 106 45 22.8
K Transcripcion 18 8 4.1
L Replicacién, recombinacidn y reparacién 43 8 4.1
M Pared celular, membrana y biogénesis de envoltorios 12 3 1.5
o Modificaciones post-traduccionales, plegamiento proteinas y chaperonas 21 15 7.6
P Transporte y metabolismo de iones inorganicos 23 8 4.1
Q Biosintesis de metabolitos secundarios, transporte y catabolismo 1 0 0
R Prediccidn funcién general 44 15 7.6
S Funcién desconocida 15 3 1.5
T Mecanismos de transduccién de sefiales 5 0 0
U Trafico intracelular, secrecion y transporte vesicular 7 1 0.5
\" Mecanismos de defensa 8 2 1
- No COG 110 31 15.7

* % de las proteinas identificadas respecto del total identificado.
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Fig.IV.15. Representacion del tanto por ciento de identificaciones de cada categoria COG en el ensayo de cultivo de

M. genitalium en medio MM14 Pase 2.

En el pase 2, se ha observado una drastica disminucién del nimero de proteinas identificadas.
Esta reduccién podria explicarse mediante dos hipétesis: debido a la total adaptacion del
microorganismo al medio MM14 o debido a que la muerte celular origine degradacion
proteica. Si la disminucién en el nimero de proteinas identificadas fuera como resultado de la
muerte celular, las proteinas citoplasmaticas serian liberadas al medio y por lo tanto
eliminadas mediante los pasos de lavado. En este protocolo se realizan seis lavados, por lo que
solo permaneceria en los pellets la ultraestructura de la organela [104]. Este hecho provocaria
una mayor presencia de proteinas de la organela en la muestra y las proteinas de citoplasma
quedarian en mas baja representacién. Para poder discernir que hipdtesis es la que provoca
esta disminucion en el nimero de proteinas identificadas se utilizé6 como referencia el trabajo
de Maier et al. [105] en el que los niveles de cada mRNA fueron medidos. En este trabajo se
cuantifica el numero de copias de mRNAs que hay por célula de Mycoplasma pneumoniae, el
organismo filogenéticamente mas cercano a Mycoplasma genitalium. Para discernir entre las
hipdtesis propuestas, se selecciond la proteina MPN0O46 (Aspartyl-tRNA synthetase) la cual
presenta 3 copias por célula en M. pneumoniae. Para poder hacer la comparativa con M.
genitalium, se ha comparado con la proteina homologa en M. genitalium, la MG036, que tiene
un 69 % de identidad con la MPNO46 de M. pneumoniae. Asumiendo que los niveles de mRNAs
de M. genitalium deben ser parecidos a los de M. pneumoniae se observa que aun y presentar
este bajo numero de copias por célula, esta proteina ha sido identificada en el pase 2 de
MM14. Este resultado sugiere que la hipdtesis mas plausible es que la reduccién en el nimero
de proteinas identificadas sea consecuencia de la reduccion de la sintesis proteica debido a la

adaptacion al medio y no debido a muerte celular.
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Aun y haber realizado este ensayo en condiciones restrictivas en cuanto a aporte de
nutrientes, un 24.8 % (49 proteinas) de las proteinas identificadas no tienen una funcion

asignada, siendo, como en otros casos, el grupo mas abundante

Las categorias con el mayor nimero de proteinas identificadas respecto al total estimado son:
e Conversidn y produccion de energia (COG C): 71.4%.
e Modificaciones post-traduccionales, plegamiento proteinas y chaperonas (COG O):
71.4%.

e Transporte y metabolismo de nucleétidos (COG F): 57.1%.

Por contrapartida, las categorias con menos proteinas identificadas respecto al total estimado
son:

e Mecanismos de defensa (COG V): 14.3%.

e Replicaciéon, recombinacién y reparacion (COG L): 18.6%.

e Transporte y metabolismo de coenzimas (COG H): 18.8%.

En este experimento, al cultivar las células en unas condiciones diferentes, se observd un
patron proteico diferencial. No sélo se observa que la célula no expresa 191 proteinas de las
381 que expresd cuando es cultivado en SP4. De entre estas proteinas, no identificadas en el
pase 2 del medio minimo MM14, se encuentran enzimas involucradas en la divisidn celular,
replicacién del DNA, sintesis proteica y otras actividades enzimaticas importantes. Ademads, se
ha identificado una nueva proteina no identificada ni en SP4 ni en el pase 1 en MM14. Esta
proteina diferencial que expresa M. genitalium cuando crece adaptado al medio minimo
MM14 pase 2 es la MG052, citidina desaminidasa involucrada en el rescate de las pirimidinas.
Esta proteina estd implicada en la recuperacion de las bases y nucledsidos formados en la
degradacion del RNA y del DNA. Este enzima cataliza la desaminacién hidrolitica irreversible de

la citidina y desoxicitidina a uridina y desoxiuridina, respectivamente.

Ademas también se observaron proteinas que se expresaron en el Pase 2, pero que no fueron

identificadas en el Pase 1, pero si en SP4. Estas proteinas son:

- Glicosiltransferasa no caracterizada (MG025).

- UDP-glucosa 4-epimerasa (MG118).
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- 2',3'-ciclico-nucledtido 2'-fosfodiesterasa (MG130).

- 30S proteina ribosomal S10 (MG150).

- 50S proteina ribosomal L27 (MG234).

- Proteina del sistema de transporte de alta afinidad p37 (MG289).
- Proteina Era de unién a GTP (MG387).

Uno de los datos a comentar que se observaron al analizar mas en profundidad los resultados,
fue la identificacion de las dos principales adhesinas. La proteina P140 (MG191) y la P110
(MG192) han sido descritas como las principales adhesinas, las cuales se estabilizan
mutuamente. Otra proteina involucrada en la adhesion es la P32 (MG318) la cual también ha
sido identificada en este ensayo. El hecho de identificar las principales proteinas involucradas
en la adhesién descritas en M. genitalium, pero observar un fenotipo no adherente, demuestra
la existencia de alguna otra proteina o mecanismo de regulacion de la adherencia no descrito
hasta el momento. Este resultado podria significar que las adhesinas no se unen directamente
a las células huésped (in vivo) o a la superficie del frasco de cultivo (in vitro), sino que lo hacen
a través de componentes del suero. Esta deduccién viene a partir de que los cultivos con
medio MM14 no se observd adherencia, ya que dicho medio no estaba complementado con
ningun tipo de suero. El hecho que las células de pase 1 si que mostraran adherencia podria

ser debido a los restos de suero provenientes del inoculo.

En el capitulo IV.A. del presente trabajo se ha extendido el proteoma preexistente de
Mycoplasma genitalium a 388 ORFs distintos identificados, obteniendo una cobertura del
81.7% del proteoma predicho. Esta cobertura estad al nivel de otros proteomas publicados
como el proteoma de Mycoplasma pneumoniae (Catrein et al. [106]) en el que se identifico el
88% del proteoma predicho o el proteoma de Streptococcus pneumoniae (Sun et al. [107]) en
el que se identifico el 60% del proteoma predicho. De esta manera se ha identificado el 81.7%
del proteoma predicho, quedando por identificar el 18.3%. Este tanto por ciento no
identificado puede ser debido a las limitaciones intrinsecas de la técnica o debido a que dichas

proteinas son expresadas en condiciones diferentes a las utilizadas en el presente trabajo.

Al aplicar la técnica de GeLCMS a las diferentes muestras proteicas de Mycoplasma genitalium
no solo se ha extendido el preexistente proteoma aportando una visién global del proteoma
en diferentes condiciones, sino que se han podido identificar también las proteinas

correspondientes a dos pseudogenes, MG199 y MG333, por lo que podemos afirmar que
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pueden reanotarse dichos MG como genes. Ademas también se ha identificado una nueva

proteina localizada en la regidn intergénica entre el MG469 y el MG470.

El cultivo de Mycoplasma genitalium en pase 2 de MM14 ha proporcionado unos resultados
muy interesantes, ya que se han identificado Unicamente 192 proteinas. Este dato demuestra
qgue el nimero de proteinas indispensables para la supervivencia de dicho microorganismo
esta cercano al limite inferior propuesto por Hutchison et al. [98]. En este trabajo se

establecieron entre 265 y 350 genes como los indispensables en este microorganismo.

En este capitulo no sélo se ha presentado el proteoma mas extenso de Mycoplasma

genitalium, sino también uno de los proteomas mas extensos publicados hasta el momento.
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IV.ANALISIS DEL PROTEOMA SOLUBLE EN TX-114 DE Mycoplasma genitalium

IV.B.1. Separacidén de fases de proteinas hidrofébicas con Tritén X-114: 2DE/MALDI

Uno de los puntos fuertes de la electroforesis bidimensional, ademas de poder identificar la
masa molecular (MW) y el punto isoeléctrico (pl), asi como proporcionar una vision global del
proteoma; es la capacidad de diferenciar modificaciones post-traduccionales, ya que
frecuentemente, aparecen como spots consecutivos, ya sea en el eje vertical, horizontal o una
combinacion de ambos [28]. Aprovechando estos puntos fuertes de esta técnica, se ha podido
obtener toda esta informacidn acerca de la composicién proteica de la fraccién soluble en TX-
114 de Mycoplasma genitalium. Inicialmente se utilizé un gradiente de pH de 3 a 10, pero
debido a que la mayoria de proteinas se localizaban en el rango de pH acido-neutro, también
se utilizé el rango de pH de 4 a 7 para poder aumentar la capacidad resolutiva de los geles 2D
en esta region de pH. Con los geles de 3-10 (figura IV.16) se obtuvo la imagen global de la
muestra obtenida en la separacidn de fase con TX-114. Con los geles del rango de pHde 4 a 7
(figura IV.17) se obtuvo una mayor resolucion que permiti6 una mejor separacion de
isoformas. Posteriormente a la separacidn de la muestra mediante los geles 2D, la
identificacion de los spots se realizd obteniendo la huella peptidica mediante espectrometria
de masas MALDI-TOF. El hecho de escoger tales gradientes permitié, aparte de una mayor
resolucidn, evitar la aparicion de multiples proteinas en un mismo spot, facilitar la aplicacién
de mayores cantidades de proteina para facilitar la deteccion de componentes minoritarios asi

como también localizar con mayor facilidad modificaciones post-traduccionales [78].

Utilizando esta técnica se pudieron identificar 49 proteinas distintas (10.3%) (Tabla 5-6,
anexo). Estas proteinas también fueron clasificadas segun la clasificacién COG (Tabla.IV.5) y se

les realizé el mismo tratamiento de datos que en casos anteriores.
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Fig.IV.16. 2DE de la muestra de separacion de fases con TX-114 de M. genitalium en el rango de pH de 3-10.
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Fig.IV.17. 2DE de la muestra de separacion de fases con TX-114 de M. genitalium en el rango de pH de 4-7.
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En este caso, se identificaron proteinas pertenecientes a quince de las veinte categorias COG.
Las categorias en las que no se identificaron ninguna proteina son: Transporte y metabolismo
de coenzimas (COG H), Biosintesis de metabolitos secundarios, transporte y catabolismo (COG
Q), Funcién desconocida (COG S), Mecanismos de transduccién de sefiales (COG T) y Tréfico

intracelular, secrecion y transporte vesicular (COG U).

Tabla.lV.5. Tabla de la clasificacidon en categorias COG de las proteinas identificadas en el ensayo de separacidn de
fases con TX-114 2DE/MALDI en M. genitalium.

Letra Categoria Estimadas | Identificadas | % *
C Conversion y produccion de energia 21 7 14.3
D Control ciclo celular, divisidn celular y particion cromosoma 5 2 4.1
E Transporte y metabolismo de aminoécidos 20 1 2
F Transporte y metabolismo de nucledtidos 21 5 10.2
G Transporte y metabolismo de carbohidratos 32 2 4.1
H Transporte y metabolismo de coenzimas 16 0 0
| Transporte y metabolismo de lipidos 9 1 2
J Traduccidn, biogénesis y estructura ribosomal 106 5 10.2
K Transcripcion 18 2 4.1
L Replicacidn, recombinacidn y reparacion 43 4 8.2
M Pared celular, membrana y biogénesis de envoltorios 12 1 2
(0] Modificaciones post-traduccionales, plegamiento proteinas y chaperonas 21 3 6.1
P Transporte y metabolismo de iones inorgénicos 23 1 2
Q Biosintesis de metabolitos secundarios, transporte y catabolismo 1 0
R Prediccion funciéon general 44 3 6.1
S Funcién desconocida 15 0 0
T Mecanismos de transduccidn de sefiales 0 0
U Trafico intracelular, secrecion y transporte vesicular 0 0
Vv Mecanismos de defensa 1 2
- No COG 110 11 22.4

* % de las proteinas identificadas respecto del total estimado.

El hecho de no haber identificado ninguna proteina de algunas de las categorias que contienen
proteinas de membrana, ya sean transportadores u otros enzimas (categorias H, Q, S, Ty U),
quiza se deba al bajo nivel de expresidén de éstas, de forma que estan por debajo del nivel de
deteccién del método de tincidén utilizado, o quizd también se deba a que son proteinas
extremadamente hidrofébicas que precipitan durante el proceso de isoelectroenfoque de la
electroforesis bidimensional. En el gradiente de pH de 3 a 10 se identificaron 45 proteinas
mientras que al aumentar la resolucion de la electroforesis 2D, usando el gradiente de pH de 4

a 7, se pudieron identificar 4 proteinas mds: MG045, MG252, MG307 y MG309.
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Una vez clasificadas todas las proteinas por su categoria COG, se realizaron también dos tipos
de graficos para poder representar y analizar visualmente los resultados. En primer lugar se
calculé la abundancia de cada categoria COG respecto el numero total de proteinas
identificadas. A continuacién se muestra en la figura IV.18 la representacion de las

abundancias de cada categoria COG respecto el total identificado.
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Fig.IV.18. Representacion de la abundancia de proteinas identificadas de cada categoria COG respecto el total
identificado en el ensayo de separacién de fases con TX-114 2DE/MALDI en M. genitalium.

El grupo mas abundante, igual que en el apartado anterior, fue el de proteinas sin funcion
asignada, el cual estaba formado por el 28.5 % (14 proteinas) de las proteinas identificadas. En
este caso, solo formaban parte de este grupo las proteinas que no tienen COG asignado y COG

R.

En segundo lugar, se calculé el nUmero de proteinas identificadas en cada categoria respecto al
total que hay predichas en cada una para evaluar que categorias estaban mds representadas,

resultados mostrados en la figura IV.19.
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Fig.IV.19. Representacion del tanto por ciento de identificaciones de cada categoria COG en el ensayo de
separacion de fases con TX-114 2DE/MALDI en M. genitalium.

Las categorias con el mayor nimero de proteinas identificadas respecto al total estimado son:
e Control ciclo celular, divisidon celular y particion cromosoma (COG D): 40%.
e Conversion y produccion de energia (COG C): 33.3%.

e Transporte y metabolismo de nucleétidos (COG F): 23.8%.

Por contrapartida, las categorias con menos proteinas identificadas respecto al total estimado
son:
e Transporte y metabolismo de iones inorganicos (COG P): 4.3%.

e Traduccidn, biogénesis y estructura ribosomal (COG J): 4.7%.

Como ya se ha comentado previamente, una de las principales ventajas de los geles 2D es que
proporcionan informacion acerca de abundancias relativas, punto isoeléctrico (pl) y masa
molecular (MW) de cada uno de los spots, mientras que esta informacién no se puede obtener
cuando se realiza el ensayo mediante GeLCMS.

Para poder obtener esta informacion de los geles 2D, una vez escaneados, se analizaron los
geles con un programa especifico. En este trabajo se utilizd el programa ImageMaster (GE
Healthcare). Este programa permite introducir los valores de masa molecular de las bandas del
marcador y del pl de los extremos de la tira. El programa genera unos ejes de coordenadas a
partir de los datos introducidos, proporcionando valores de pl y MW de cada spot mediante
extrapolacion. Ademas, permite seleccionar el diametro de cada spot, calculando asi el tanto
por ciento de volumen de cada spot respecto del total. Gracias a este dato se puede identificar

las proteinas mas abundantes en la muestra.
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Las proteinas mas abundantes en los extractos obtenidos en la separacién de fase con TX-114
son:

e Subunidad E1 B de la piruvato deshidrogenasa (MG273): 2.43% Vol.

e Pirofosfatasa inorgdnica (MG351): 2% Vol.

e Lipoproteina no caracterizada (MG338): 1.83% Vol.

e Lipoproteina putativa (MG260): 1.52% Vol

Las proteinas MG273 y MG351, segun el programa de prediccidon de la localizacion subcelular,
P-SORT, son citoplasmaticas, mientras que las proteinas MG338 y MG260 son predichas como
proteinas de membrana. En Mycoplasma pneumoniae, bacteria filogenéticamente muy
cercana a Mycoplasma genitalium, se ha demostrado la presencia de subunidad B de la
piruvato deshidrogenasa en la superficie celular ademas de observar que es la responsable de
la unién a fibronectina [108, 109]. La fibronectina es una glicoproteina dimérica presente en la
matriz extracelular (MEC) de la mayoria de los tejidos celulares animales. Este dato es de gran
relevancia ya que una proteina del metabolismo central existiria en dos formas una de ellas
catalizaria la reaccion de descarboxilacion oxidativa del piruvato y otra seria responsable de la
unién a la fibronectina de la matriz extracelular de la célula huésped. Es muy corriente que en
microorganismos se presenten proteinas de metabolismo con una segunda funciéon (proteinas
“moonlighting”), y esta a veces se localiza en la membrana.

La masa molecular (MW) y el punto isoeléctrico (pl) de los spots identificados determinados
mediante el programa ImageMaster fueron comparados con los valores tedricos, obtenidos a
partir de la secuencia de las proteinas. La mayoria de los valores tedricos /experimentales de
pl y MW fueron muy coincidentes en el 75% de los casos. En la Tabla 5-6 del anexo se detallan
los valores tedricos y los obtenidos experimentalmente. En el 25% de los casos (12 proteinas)
se observaron diferencias significativas ya sea en la masa molecular, en el pl o bien en ambos.
Respecto a variaciones en la MW, ha sido mas comudn que la masa experimental sea menor,
siendo en ocasiones un 10% de la estimada. Valores experimentales de MW menores a los
estimados podrian ser el resultado de procesos post-traduccionales como la protedlisis. La
protedlisis se podria dar por el efecto de proteasas en el extremo N-terminal, C-terminal o en
ambos. Las proteinas identificadas con menos MW a la estimada en las que no se han
identificado péptidos del extremo C-terminal son: MG040, MG191 (sélo la isoforma detectada
en el spot 20), MG260, MG307 y MG309. Por el contrario, las proteinas en las que sdlo se ha

identificado péptidos en el extremo C-terminal son: MG095, MG321 (sélo el spot 79) y
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V. Resultados y discusion

MG338. También se observé que hay 3 casos en los que la disminucién de la masa podria ser
debida a protedlisis en ambos extremos ya que no se identificaron péptidos en estas regiones.

Estos 3 casos son los MG185, MG421 y MG260 (spots 4-7 y 9). El caso mas relevante es el del
MGO067 ya que se observd una disminucién de la masa del 50% (59KDa a 26.5KDa) pero en su

secuencia se detectaron péptidos de ambos extremos, como se observa en la figura IV.20.

1 MLYRFWETGL AIFHIPGCILL SSCSFRESYIP TPSLEBHTVGH HHSTVHMTVI

a1l EH b
101 1
151 F
201 TAYAGIDPIN
251 LELDM E ITQEWIHER DATRELGDVE HNIFAKTEYAL
301 BYVTH Y0 FILGODEKWE FSOOQTSVLEKH YQKOQPLOORT V
351 TLTFHEDHKLT H! ITDLIN 1 i
401 ELFGYG I
451 1
301 I

W KEKQSTA NFFRTRTLES

" » T THIWR
isaly Lilivls

Fig.IV.20. Secuencia de la proteina MG067, en la que se muestra en rojo los péptidos identificados por

espectrometria de masas MALDI-TOF.

Si bien los casos de disminucion de masa han sido mayoritarios; en algun caso se ha observado
gue la masa experimental es mayor a la tedrica. Este aumento podria ser debido a la unidn
covalente de diferentes moléculas a la proteina.

Ademads de observar variaciones en la MW, como hemos comentado anteriormente, en los
geles 2D también se pueden identificar variaciones entre el pl tedrico y el identificado
experimentalmente. Las proteinas con diferencias de pl mas notables son: MG040, MG067,
MGO095, MG252, MG260, MG307, MG309, MG338, MG412, MG453, MG458, MG460, MG469 y
MGA470. Todas estas proteinas presentaban un pl experimental mas acido que el tedrico. El
caso del MG040, una lipoproteina no caracterizada, es el mas interesante debido a que uno de
los spots en los que se identificd si que presenta el pl estimado (pl 8.48), pero también se
identificd en otro spot con un pl notablemente mas 4cido (pl 4.2).

Al observar detenidamente los geles bidimensionales y el listado de proteinas identificadas se
hace evidente la presencia de isoformas de algunas de las proteinas, ya que se identifica la
misma proteina en diferentes spots con diferentes valores de pl y/o MW. Algunas de las
proteinas que se identificaron en diferentes spots, es decir, que presentaban diferentes
isoformas alineadas horizontalmente, presentan variaciones que concuerdan con posibles
procesos de fosforilacion. Las fosforilaciones son las modificaciones post-traduccionales (PTM)
mas comunes y son las que generan en los geles 2D un patrédn muy caracteristico, ya que se
observan como un tren de spots horizontales con la Unica diferencia de 0.6 puntos de pl hacia

el extremo bdsico [110]. En estos geles se identificaron tres proteinas que presentaban varias
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isoformas cuya variacion de pl concuerda con la modificacién por fosforilaciones. Estas

proteinas son:

e Subunidad B del componente E1 de la piruvato deshidrogenasa (MG273): identificada
en 6 spots, de los cuales 3 isoformas podrian haber sido generadas por procesos de
fosforilacién (spots 72, 74 y 75).

e Chaperona DnaK (MG305): identificada en 4 spots, de los cuales 2 concuerdan con
procesos de fosforilacién (spots 196 y 199).

e Chaperona GroEL 60 KDa (MG392): identificada en 3 spots, de los cuales 2 concuerdan

con procesos de fosforilacion (spots 25y 27).

Cabe mencionar que estas tres proteinas que aparecen con el patrén tipico de fosforilacién, ya
fueron identificadas como fosfoproteinas en el trabajo de Su et al. [84].

Ademas de estas proteinas, también se identificaron otras proteinas que también presentaban
isoformas dispuestas en trenes de spots pero que no concuerdan con el patrén generado por
procesos de fosforilaciones ya que el incremento en pl no es similar a 0.6. Estas proteinas son:
MGO003, MG045, MG210.1, MG231, MG274, MG298, MG321, MG351, MG399, MG407, MG412
y MG438.

En este experimento, no sélo se observaron isoformas que pudieran explicarse por procesos
de fosforilacién. En algunos casos se identificaron proteinas en varios spots con pl y MW
completamente diferentes a los estimados. Estas proteinas son:

e Lipoproteina putativa MG040 (31KDa pl 4.2; 23.4KDa pl 7.5).

e Lipoproteina putativa MG185 (24.8KDa pl 6.85; 30.2KDa pl 9.63).

e Proteina de adhesién MgPa MG191 (127.6KDa pl 6.85; 79.1KDa pl 7.55).

e Proteina con dominio DnaJ MG200 (99.1KDa pl 4.63"; 77.4KDa pl 5.67).

e Lipoproteina putativa MG321 (114.2KDa" pl 5.68; 41.7KDa pl 5.86).

*
Valores similares a los tedricos.
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IV.B.2. Separacion de fases de proteinas hidrofdbicas con Triton X-114: GeLCMS

Gracias a la separacion de la fraccién soluble en TX-114 mediante 2DE se obtuvo mucha
informacién acerca de las 49 proteinas identificadas, aunque lo mas probable es que no se
hayan identificado muchas otras debido a las incompatibilidades entre las proteinas
hidrofdbicas y su separacién mediante 2DE, que ya han sido comentadas con anterioridad. Por
este motivo, la fraccion soluble en TX-114 fue analizada también mediante la técnica GeLCMS.
La fraccién soluble en TX-114 fue separada en un gel SDS-PAGE al 10 % de acrilamida tal y

como se muestra en la figura IV.21.

Fig.IV.21. SDS-PAGE de la fraccion soluble en TX-114 de M. genitalium.

En la imagen (Fig.IV.21) se puede apreciar que en el carril de la muestra de fraccionamiento
con TX-114 en la parte inferior hay un patrén borroso de las bandas. Este patréon se observa
siempre que en la muestra hay cantidades importantes de tiourea.

Una vez separada la muestra mediante el gel SDS-PAGE se procedid a la separacion del carril
en 10 partes iguales, su digestion triptica y la posterior identificacion mediante GelLC-MS.
Gracias a la utilizacion de este protocolo se pudieron identificar 242 proteinas (50.9% del total
de ORFs predichos en el genoma) (Tabla 7, anexo). Cabe destacar que aun y haber identificado

5 veces mas proteinas que con el método anterior, 2DE-MALDI, hay 8 proteinas que fueron
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identificadas sélo con el método basado en la electroforesis bidimensional. Estas proteinas son

MGO003, MG034, MG050, MG083, MG252, MG363, MG421 y MG460.

Las proteinas identificadas fueron clasificadas también, segun la clasificacién COG (Tabla. 1V.6)
y se les realizé el mismo tratamiento de datos que en casos anteriores.

En este caso, se identificaron proteinas pertenecientes a diecinueve de las veinte categorias
COG, la categoria Q (Biosintesis de metabolitos secundarios, transporte y catabolismo) fue la

Unica categoria en la que no se identificd ninguna proteina, como en casos anteriores.

Tabla.lV.6. Tabla de la clasificacidn en categorias COG de las proteinas identificadas en el ensayo de separacidn de
fases con TX-114 y GeLCMS en M. genitalium.

Letra Categoria Estimadas | Identificadas | %*
C Conversién y produccion de energia 21 15 6
D Control ciclo celular, divisién celular y particién cromosoma 5 0.8
E Transporte y metabolismo de aminodcidos 20 2.4
F Transporte y metabolismo de nucledtidos 21 11 4.4
G Transporte y metabolismo de carbohidratos 32 11 4.4
H Transporte y metabolismo de coenzimas 16 2.4
| Transporte y metabolismo de lipidos 9 2
J Traduccidn, biogénesis y estructura ribosomal 106 59 23.4
K Transcripcion 18 7 2.8
L Replicacion, recombinacion y reparacion 43 19 7.6
M Pared celular, membrana y biogénesis de envoltorios 12 7 2.8
(0] Modificaciones post-traduccionales, plegamiento proteinas y chaperonas 21 13 5.2
P Transporte y metabolismo de iones inorganicos 23 11 4.4
Q Biosintesis de metabolitos secundarios, transporte y catabolismo 1 0 0
R Prediccion funcion general 44 14 5.6
S Funcién desconocida 15 3 1.2
T Mecanismos de transduccidn de sefiales 1 0.4
U Trafico intracelular, secrecién y transporte vesicular 5 2
Y Mecanismos de defensa 8 3 1.2
- No COG 110 54 21.4

* % de las proteinas identificadas respecto del total estimado.

Una vez clasificadas todas las proteinas por su categoria COG, se realizaron dos tipos de
graficos para poder representar y analizar visualmente los resultados. En primer lugar se
calculé la abundancia de cada categoria COG respecto el numero total de proteinas
identificadas. A continuacién se muestra en la figura V.22 la representacion de las

abundancias de cada categoria COG respecto el total identificado.
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Fig.IV.22. Representacion de la abundancia de proteinas identificadas de cada categoria COG respecto el total
identificado en el ensayo de separacidn de fases con TX-114 y GeLCMS en M. genitalium.

El grupo mas abundante fue el formado por proteinas sin categoria COG asignada o
pertenecientes a la categoria COG R (Prediccion funcion general) o a la categoria COG S (sin
funcién asignada) con un 28.2 % (71 proteinas). Ya que muchas de las proteinas identificadas
eran proteinas de las cuales no hay ninguna informacidén, ni siquiera la evidencia de que
existan, se decidid realizar una prediccién de la localizacién subcelular. Con tal objetivo, se
utilizé el programa bioinformatico PSORT para predecir la localizacién subcelular utilizando la

secuencia de estas 57 proteinas, obteniéndose los siguientes resultados:

- Membrana, cara citoplasmatica: 19 proteinas
- Desconocida: 22 proteinas.

- Citoplasmadticas: 9 proteinas

- Membrana, cara externa: 5 proteinas.

- Extracelular: 2 proteinas.

AuUn y aparecer 9 proteinas citoplasmaticas, analizando los resultados obtenidos con el PSORT,

a 4 de estas proteinas citoplasmaticas se les predice la presencia de hélices transmembrana.
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En segundo lugar, se calculd el nimero de proteinas identificadas en cada categoria respecto al
total que hay predichas en cada una para evaluar que categorias estaban mas representadas,

resultados mostrados en la figura I1V.23.

il

Fig.IV.23. Representacién del tanto por ciento de identificaciones de cada categoria COG en el ensayo de separacion
de fases con TX-114 y GeLCMS en M. genitalium.

Las categorias con el mayor numero de proteinas identificadas respecto al total estimado son:
e Conversion y produccion de energia (COG C): 71.4%.
e Trafico intracelular, secrecién y transporte vesicular (COG U): 71.4%.
e Modificaciones post-traduccionales, plegamiento proteinas y chaperonas (COG O):

61.9%.

Por contrapartida, las categorias con menos proteinas identificadas respecto al total estimado
son:

e Funcién desconocida (COG S): 20%.

e Mecanismos de transduccién de sefiales (COG T): 20%.

e Transporte y metabolismo de aminoacidos (COG E): 30%.

Otro resultado a destacar es la identificacion de la proteina perteneciente al MG288,
considerada como pseudogen. En este caso, también se ha realizado el Blast de la secuencia y
se ha encontrado homologia en Mycoplasma pneumoniae, con el gel MPN508 que codifica
para la familia de proteinas de exportacion de membrana. Gracias a esta identificacién se
corrobora la existencia del producto de este gen, el cual sélo ha sido identificado en este
capitulo, ya que no fue identificada mediante ninguna otra aproximacién realizada en el
trabajo que aqui se presenta. Por lo tanto este gen deberia dejar de ser considerado como un
pseudogen ya que en este trabajo se ha demostrado experimentalmente la existencia del

producto proteico del gen MG288.
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Entre las proteinas identificadas hay bastantes proteinas que han sido tradicionalmente
localizadas en el citoplasma, como son enzimas degradativos de polisacaridos,
oligonucledtidos, o proteasas. Los micoplasmas carecen de muchas rutas biosintéticas y
dependen de la internalizacién del medio externo de nucleétidos, aminodcidos, azucares y
lipidos. Recientemente, se ha descrito que muchos de los enzimas hidroliticos estan
localizados en la superficie celular en micoplasmas, y que pueden estar asociados a los
transportadores ABC para convertir macromoléculas a componentes mas simples o bien que
podrian jugar un papel importante en la patogenicidad [111]. Ademas, proteinas que han sido
consideradas tradicionalmente citoplasmaticas y de las cuales hay evidencias experimentales
de que su funcidn tiene lugar en el citoplasma, como el factor de elongacién Tu o la subunidad
B del componente E1 del complejo piruvato deshidrogenasa, tendrian parte de la poblacion de
éstas expuesta en la superficie celular en micoplasmas ademds de haber sido descritas como
potentes antigenos en varias especies de micoplasmas [112-114].

De entre las proteinas identificadas cabe destacar que la principal proteina de superficie
conocida implicada en la adhesién, MgPa (MG191), ha sido identificada asi como también

otros componentes implicados en la adhesién [115].

De entre las proteinas identificadas se observa un elevado nimero de proteinas ribosomales.
Este aspecto es realmente interesante ya que de las 242 proteinas que se identificaron, 37 son
ribosomales (15.3%). Debido a este elevado tanto por ciento de proteinas ribosomales
presentes en las fracciones solubles en TX-114, se buscd en la bibliografia si existian otros
trabajos en los que también se hubiera identificado proteinas ribosomales en fracciones
solubles en detergentes. En el trabajo publicado por Ramos et al. [116] se realizd un estudio
de la solubilidad secuencial del proteoma total de Escherichia coli. Un extracto de E. coli
sonicado fue solubilizado secuencialmente con 4 buffers: 40mM Tris (A1); 8M Urea, 4% CHAPS,
100mM DTT (A2); 5M Urea, 2M Tiourea 2% CHAPS, 2% SB3-10, 100mM DTT (A3); 1% SDS,
0.375M Tris (A4). Lo mas interesante de este trabajo es la informacién obtenida respecto a las
proteinas ribosomales, ya que la mayoria se identificaron en varias fracciones, algunas
proteinas ribosomales fueron identificadas en las cuatro fracciones. De las 37 proteinas
ribosomales identificadas en el ensayo de TX-114/GelLCMS realizado en el presente trabajo, 28
proteinas fueron identificadas en el estudio de Ramos et al. De estas proteinas ribosomales se
observd que 7 estaban presentes en una uUnica fraccion en el trabajo de Ramos et al. y dicha
fraccion nunca fue la Al (sin detergente). Esto quiere decir que dichas proteinas aun y ser
citoplasmaticas presentan una considerable hidrofobicidad. Las proteinas ribosomales

representan una proporcion significativa del proteoma liposoluble de M. genitalium. Aun y
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parecer poco coherente debido a su tradicional localizacion citoplasmatica, se ha demostrado
que los ribosomas interactian con el complejo de exportacion de proteinas de la bacteria
[117]. Por otra parte es sabido que las proteinas ribosomales son de las mas multifuncionales
que existen [118].

En el estudio de TX-114/2DE-MALDI, las proteinas ribosomales representaban el 4,1% de las
proteinas identificadas, en comparacion con el 15.3% del estudio de TX-114/GelLCMS. Esta
notable diferencia puede ser debida a que estas proteinas suelen ser muy basicas debido a la
presencia de cargas positivas que son necesarias para interaccionar con el DNA, con cargas
negativas, y en los geles bidimensionales los extremos, sobretodo el basico, no se resuelven

con tanta eficiencia como en los pl intermedios de la tira.

Al comparar los dos estudios realizados mediante el fraccionamiento con TX-114 se observé
que la distribucién de las proteinas identificadas en cada categoria COG es diferente. En el
ensayo TX-114/2DE-MALDI hay una notable abundancia relativa respecto al TX-114/GeLCMS
en las categorias: produccidn y conversién de energia (COG C) y control ciclo celular, division
celular y particion cromosémica (COG D). En cambio, en el ensayo de TX-114/GeLCMS no sélo
hay dos categorias con mayor abundancia relativa: traduccién, estructura ribosomal vy
biogénesis (COG J) y transporte y metabolismo de iones inorganicos (COG P), sino que también
hay proteinas identificadas en cuatro categorias sin representacion en el ensayo de TX-
114/2DE-MALDI. Estas cuatro categorias son: transporte y metabolismo de coenzimas (COG H),
funcion desconocida (COG S), mecanismos de transduccion de sefales (COG T) y trafico

intracelular, secrecidon y transporte vesicular (COG U).

Se podria pensar que el elevado nimero de proteinas identificadas con esta técnica se debe a
contaminacion de proteinas citoplasmaticas. Por ese motivo, se ha buscado alguna proteina en
el estudio en Mycoplasma pneumoniae [105] donde se miden el nimero de copias de cada
transcrito. Se ha seleccionado una proteina con un elevado nimero de copias, la MPN025,
fructosa-1,6-bifosfato aldolasa clase Il, homologa a MG023 en Mycoplasma genitalium que
presenta 1198 copias por célula. Aun y presentar este elevado niumero de copias por célula, no
se ha identificado en la fraccién soluble en TX-114, por lo que podemos inferir que si se han

dado casos de contaminacion, estos serian leves.

En los estudios protedmicos, no existe una técnica idénea. La mejor opcidn para poder
identificar el mayor nimero de proteinas presentes en una muestra y poder hacer una buena
cobertura de ésta es la combinacién de varias técnicas. Esta premisa se ha confirmado en este

apartado ya que en el trabajo con GeLCMS se han identificado 242 proteinas, mientras que
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mediante 2DE-MALDI se identificaron 49 proteinas. Aun y ser un numero bajo de
identificaciones en el ensayo con MALDI, 8 de las 49 proteinas identificadas no lo fueron
mediante GeLCMS.

Gracias a la combinacién de ambas técnicas, en la fraccidon soluble en TX-114 se identificaron

un total de 250 proteinas distintas correspondiente al 52.6% del proteoma total.
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IV.C. IDENTIFICACION DEL SURFOMA DE MYCOPLASMA GENITALIUM

Los resultados obtenidos en la separacion de fases mediante TX-114, proporcionan
informacion acerca de la hidrofobicidad de las proteinas. Que una proteina sea soluble en TX-
114 no es indicativo de su presencia en la membrana, simplemente nos informa que en la
célula se encuentra en un ambiente hidrofébico. Este ambiente hidrofébico no es exclusivo de
la membrana, también se encuentra en estructuras como el citoesquelto o en el interior de
grandes complejos proteicos.

Por este motivo no sélo es interesante saber que proteinas son hidrofébicas, sino saber cudles
de las proteinas presentes en la membrana presentan regiones expuestas hacia el espacio
extracelular. Estas regiones expuestas en la membrana plasmatica son la primera linea de
contacto con la célula huésped, las que permiten el reconocimiento y la adhesion de la
bacteria a la superficie y también, las que pueden generar una respuesta en el sistema inmune
del huésped, asi como en el caso de micoplasmas, coger sustratos necesarios para su
subsistencia. El estudio y andlisis de estas proteinas es mas complicado que el de las
citoplasmaticas debido a su reducida abundancia, su pobre solubilidad y la problematica en su
fraccionamiento sin contaminacidn de proteinas citoplasmdticas. Existen varias
aproximaciones para poder identificar y caracterizar estas proteinas; uno de los mas utilizados
en bacterias patdégenas Gram positivas es el “shaving” de la superficie celular. Esta
metodologia, que consiste en la protedlisis parcial de las proteinas accesibles a la proteasa en
la superficie celular, ha sido utilizada con éxito en varios patdgenos humanos [24, 119], pero
no estd muy clara su utilidad en bacterias Gram negativas, ya que estas carecen de pared
celular por lo que tienen una tendencia a lisarse con el tratamiento con proteasas. Esta lisis
provoca un aumento de falsos positivos de proteinas citoplasmaticas identificadas como si
estuvieran localizadas en la superficie celular. Mycoplasma genitalium aun y ser una bacteria
Gram positiva carece de pared celular por lo que esta técnica no es apropiada para el estudio
de las proteinas con regiones expuestas en la superficie celular.

Otro método alternativo es el marcaje de las proteinas de superficie con moléculas para su
posterior captura, aplicable a todos los tipos bacterianos ya que no compromete la integridad
celular. En primer lugar, y como ya se ha explicado anteriormente, se intentd realizar el
marcaje con biotina, pero este método fracasé en M. genitalium ya que el compuesto era
internalizado y marcaba todas las proteinas presentes en la célula, obteniendo el proteoma
total mas extenso identificado en M. genitalium. Por este motivo, se decidié realizar el marcaje

de superficie con compuestos fluorescentes, CyDye, a células intactas. Mediante esta
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metodologia los fluoréforos (CyDye) se unen especificamente a las lisinas presentes en las
regiones expuestas de las proteinas de membrana. En este experimento se obtiene
informacién no sdélo acerca de la expresion de las proteinas, sino también sobre si estan
expuestas en la superficie del microorganismo. El fluoréforo CyDye5 fue utilizado para el
marcaje de las regiones expuestas de las proteinas de membrana, emitiendo una fluorescencia
de color verde (670 nm) cuando es excitado (633 nm). En cambio, el fluoréforo CyDye3 fue
utilizado para el marcaje de las proteinas presentes en los extractos totales, emitiendo una
fluorescencia de color rojo (580nm) al ser excitado (532 nm). Debido a que ambas muestras
son separadas en el mismo gel, segun el filtro que se utilice en el escaner de fluorescencia se
obtendra la imagen de una u otra muestra, o incluso la imagen combinada. En muchos casos,
aunque la proteina tenga la sefal verde, también estard presente en el extracto total, por lo
que el spot presentard una tonalidad anaranjada o amarillenta, siendo proporcional la
intensidad del tono verde a su abundancia en la membrana respecto el total. Si por el
contrario, una proteina no tiene ninguna regién expuesta, no presentara marcaje de color
verde, por lo que se observard el spot completamente rojo. Para visualizar las muestras
marcadas con fluordforos es necesario el uso de un scanner especialmente equipado para la
poder excitar y colectar la luz emitida por los fluoréforos, ya que estos no son visibles en el
rango de longitudes de onda visibles. Asi, para realizar el picado de los spots que se desea
identificar es necesario realizar una tincién visible, en nuestro caso la tincion de plata. Al tefiir
el gel posteriormente mediante la tincidn de plata, la imagen del proteoma total nos servira de
guia para localizar las proteinas del surfoma y poder identificarlas. Ambos extractos fueron
separados en un Unico 2DE y posteriormente fueron escaneados mediante fluorescencia

(figura IV.24) y después el gel fue tefiido con plata (figura IV.25).

Una vez obtenidas y analizadas las imdagenes de los geles; 59 spots fueron picados, ya que
presentaban la sefial del fluoréforo de marcaje de regiones expuestas, de los cuales 34
pudieron ser identificados mediante espectrometria de masas MALDI-TOF, correspondiendo al
7.2% del proteoma total (Tabla 8, anexo). Estas 34 proteinas fueron también clasificadas segun
la clasificacion COG donde quedan representadas doce de las veinte categorias COG,

Tabla.IV.7.
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Fig.IV.24. 2DE con CyDye de rango de pH de 3-10 de las proteinas expuestas (verde) / proteoma total (rojo) de M.

genitalium.
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Fig.IV.25. 2DE con CyDye de rango de pl de 3-10 tefiido con plata de las proteinas expuestas / proteoma total de M.

genitalium.
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Las categorias COG en las que no se identificaron ninguna proteina con regiones expuestas
son: Control ciclo celular, division celular y particién cromosoma (COG D), Transporte y
metabolismo de nucleétidos (COG F), Transporte y metabolismo de coenzimas (COG H),
Transporte y metabolismo de lipidos (COG I),Transporte y metabolismo de iones inorganicos
(COG P), Biosintesis de metabolitos secundarios, transporte y catabolismo (COG Q), Funcién
desconocida (COG S), Mecanismos de transduccién de sefales (COG T) y Trafico intracelular,

secrecion y transporte vesicular (COG U).

Tabla.lV.7. Tabla de la clasificacidon en categorias COG de las proteinas identificadas en el ensayo de marcaje de
superficie mediante CyDye en M. genitalium.

Letra Categoria Estimadas | Identificadas | %*
C Conversidn y produccion de energia 21 5 14.7
D Control ciclo celular, divisidn celular y particién cromosoma 5 0
E Transporte y metabolismo de aminoécidos 20 1 2.9
F Transporte y metabolismo de nucledtidos 21 0
G Transporte y metabolismo de carbohidratos 32 2 5.9
H Transporte y metabolismo de coenzimas 16 0
| Transporte y metabolismo de lipidos 9 0
J Traduccion, biogénesis y estructura ribosomal 106 2 5.9
K Transcripcion 18 4 11.8
L Replicacién, recombinacién y reparacion 43 1 2.9
M Pared celular, membrana y biogénesis de envoltorios 12 1 2.9
(0] Modificaciones post-traduccionales, plegamiento proteinas y chaperonas 21 4 11.8
P Transporte y metabolismo de iones inorganicos 23 0
Q Biosintesis de metabolitos secundarios, transporte y catabolismo 1 0
R Prediccion funcion general 44 3 8.8
S Funcién desconocida 15 0
T Mecanismos de transduccién de sefiales 5 0
U Tréfico intracelular, secrecidn y transporte vesicular 0
\" Mecanismos de defensa 1 29
- No COG 110 10 29.4

* % de las proteinas identificadas respecto del total identificado.

Una vez clasificadas todas las proteinas por su categoria COG, se realizaron dos tipos de
graficos para poder representar y analizar visualmente los resultados tal y como se ha hecho
en el resto de ensayos previamente explicados. A continuacion se muestra, en la figura 1V.26,
la representacion de las abundancias de cada categoria COG respecto el total identificado y la

representacion del tanto por ciento de identificaciones de cada categoria COG (figura IV.27).
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Fig.IV.26. Representacion de la abundancia de proteinas identificadas de cada categoria COG respecto el total

identificado en el ensayo de marcaje de superficie mediante CyDye en M. genitalium.
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Fig.IV.27. Representacion del tanto por ciento de identificaciones de cada categoria COG en el ensayo de marcaje
de superficie mediante CyDye en M. genitalium.

El grupo mas abundante, igual que en el apartado anterior, fue el de proteinas sin funciéon
asignada, el cual estaba formado por el 38.2 % (13 proteinas) de las proteinas identificadas.
Otra vez, queda patente la carencia de informacién que existe en referencia a este

microorganismo.
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Las categorias con el mayor nimero de proteinas identificadas respecto al total estimado son:
e Conversion y produccion de energia (COG C): 23.8%.
e Transcripcion (COG K): 22.2%.
e Modificaciones post-traduccionales, plegamiento proteinas y chaperonas (COG O):

19%.

Por contrapartida, los grupos con menos proteinas identificadas respecto al total estimado
son:
e Traduccion, biogénesis y estructura ribosomal (COG J): 1.8%.

e Replicacidn, recombinacién y reparacién (COG L): 2.3%.

Los spots que presentaron una mayor intensidad de senal verde son: proteina de adhesion
MgPa (MG191), proteina P65 rica en prolina (MG217), proteina no caracterizada MG218.1,
proteina hipotética conservada (MG269), proteina accesoria de citoadherencia HMW3
(MG317), proteina OsmC similar (MG427) y factor de elongacién Ts (MG433). El hecho de que
estas presenten una coloracién exclusivamente verde indica que no han sido marcadas
durante la obtencidn del extracto total. La explicacidén del porqué estas proteinas no presentan
la sefial del fluoréforo de extracto total podria ser debido a la baja representacion de estas en
un extracto total.

Las proteinas que presentaron una sefial intensa de marcaje de membrana pero que también
presentaba la sefal del extracto total, visualizdndose como spots amarillo-naranja son:
subunidad B DNA girasa (MGO003), ipeothipotética MG117, factor de elongacion
transcripcional NusA (MG141), subunidad a RNA polimerasa directa de DNA (MG177), proteina
con dominio (MG200), factor de elongacién transcripcional GreA (MG282), proteina chaperona
DnaK (MG305), lipoproteina putativa (MG321), proteina hipotética conservada (MG377),
fosfopiruvato hidratasa (MG407) y L-lactato deshidrogenasa/malato deshidrogenasa (MG459).
En este experimento, el objetivo era la identificacién de las proteinas que presentan regiones
expuestas en la membrana. Aln y asi, para confirmar que las proteinas marcadas con el
fluoréforo de color rojo (CyDye3) eran proteinas citoplasmaticas se picaron dos proteinas con
sefial roja muy intensa. Estas proteinas fueron identificadas como: proteina ribosomal S2
(MG070) y dihidrolipoamida deshidrogenasa (MG271), ambas, en principio proteinas

citoplasmaticas.
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Un dato realmente a destacar es el hecho de identificar en este experimento proteinas como:
DNA girasa subunidad B (MGO003), fructosa bifosfato aldolasa (MGO023), piruvato
deshidrogenasa subunidad B (MG273) y enolasa (MG407). Estas pramas no es de esperar

identificarlas expuestas en la superficie del microorganismo. En el caso de la DNA girasa
subunidad B (MGO003), se observé que era necesaria para formar el complejo de membrana de
preiniciacidon oriC (OMC) y también para un posterior inicio de la replicacién del cromosoma
[120]. Ademas, en Escherichia coli se ha observado que la presencia de inhibidores de la DNA
girasa hacen a la célula susceptible a niveles bajos de detergentes [121]. La proteina fructosa
bifosfato aldolasa (MGO023) en Neisseria meningitidis fue identificada como proteina
moonlighting cuando una nueva funcidn extra fue descrita ademas de la funcién enzimatica.
Esta nueva funcidn es la unidon a moléculas del huésped para conseguir una éptima unidn a las
células humanas [122] por lo que debe estar expuesta en la superficie celular. La proteina
piruvato deshidrogenasa subunidad B (MG273) en Mpycoplasma pneumoniae une a la
fibronectina de la célula huésped tal y como se ha comentado previamente. Las interacciones
entre las bacterias patogénicas y los componentes de la matriz extracelular son realmente
relevantes en la iniciacion y establecimiento de la infeccidon [109]. La proteina enolasa en
Lactobacillus jensenii (homologa a MG407 de Mycoplasma genitalium) inhibe la interaccion
entre Neisseria gonorrhoeae y las células epiteliales a través de interacciones de esta proteina

con la fibronectina de la matriz extracelular [123].

Gracias a la separacién de las muestras en geles bidimensionales, en este experimento ademas
de la informacién que proporciona la sefial de los fluoréforos también podemos obtener
informacidn acerca del pl y MW de los spots. Los trenes de spots se observan como una linea
horizontal de 2 o mas spots. Si el incremento en pl entre un spot y el siguiente es de 0.6, este
dato puede ser indicativo que la PTM que ha generado esa isoforma sea una fosforilacion. Se
observaron cuatro proteinas que presentaban varias isoformas formando trenes de spots que

podrian estar generados por procesos de fosforilacion. Estas proteinas son:

e Subunidad B del componente E1 de la piruvato deshidrogenasa (MG273): presentaba 3
isoformas de coloracion naranja (F3-H3).

e Fosfotransacetilasa (MG299): de las 3 isoformas que se identificd, 2 concuerdan con
procesos de fosforilacion (A4 y B4).

e Proteina chaperona DnaK (MG305): se identificé en 5 spots diferentes. De estos, 3
presentaban una coloracién naranja dispuestos como tren de spots, con una

separacion entre ellos que concuerda con la PTM de fosforilacién (C1-E1).
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e Enolasa/fosfopiruvato hidratasa (MG407): se identific en los spots E2 y G2.

Todas ellas ya fueron descritas como fosfoproteinas en el trabajo de Su et al. [84].

Ademads de estas proteinas, se identificaron otras que también presentan isoformas dispuestas
en trenes de spots, pero que no estaban generados por fosforilaciones ya que la el incremento
en pl no es similar a 0.6. Estas proteinas son: MG045, MG141, MG274, MG377, MG392 y
MG438.

Ademas de las isoformas generadas por procesos de fosforilacion, también se identificaron
isoformas generadas por otras PTMs. Estos spots presentaban variaciones tanto en el pl como
en el MW. Estas proteinas son: proteina de adhesiéon MgPa, MG191 (80 KDa pl 9.31"; 93 KDa pl
7.00; 43.4 KDa pl 7.72); fosfotransacetilasa, MG299 (36.2 KDa" pl 6.99*; 29 KDa pl 3.94);
chaperona molecular Dnak, MG305 (81.5 KDa" pl 6.66 color naranja; 27.2 KDa pl 7.06 color
verde); proteina accesoria de citoadherencia HMW3, MG317 ( 108.3 KDa pl 8.18; 39.1 KDa pl
6.81*); y proteina similar OsmC, MG427 ( 25.1 KDa pl 6.86 color verde; 13 KDa’ pl 6.46 color
naranja).

* . . . . 7 4.
Valores similares a los estimados informaticamente

En este experimento, los geles DIGE revelaron informacién muy importante respecto dos
proteinas. Las proteinas MG305 (chaperona molecular DnaK) y la MG427 (proteina similar a
OsmC) fueron identificadas en diferentes spots, pero sélo una de las isoformas presentaba
marcaje de superficie y la otra no. Las isoformas de estas proteinas que presentaban el
marcaje de superficie son: chaperona molecular DnaK (MG305) 27.2KDa con un pl 7.06 y la
proteina similar a OsmC (MG427) 25.1KDa con un pl 6.86. Estas proteinas auln y estar descritas
como citoplasmaticas, han sido identificadas en la membrana de Mycoplasma genitalium en
este trabajo. En trabajos anteriores, ambas proteinas también fueron identificadas en la
superficie de la membrana de otras bacterias. En Mycobacterium tuberculosis la chaperona
molecular DnaK fue identificada en la superficie de la bacteria para facilitar una eficiente
asociacién del microorganismo a los macréfagos del huésped [124]. En el caso de Mycoplasma
genitalium esta proteina se identificd en la superficie bacteriana como una isoforma con la
mitad de la masa molecular que la citoplasmatica (Unicamente con sefial roja del fluoréforo).
Esta reduccidn en la masa puede estar provocada por procesos de protedlisis en el extremo C-
terminal, ya que no se pudo identificar péptidos en el extremo C-terminal (451-595

aminoacidos), tal y como se muestra en la figura IV.28.
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Fig.IV.28. Secuencia de la proteina MG305, en la que se muestra en rojo los péptidos identificados por

espectrometria de masas MALDI-TOF.

La proteina similar OsmC (MG427) se identificd en la superficie celular de Mycoplasma
gallisepticum [125]. La funcidn de esta proteina en la superficie celular de esta bacteria es la
unién con heparina que facilita la adhesion y la colonizacion de la célula huésped. En este caso,
la reduccidn de la masa de la isoforma con marcaje de membrana es de un 50% respecto a la
masa de la isoforma citoplasmatica (Unicamente con sefial roja del fluoréforo). En este caso,
sorprendentemente, se identificaron péptidos de ambos extremos aun y haberse detectado la

proteina con un peso molecular inferior al estimado, tal y como se muestra en la figura 1V.29.

1 MDKKYDITAV LNDDSSINAV SDNFQITLDA RPKEKSKGIN PLSAFLAGLA
51 ACELATANAM AAAKMITLNK ALINIKGYRL TNPSDGYFGL RELNIHWEIH
101 SPNEEEEIKE FIDFVSKRCP AHNTLHGTSN FKINISVTLV H

Fig.IV.29. Secuencia de la proteina similar OsmC (MG427) en la que se muestran en rojo los péptidos identificados

por espectrometria de masas MALDI-TOF.

Todas las proteinas identificadas como presentes en la superficie celular son potenciales
dianas para el diagndstico clinico, como también para el seguimiento bacteriano. De entre las
proteinas identificadas, hay algunas proteinas que ya habian sido detectadas en la superficie
celular, como la MgPa (MG191) [115] o la P65 (MG217) [126]. La chaperona GroEL, predicha
originalmente como citoplasmatica, desarrolla un papel importante en el plegamiento de
muchas proteinas, pero ademds también se le ha descrito su presencia en la superficie celular
donde desempefia un papel crucial en la adhesion de bacteriana en otros microorganismos
[127, 128].

En esta parte del trabajo se ha presentado la identificacion de proteinas de membrana que
tienen expuestas regiones al medio extracelular. Algunas de estas proteinas ya habian sido
descritas con dicha localizacidn, mientras que otras es la primera vez que se describen en esta

localizacion.
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IV.D. INMUNOMA

El objetivo en este apartado es estudiar las proteinas inmunoreactivas de Mycoplasma
genitalium mediante SERPA (Serological proteome analysis, analisis serolégico del proteoma).
Esta técnica permite identificar las proteinas de Mycoplasma genitalium que generan una
respuesta inmune en el huésped.

Mycoplasma genitalium es el agente etioldgico de uretritis no-gonococal en hombres y de
cervicitis en mujeres, asi como también esta asociado con otras enfermedades genitales [13].
Debido a que es un microorganismo patogeno, es crucial conocer que proteinas generan en el
huésped respuesta inmune. Si una proteina genera respuesta inmune en el huésped, esto es
indicativo que esta proteina se encuentra en la primera linea de reconocimiento patdgeno-
huésped. El mecanismo por el que Mycoplasma genitalium infecta las células humanas es hoy
en dia desconocido y tampoco se conocen todas las proteinas implicadas en este proceso.
Gracias a la aplicacion de técnicas de inmunoprotedmica se han podido identificar las
proteinas inmunoreactivas de este micoplasma. La metodologia aplicada al analisis del
proteoma seroldgico (SERPA) estd basada en la electroforesis bidimensional seguida de la
transferencia tipo western y la identificacién de las proteinas, mediante espectrometria de
masas, para examinar y comparar los perfiles séricos frente al proteoma total de Mycoplasma
genitalium. Para disefar este experimento, se utilizé el trabajo de Oleaga et al. [129] como
guia, donde se explica con gran detalle todo el procedimiento. Esta metodologia también ha
sido utilizada en otros organismos como Mycobacterium tuberculosis [130], Streptococcus
pneumoniae [131], Candida albicans [132] y Neisseria meningitidis [133]. Para conseguir el
objetivo planteado en este apartado, se han utilizado tanto sueros de pacientes infectados (14
individuos) diagnosticados como infectados por dicho microorganismo, como también sueros
de controles (11 individuos). Se decidid6 formar estos dos subgrupos, donantes sanos y
pacientes infectados, ya que recientemente se ha publicado que Mycoplasma genitalium tiene
una prevalencia muy elevada entre la poblacién femenina [134]. De esta manera, no sdlo
trataremos de identificar las proteinas contra las que se generan anticuerpos cuando se entra
en contacto con esta bacteria, sino también las proteinas que generan respuesta inmune en

situacion de infeccidn.

Este experimento ha sido posible gracias a la colaboracion de compafieros del "Institut de
Biotecnologia i de Biomedicina" de la Universidad Auténoma de Barcelona que donaron su

sangre para poder disponer de sueros control y también gracias a la colaboracién del Doctor
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Guillermo Ezpeleta del Hospital de Basurto (Bilbao), que facilitd los sueros de pacientes

infectados y diagnosticados con dicho microorganismo.

El primer paso que se realizd fue comprobar la inmunoreactividad de los diferentes sueros,
tanto de los controles como de los pacientes, frente a extractos proteicos totales de
Mycoplasma genitalium. En la figura V.30, se observa el western obtenido al incubar con cada
uno de los sueros control.
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Fig.IV.30. Western-blot de los sueros control.

Sorprendentemente, todos los sueros control dieron positivo, es decir, reaccionaron contra
alguna proteina de Mycoplasma genitalium aun y ser obtenidos de personas asintomaticas
sanas. Quizds esto corrobora la hipdtesis de que este microorganismo forma parte de la flora
urogenital y por eso se observa reactividad frente algunas proteinas o que un tanto por ciento
muy elevado de la poblacién estad en contacto con dicho microorganismo. Para validar una de
las dos hipodtesis habria que realizar el estudio con donantes que no hayan tenido relaciones
sexuales. Si en estos donantes se observara sefial, seria un indicativo de la existencia de dicho

microorganismo en la flora bacteriana [135].
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En la figura IV.31 se observa el western obtenido al incubar con los sueros de cada uno de los

pacientes.
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Fig.IV.31. Western-blot de los sueros de pacientes.

Tanto en los westerns de controles como en lo de pacientes, aparece una banda comun a
todos, que en el caso del paciente P12 es muy intensa, mientras que el resto del patrén
obtenido varia entre carriles. El nimero de proteinas reconocidas es variable en cada suero. Es
posible que esto represente las diferencias innatas en cada individuo en la respuesta inmune a
los antigenos o a variaciones a la exposicidn a antigenos en los diferentes pacientes debido a
variaciones en los tiempos de tratamiento o a la severidad en la enfermedad.

Una vez evaluada la inmunoreactividad del suero de cada individuo, tanto control como
paciente, se separd la muestra proteica total de Mycoplasma genitalium en geles 2DE para
posteriormente transferirlo a una membrana. Para poder estandarizar ambos grupos,
controles y pacientes, se realizd un pool de sueros para poder realizar western-blots que
fueran representativos de cada grupo. En el caso de los controles solo se utilizaron los
controles 6-11, ya que los controles 1-5 generaban un patrén poco definido.

En la figura 1V.32 se muestra el 2DE-western obtenido con el pool de sueros control y en la

figura 1V.33, el obtenido con el pool de sueros de pacientes infectados.

165



IV. Resultados y discusion
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Fig.IV.32. Western-blot del proteoma total en rango de pl de 3-10 de M. genitalium incubado con el pool de sueros

control.
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Fig.IV.33. Western-blot del proteoma total en rango de pl de 3-10 de M. genitalium incubado con el pool de sueros

de pacientes infectados.
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En paralelo a los geles 2DE para transferir a membranas para los westerns, se realizé un gel

2DE adicional que fue tefiido con plata (figura IV.34) para poder picar los spots que en los

westerns dieron sefal. De esta manera se identificaron las proteinas antigénicas en el gel

teiiido en plata.

MW (KDa)

120 1
100
0
80

i

i
H] [
s
F
L 2
-

w|¥ 413 '

50

20

]
-
- -

al
e 2

mu

».

10

Fig.IV.34. 2DE del proteoma total en rango de pH de 3-10 de M. genitalium teiido con plata.

Gracias a esta técnica se pudieron identificar un total de 39 spots correspondientes a 19

proteinas inmunoreactivas (4%) (Tabla 9, anexo). Estas proteinas fueron clasificadas siguiendo

las categorias COG, Tabla.lV.8, obteniendo representantes de sélo siete grupos y también

proteinas sin COG asignado, grupo con mas proteinas identificadas (26.3%).

Tabla.lv.8. Tabla de la clasificacién segun las categorias COG de las proteinas identificadas mediante

inmunoprotedmica en M. genitalium.

Letra Categoria Estimadas | Identificadas | %*
C Conversion y produccion de energia 21 4 21.1
E Transporte y metabolismo de aminodcidos 20 1 53
J Traduccidn, biogénesis y estructura ribosomal 106 1 53
K Transcripcion 18 1 5.3
(0] Modificaciones post-traduccionales, plegamiento proteinas y chaperonas 21 3 15.8
R Prediccién funcion general 44 3 15.8
Vv Mecanismos de defensa 8 1 5.3
- No COG 110 5 26.3

* % de las proteinas identificadas respecto del total identificado.
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Para visualizar mejor los resultados y poder apreciar la abundancia de cada categoria se realizd

la representacion grafica de los resultados, como se muestra en la figura 1V.35.
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Fig.IV.35. Representacion de la abundancia de cada categoria COG de proteinas identificadas en el ensayo mediante

inmunoprotedmica en M. genitalium.

En los sueros control se identificaron 13 proteinas, mientras que en los sueros de pacientes
fueron identificadas 19. Muchas de estas proteinas fueron identificadas en mas de un spot, a
menudo con la misma masa molecular pero con diferentes valores de punto isoeléctrico. El
hecho de que las diferentes isoformas de una misma proteina sean reconocidas por los
anticuerpos implica que estas retienen su inmunogenicidad o bien que existen diferentes

anticuerpos contra la misma proteina.

Al comparar los resultados obtenidos con los ensayos anteriores (fraccionamiento con TX-114
y marcaje de superficie con CyDye), se observé que el 100% de las proteinas identificadas en
este capitulo se habian identificado en uno o ambos ensayos anteriores. Mas concretamente,
el 42% (8 proteinas) se identificaron en ambos métodos, el 11% (2 proteinas) sélo en el ensayo
de fraccionamiento con TX-114 y el 47% (9 proteinas) sélo en el ensayo de marcaje de
superficie con CyDye. De esta manera se corroboré en el caso de Mycoplasma genitalium, que
las proteinas inmunoreactivas se encuentran mayoritariamente expuestas en la membrana, ya
que 17 de las 19 proteinas identificadas se detectaron mediante el marcaje especifico de
regiones expuestas en la membrana (CyDye). Las otras dos proteinas se identificaron como
hidrofébicas mediante el fraccionamiento con TX-114. A pesar de haberse identificado estas

dos proteinas en la fraccidon de TX-114, no implica que forzosamente tengan que estar en la
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membrana, pero el hecho de que generen respuesta inmune si que implica que son accesibles
de algin modo al sistema inmune del huésped. Estas dos proteinas son la MG020: prolina

iminopeptidasa y la MG399: FOF1 ATP sintasa subunidad B.

Observando la sefial obtenida en ambos westerns, las proteinas que proporcionan una mayor
sefial son:

e Proteina hipotética: MG218.1 (spot 25).

e Subunidad E2 a-keto acido deshidrogenasa: MG272 (spot 9).

e Proteina accesoria de citoadherencia HMW3: MG317 (spot 16).

e Chaperona GroEL: MG392 (spot 20).

En el caso del MG317 cabe destacar que es reconocido por ambos pools de sueros, pero una
de las isoformas de esta proteina da sefal exclusivamente en el western incubado con el suero
de pacientes.
Mediante el disefio de este experimento no sélo se pretendia identificar las proteinas
inmunoreactivas de Mycoplasma genitalium, sino identificar si existia alguna proteina
diferencial entre controles y pacientes. Comparando ambos westerns se pudieron identificar
seis proteinas en las membranas incubadas con el pool de sueros de pacientes, que no se
observaron en las membranas incubadas con el pool de sueros de controles. Estas proteinas
diferenciales fueron identificadas como:

e Proteina adhesién MgPa: MG191 (spot 4).

e Hidrolasa Cof similar (dominio haloacido deshalogenasa hidrolasa): MG265 (spot 8).

e Factor de elongacion transcripcional GreA: MG282 (spot 11).

e Fosfotransacetilasa: MG299 (spot 12).

e Chaperona molecular DnaK: MG305 (spot 14).

e Proteina con dominio de restriccién/modificacién especifico de DNA tipo I: MG438
(spot 19).

Estas seis proteinas fueron identificadas en el ensayo de marcaje con CyDye con coloracién
verdosa, es decir expuestas en la superficie del microorganismo, excepto en los casos MG265 y
MG299 que presentan una coloracidon naranja-amarillo, indicando que coexisten formas
expuestas en la superficie del microorganismo y formas citoplasmaticas. Las proteinas MG191,
MG305 y MG438 también fueron identificadas en el fraccionamiento con TX-114. De estas 6

proteinas, MG299 y MG305, fueron observadas como trenes de spots que podrian estar
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generados por procesos de fosforilacion en el ensayo de marcaje de superficie mediante CyDye

y de hecho ya fueron descritas como fosfoproteinas en el trabajo de Su et al.[84].

Algunas de estas proteinas tienen una funcién citoplasmatica. La explicacién mas factible para
esta respuesta inmune seria que se haya generado durante un periodo de septicemia en el
cual las células de Mycoplasma genitalium mueren liberando su contenido citoplasmatico a la
circulacion, pero en algun caso se ha demostrado en este trabajo la presencia de alguna
isoforma en la superficie celular. Si se tratase de proteinas liberadas como resultado de un
periodo de septicemia que genera una liberacion del contenido citoplasmatico de M.
genitalium al torrente sanguineo, estos no serian, desafortunadamente, buenos candidatos
para el desarrollo de vacunas o farmacos contra este microorganismo ya que no serian

proteinas accesibles al sistema inmune durante el periodo de infeccidn del huésped.

Se han identificado 6 proteinas como causantes de respuesta inmune diferencial entre
donantes sanos y pacientes infectados, detectadas exclusivamente en pacientes infectados.
Hasta el momento, no se habia descrito esta funcidn inmunoreactiva para la mayoria de ellas.
Por este motivo, se buscd informacion bibliografica sobre estas proteinas y su posible
capacidad inmunogénica. La proteina de adhesion MgPa (MG191) ha sido descrita como
esencial para la adhesion celular en M. genitalium [115]. Esta proteina como se puede ver en
los resultados mostrados en el presente trabajo es muy inmunogénica, necesaria para la
adhesién del microorganismo y sélo es reconocida por el suero de pacientes infectados.

En Mycobacterium avium se ha demostrado que el factor de elongaciéon transcripcional GreA
(MG282) genera una respuesta inmune diferencial entre ovejas controles e infectadas [136],
generando respuesta soélo en las ovejas infectadas. En el caso de chaperona DnaK (MG305),
existe un estudio de las infecciones generadas por Burkholderia mallei (causante de la
enfermedad llamada muermo, considerada como zoonosis) en el que se detectaron
anticuerpos contra dicha proteina en ganglios tanto de humanos como de ratones infectados
[137]. En este trabajo de Amemiya et al. se observé que la sefal obtenida por la chaperona
GroEL era mas intensa que la obtenida para la DnaK. En M. genitalium ambas proteinas han
sido detectadas pero la sefial obtenida para la DnaK era mayor que la obtenida para la
chaperona GrokEl.

Un caso diferente es el de la proteina fosfotransacetilasa o fosfoacetiltransferesa (MG299). En
muchas bacterias patogénicas se ha detectado que el acetilfosfato sirve como sefial global de
patogénesis [138]. En el caso de infeccion por Borrelia burgdorferi (causante de la enfermedad

de Lyme) en ratdn se observé que el aumento de la actividad de este enzima en el huésped
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reduce parcialmente la infeccién. En Mycoplasma genitalium, a partir del analisis realizado en
este trabajo, se ha detectado que el sistema inmune del huésped genera anticuerpos contra la
fosfotransacetilasa bacterial. En cambio en el estudio con Borrelia, lo que se detectd es que
aumenta la funcién del enzima en el huésped [139]. Habria que analizar si en la célula huésped
infectada por M. genitalium también se observa un aumento de la actividad de este enzima.

En el caso de la proteina Cof hidrolasa similar (MG265) como de la proteina con dominio de
restriccion/modificacion especifico de DNA tipo | (MG438) no se encontrd ningun trabajo en el
gue se la relacionara con la respuesta inmune en el huésped. Con lo que esta es la primera vez

gue se relaciona a estas proteinas con la respuesta inmune del huésped.

Para evaluar la fiabilidad de esta técnica se realizé la identificacion de un spot muy abundante
en el gel tefiido con plata (spot anotado como X en la figura IV.41) pero que no aparece en las
membranas de westerns. Este spot se escindid del gel para ser identificado y correspondia a la
subunidad B de la piruvato deshidrogenasa (MG273). Esta proteina fue identificada en el
ensayo de fraccionamiento de TX-114 y también mediante el marcaje de superficie con CyDye.
Esta observacién indica que aun y estar presente en la membrana y en abundancia, no genera
respuesta inmune en el huésped por lo que no se dan procesos de identificacion inespecifica

en este ensayo.

A parte de las proteinas especificas de los sueros de pacientes, también se identificaron seis
proteinas en el inmunoma, las cuales dan sefial tanto en sueros control como en pacientes
infectados y ademads, estas no fueron identificadas en el surfoma. Estas proteinas son la
prolina iminopeptidasa (MGO020), hidrolasa Cof similar (MG263), gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (MG301), HMW3 proteina accesoria de citoadherencia (MG312), acetato
quinasa (MG357) y la subunidad B de la ATP sintasa FOF1 (MG399). Estas proteinas
presentaron sefial en ambos westerns. La proteina gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(MG301) fue localizada en la superficie celular de Mycoplasma genitalium donde se ha
demostrado que interacciona con proteinas de la célula huésped y juega un papel clave en la

adhesion a las mucinas humanas [140].

En este experimento también se identificaron cinco proteinas que generaban respuesta
inmune tanto en los controles como en los pacientes y que también fueron identificadas en el
ensayo del surfoma. Estas proteinas son: proteina con dominio similar a Dnal (MG200),
subunidad a del componente E1 de la piruvato deshidrogenasa (MG274), chaperona GroEL

(MG392), factor de elongacion Tu (MG451) y lactato deshidrogenasa (MG460). La proteina con
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dominio similar a Dnal (MG200) ha sido descrita en Mycoplasma genitalium como esencial
para la adhesién celular y para el desarrollo de la organela terminal [115]. La subunidad a del
componente E1 de la piruvato deshidrogenasa (MG274) y la lactato deshidrogenasa (MG460)
han sido descritas como unas de las proteinas de membrana mas inmunogénicas en
Mycoplasma genitalium [141] y en Neospora caninum [142] respectivamente. La chaperona
GroEL (MG392) en Mycobacterium tuberculosis facilita la eficiente asociacidon de la bacteria
con los macréfagos [124]. El factor de elongacién Tu (MG451) en Mycoplasma pneumoniae
presenta la capacidad de unién a fribronectina [143]. Las interacciones entre las bacterias
patogénicas y componentes de la matriz extracelular juegan un papel clave para el inicio y el

establecimiento de la infeccién [109].

Aungue hay un trabajo previo publicado en el cual se evalud la respuesta inmune de conejo
frente a la proteina mas inmunogénica de Mycoplasma genitalium, MgPa [144], los resultados
mostrados en el presente trabajo representan el primer andlisis de la induccién natural de la
respuesta inmune humana contra la infeccion por Mycoplasma genitalium con implicaciones
no sélo para el entendimiento de dicha respuesta inmune sino también para la identificacion
de las proteinas que producen una sefial diferencial entre controles y pacientes.

Los antigenos identificados demuestran que los pacientes infectados con Mycoplasma
genitalium presentan una respuesta inmune variable contra una amplia gama de antigenos de
dicho microorganismo. Los sueros testados contienen anticuerpos capaces de reconocer un
rango de proteinas de Mycoplasma genitalium, algunas de las cuales es la primera vez que se
demuestra su accesibilidad en la superficie de las células de Mycoplasma genitalium para las

1gGs.
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IV.E. CONCLUSIONES

= Se ha identificado el 85.3% de los ORFs predichos en el genoma de Mycoplasma
genitalium, siendo el andlisis protedmico mas extenso realizado en este microorganismo y

una de las coberturas de proteoma mas extensa hasta la fecha.

= Se ha desarrollado un nuevo protocolo para la identificacidon del proteoma total mediante

biotina en Mycoplasma genitalium.

= Se ha identificado y confirmado la existencia de las proteinas codificadas por los genes
MG199, MG288 y MG333 previamente anotados como pseudogenes, asi como de una

nueva proteina localizada en la regidn intergénica entre MG469 y MG470.

= Mediante crecimiento en medio minimo MM14 se ha determinado que el proteoma

indispensable se reduce a 192 proteinas.

= Se han determinado las proteinas solubles en TX-114, se han identificado 250 proteinas,
presentando varias isoformas con diferencias relevantes en cuanto la masa molecular y el
punto isoeléctrico. Asimismo, en esta fraccion aparecen numerosas proteinas
generalmente consideradas citoplasmaticas (p.e. proteinas ribosomales, subunidad B de la

piruvato deshidrogenasa, ...).

= Se ha determinado el Surfoma de Mycoplasma genitalium. Se han identificado 34
proteinas con regiones expuestas en la membrana mediante el marcaje de los dominios

extracelulares con fluoréforos.

= También se ha determinado en las proteinas MG305 y MG427 la existencia de dos
isoformas, una en la superficie de la membrana de Mycoplasma genitalium vy otra no

presente en dicha localizacidn.

= Se ha determinado el Inmunoma de Mycoplasma genitalium. Se han identificado 19
proteinas inmunoreactivas en Mycoplasma genitalium, 13 en controles y 19 en pacientes.
Los diferentes sueros humanos muestran que sus anticuerpos corresponden a diferentes
proteinas del patdgeno. Asimismo, se han identificado 6 proteinas diferenciales en
Mycoplasma genitalium entre donantes sanos y pacientes infectados; tres de las cuales no
se les habia asignado la capacidad inmunoreactiva anteriormente. Estas proteinas podrian

tener interés para disefiar métodos de diagndstico y vacunas en Mycoplasma genitalium.
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