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1. Introduccid

1.1. Generalitats dels bacteriofags

1.1.1. Historia

El primer indici sobre el que es coneix com a bacteridfag va ser publicat fa més d'un
segle. L’any 1896, Hankin es va adonar que alguna substancia present a les aigties dels
rius Ganges i Jumma, a I'India, tenia una important activitat antimicrobiana i, a més,
podia passar a través dels filtres de porcellana, usats en aquella época per retenir els
bacteris. El 1915, Frederic Tort va aillar unes entitats filtrables capaces de destruir
cultius bacterians i produir unes petites zones clares en confluents bacterians. Dos anys
més tard, el 1917, Félix D’Herelle, un microbioleg francocanadenc que treballava a
I'Institut Pasteur de Paris, va anunciar el mateix fenomen i va anomenar bacteriofags (o
fags) els virus causants de les zones clares en un confluent bacteria. D'Herelle s’adona
que els bacteriofags tenien la capacitat de matar bacteris que causaven malalties
infeccioses en humans, plantes i animals.

Félix D’Herelle va potenciar 1'as terapeutic dels bacteriofags. L’any 1933 va cofundar
juntament amb George Eliava, un microbioleg de Georgia, un institut per a la
investigacié dels bacteriofags a la republica sovietica de Georgia. El George Eliava
Institute of Bacteriophage proveia bacteriofags per a usos terapéutics a tota la Unid
Sovietica després de la Segona Guerra Mundial, ja que els antics paisos del bloc
comunista van ser una excepcié a 1'ts generalitzat dels antibiotics per combatre les
infeccions.

A 1'Oest, tot i que I'ts de la terapia fagica va decaure quan la penicil lina i altres
antibiotics quimics van ser descoberts a principis dels anys quaranta, la recerca dels
bacteriofags continuava, la seva naturalesa i composicié quimica van ser clarament
establertes, i es va demostrar que estaven formats de DNA i proteines. Als anys trenta i
les décades posteriors, pioners en la virologia, com ara Luria, Delbruck i molts d’altres
van utilitzar aquests virus com a models genetics, d’estructura viral, etcetera. Els
bacteriofags han estat fins ara molt importants per al desenvolupament del
coneixement d’altres virus, incloent-hi els que afecten els humans, més complexos i

dificils de propagar. L’any 1952, gracies a I'experiment de Hershey i Martha Chase amb



el bacteriofag T2 es va demostrar, que 1'acid nucleic és el que tnicament entra a la
cel Jula hoste i que aquest presenta la informacié genética necessaria i suficient per a la
formacié de nous bacteriofags a l'interior de la cel lula bacteriana. Actualment hi ha un
renovat interes per la terapia fagica, a causa de l'augment de les resistencies
bacterianes a antibiotics generades per 1'tis poc racional d’aquests en tractaments per a

la salut publica (Lopez, 2004).

1.1.2. Bacteriofags: composicio i estructura

Els bacteriofags (virus bacterians o fags) son agents infecciosos que es repliquen com a
parasits intracel lulars obligats dins dels bacteris, i que per fer-ho utilitzen la
magquinaria biosintética del seu hoste.

Els bacteriofags sén molt abundants en tot tipus d’habitat. Estudis de recompte de
bacteriofags en els sols han mostrat que s’hi troben molt representats, tant, que s’ha de
subratllar el seu paper en la depredacié dels bacteris, essent alhora, controlador i
estimulador del creixement bacteria (Ashelford et al., 2003). Altres estudis realitzats en
gran varietat d’ambients aquatics han documentat que, generalment, hi ha un ordre de
magnitud superior de virus que de bacteris, per la qual cosa es consideren la classe més

abundant a la biosfera (Bergh et al., 1989) (Wommack i Colwell, 2000).

1.1.2.1. Composicio

Les particules fagiques extracel lulars son metabolicament inertes i estan formades

principalment per acid nucleic (DNA o RNA, perd no ambdos) i proteines .

1.1.2.1.1. Acids nucleics virals

L’acid nucleic d'un virus conté la informaci6 especifica, i el potencial operacional, per
modificar la maquinaria de la cél lula infectada i dirigir-la cap a la produccié especifica
dels components necessaris per a la formacié de noves particules virals.

Hi ha quatre possibles tipus d’acid nucleic viral: DNA de cadena senzilla, DNA de
cadena doble, RNA de cadena senzilla i RNA de cadena doble.



i. DNA de cadena doble (dsSDNA) és present a diversos virus, com per exemple
el bacteriofag lambda. Aquest es caracteritza per tenir uns extrems cohesius,
amb seqiliéncies complementaries que permeten la formacié de molecules
circulars de DNA o dimers, una vegada es troba dins de la cellula hoste.
D’altra banda, el bacteriofag P22 presenta dsDNA lineal amb redundancia
terminal. Aquesta repetici6 permet la recircularitzacié, per recombinaci6é
homologa, després de la infecci6. Altres casos, com el fag SSV1 s’observa
dsDNA en forma circular.

ii. DNA de cadena senzilla (sSDNA), es troba de manera circular en bacteriofags
com el colifag $X174, o de manera lineal en el bacteriofag pfl.

iii. RNA de cadena doble (dsRNA), és present, per exemple, en el bacteriofag ¢6,
aquest fag conté tres molecules de dsRNA lineal.
iv. RNA de cadena senzilla (sSRNA), tipic de la familia Leviviridae, on I'RNA

serveix directament de RNA missatger, preparat per ser traduit.

Alguns bacteriofags presenten acids nucleics que contenen bases modificades per
protegir-se de l'atac de les nucleases de I'hoste durant la infecci6. Per exemple, el
bacteriofag PBS1 incorpora uracils en substitucié de timines. Els bacteriofags T2, T4 i

T6 presenten hidroximetilcitosina en lloc de citosina.

En l'tltima década s’ha desenvolupat una gran varietat de tecniques i metodes que
permeten determinar la seqiiencia de qualsevol tipus d’acid nucleic. La primera
seqliencia completa d'un RNA viral va ser la del fag MS2 d’Escherichia coli,
determinada pel grup de Walter Fiers, el 1976. L'1977, Fred Sanger i els seus
col laboradors van publicar la seqiiencia completa del genoma de DNA del colifag
$X174. Posteriorment, molts altres genomes virals de més grandaria i complexitat han
estat seqiienciats totalment o parcialment. La seqtienciacié de genomes virals ha
permeés establir-ne 1'organitzacié genica.

Els genomes virals son més petits que els genomes dels bacteris més simples; per aixo
els virus han desenvolupat estratégies per obtenir una maxima capacitat
d’emmagatzemament de la informacié genetica. Una d’elles consisteix en el
solapament de gens, de manera que dins la seqiiencia d'un gen s’inclou la seqiiéncia
d’un altre que continua més enlla del final del primer. Una altra estrategia consisteix en

la superposicié de gens, on un segment d’acid nucleic, que correspon a un gen, inclou



dins seu un altre que codifica una proteina més petita. Aquesta multiplicitat de marcs
de lectura és caracteristica de molts genomes virals, i aix0 implica la necessitat dels
bacteriofags d'una complexa regulacié i coordinacié de 1'expressié genica.

La grandaria del material genetic varia segons el bacteriofag. Els fags més senzills
només codifiquen de 3 a 12 productes genics, com ara el fag $X174 o el fag filamentés
M13. Altres de més complexos presenten molécules d’acid nucleic de 2 x 105 parells de
bases (pb) de llargaria que codifiquen uns 100-200 productes genics, com per exemple

el fag T2.

1.1.2.1.2. Proteines virals

Les proteines virals formen una capside proteica que té, principalment, dues funcions:
d’una banda, protegir 'acid nucleic dels agents ambientals extracel lulars, com les
nucleases i, de l'altra, permetre la uni6 del viri6 a la membrana de la cel lula hoste;
aquesta presenta carrega negativa com a resultat del seu contingut polisacarid, i no
permetria la unié directa de 1'acid nucleic (Dreiseikelmann, 1994). Les proteines de la

capside no entren dins I'hoste, siné que injecten I'acid nucleic a I'interior de la cel 1ula.

Les proteines que formen les subunitats de la capside interaccionen amb la cadena o
cadenes d’acid nucleic viral per formar la particula virica. La capside esta formada per
maultiples copies d'una tnica o d'unes poques proteines de baix pes molecular. Per
tant, la informaci6 viral per formar la capside es troba continguda en un nombre reduit
de gens. El procés d’ensamblatge de la capside és independent de les instruccions
externes, ja que la informacié necessaria per construir els complexos moleculars es
troba dins de la mateixa proteina. Aquest fenomen d’autoensamblatge és
particularment rellevant per als bacteriofags (i per a altres sistemes biologics), gracies
als seus atributs d’economia i eficiencia, ja que les subunitats defectuoses sén
eliminades automaticament. Els enllacos entre les subunitats i les interaccions dels
aminoacids de les proteines amb el medi aqués son els que determinen la conformacié
espacial de la proteina i les multiples unions formades durant l'agregaci6é de les
subunitats, contribuint aixi, a 'emmascarament dels llocs potencialment susceptibles a
'acci6 de les proteases. D’aquesta manera, les proteines de la capside viral adquireixen

una major resisténcia a la calor i a altres agents fisics.



1.1.2.1.3. Lipids virals

Alguns bacteriofags presenten una membrana lipidica, aquesta pot estar localitzada
externament, formant un embolcall, com per exemple, el fag ¢$6 (Laurinavicius et al.,
2004), o bé, internament respecte les proteines de la capside, com és el cas del
bacteriofag PM2 (Camerini-Otero i Franklin, 1972 i Kiveld et al., 2002). Actualment
encara no s’ha descrit el mecanisme de formacié d’aquesta membrana durant el procés

de morfogenesi de la particula fagica.

1.1.2.2. Estructura

Les suspensions de particules fagiques es conserven durant llargs periodes de temps
gracies a la seva gran estabilitat. Les particules viriques aconsegueixen un estat de
minima energia lliure, establint el maxim nombre d’unions entre les proteines que
formen la capside i, com que sén relativament asimetriques, és necessari que estiguin
disposades de manera simetrica per poder formar aquest maxim nombre d’unions
entre elles.

Hi ha un nombre limitat de possibilitats o estructures de la capside que permeten
I'ensamblatge simétric, format de subunitats asimetriques:

i. Virus filamentosos: el DNA dels bacteriofags filamentosos té una topologia
d’anell i esta envoltat per proteines; aquest conjunt adopta una estructura lineal
o filamentosa (Marvin, i Hohn, 1969). Han anomenat bacteriofags Ff els fags
filamentosos fd, f1 i M13, aquests s6n uns dels virus més petits.

ii. Virus esferics o icosaedrics: disposen les subunitats de proteina en les cares
d’un cos amb simetria ctibica, com l'icosaedre, constituit a partir de 20 o
multiples de 20 triangles equilaters. Aquest tipus d’estructura representa una
de les poques opcions en que subunitats asimeétriques poden ser acomodades
de manera simetrica sobre la superficie d’una esfera. Aquest tipus de virus es
caracteritza per tenir un minim d’energia lliure; aixo explica que hi hagi un
elevat nombre de virus esferics o amb part de la capside esférica.

iii. Virus de capside complexa o de tipus cap-cua: presenten una part en forma de
tub (cua), unida a un vertex de la carcassa del bacteridfag (cap). La cua esta

relacionada amb la interacci6é bacteriofag-hoste i la injeccié del DNA. Aquests



tipus d’arquitectura es pot subdividir en fags de cua curta, fags de cua llarga no
contractil, i fags amb cues contractils i complexes amb altres tipus d’estructures
com coll, plaques basals i fibres. El bacteriofag T4 és un classic exemple
d’aquest tipus de virus. Tot i la seva complexitat estructural, els principis que
governen l'ensamblatge d’aquests fags sén semblants als dels bacteriofags més
senzills. Els caps d’aquests fags tenen, normalment, una simetria icosaedrica,
les cues tenen una simetria helicoidal i el coll i la placa basal tenen una simetria
hexagonal. El cap, la cua i les fibres sén ensamblades per vies independents, i
unides posteriorment, per formar la particula virica madura (Leiman et al,
2003).

iv. Virus pleomorfics: adopten diferents tipus de formes.

La grandaria de les particules viriques és variable, des dels més petits que mesuren
aproximadament 24 nm, fins als fags més grans, com el bacteriofag T4, que mesuren de

80-100 nm.

1.1.3. Taxonomia

Durant vuitanta anys s’ha anomenat els bacteriofags sense cap tipus de normativa,
basant-se en criteris morfologics, la qual cosa ha generat un estat de confusié important
amb la seva nomenclatura, ja que aquesta no reflecteix les propietats basiques dels fags,
com el seu acid nucleic o la seva estructura. Actualment, organismes com ara I'ICTV
(The International Committee on Taxonomy of Viruses) han descrit una série de normes a
seguir per a la formulacié d'un nou nom. L'ICTV ha llistat els noms dels bacteriofags
de maneres diferents; agrupant-los per familia (taula 1), pel genere de I'hoste, per ordre

alfabetic o numeric (www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/index.htm).




Introduccié

Taula 1. Breu descripcié de les families dels bacteriofags.

Familia Caracteristiques

Corticoviridae

Capside icosaeédrica amb membrana lipidica, dsDNA

circular

Cystoviridae

Capside icosaédrica amb embolcall, tres molecules

lineals de dsRNA

Fuselloviridae

Pleomorfic sense capside amb lipids, dsDNA circular

Inoviridae, genere Inovirus

Filament llarg amb simetria helicoidal, ssDNA circular

Inoviridae génere

Plectrovirus

Filaments curts amb simetria helicoidal, ssDNA circular

Leviviridae

Capside quasiicosaedrica, una molecula de ssRNA

lineal

Lipothrixviridae

Filaments amb embolcall, dsDNA lineal

Microviridae

Capside icosaedrica, ssDNA circular

Myoviridae, Al

Cua contractil, cap isometric

Myoviridae, A2

Cua contractil, cap allargat (ratio llarg/ample = 1,3-1,8)

Myoviridae, A3

Cua contractil, cap allargat (ratio llarg/ample = 2 o

més)

Plasmaviridae

Pleomorfic amb embolcall sense capside, dsDNA

circular

Podoviridae, C1

Cua curta i no contractil, cap isometric

Podoviridae, C2

Cua curta i no contractil, cap allargat (ratio llarg/ample

=1,4)

Podoviridae, C3

Cua curta i no contractil, cap allargat (ratio llarg/ample

=2,5 0 més)

Rudiviridae

Filaments amb simetria helicoidal, dsDNA lineal

Siphoviridae, B1

Cua llarga i no contractil, cap isometric

Siphoviridae, B2

Cua llarga i no contractil, cap allargat (ratio

llarg/ample = 1,2-2)

Siphoviridae, B3

Cua llarga i no contractil, cap allargat (ratio

llarg/ample = 2,5 0 més)

Tectiviridae

Capside icosaédrica amb vesicula lipoproteica a

I'interior, dsDNA lineal




La majoria de bacteriofags sén complexos amb 1’estructura de cap-cua i pertanyen a un
nou ordre anomenat Caudovirals. Les tres families que formen aquest ordre son les
segilients: Myoviridae, Siphoviridae i Podoviridae. Sis generes s’han definit en la familia
Myoviridae (per exemple, el génere “P2-like” virus), sis en la familia Siphoviridae (per
exemple, el genere “A-like viruses”), i tres en la familia Podoviridae (per exemple, el
genere “P22-like viruses”). Aquests generes s’han definit basant-se en la replicaci6 del
DNA viral, el seu empaquetament, i algunes caracteristiques especifiques, com per
exemple, la grandaria del genoma, cicle litic/lisogenic, etc. (Maniloff i Ackermann,

1998).
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Figura 1.1. Les tretze families de bacteriofags. Figura modificada de Hilla Lee Viener, 2004.

L’augment d’informacié de les seqiiéncies genomiques dels bacteriofags fa que es
plantegi una revaloracié dels conceptes d’ordre, familia i geénere viral. Amb la
informaci6 actual, moltes altres caracteristiques, a part de la morfologia de la capside o
'estructura viral, poden ser utilitzades per discriminar els bacteriofags, com ara: el
rang d’hoste, la naturalesa patogenica, els metodes de transmissid, les propietats

biofisiques o antigeniques i la seqiiéncia de 1’acid nucleic (Lawrence et al., 2002).



1.1.4. Adsorcio dels bacteriofags i injeccio de I’acid nucleic

Hi ha una gran especificitat en la interaccié entre el bacteriofag i el seu hoste a causa
del procés d’adsorcié o fixacié. Aquesta interaccié depéen de la concentracié relativa
entre fags i bacteris, pero també de la carrega ionica de l'entorn, temperatura, pH i
cofactors organics que 'envolten. La particula fagica presenta una o diverses proteines
externes, fibres de la cua en bacteridfags complexos cap-cua o una estructura analoga en
bacteriofags sense cua, que interacciona amb components especifics de la superficie de
la cel lula, anomenats receptors. Aquesta primera interaccié és reversible. Els receptors
son components habituals de la paret cel lular de 1'hoste, com ara proteines de
membrana, polisacarids, complexos lipoproteina-polisacarids, fimbries, flagels, pili,
capsula o proteines transportadores (Lindberg, 1973). Mutacions en els receptors fan
que les ceéllules esdevinguin resistents a la infeccié fagica. Aquestes mutacions
provoquen la supervivéncia només dels fags que hagin adquirit mutacions a la cua;
aquests canvis s’anomenen mutacions de rang d’hoste. Aquests dos successos
coordinats mostren el vincle entre I'evolucié dels bacteriofags i les cellules que
infecten.

Després del reconeixement es produeixen canvis conformacionals en les proteines de la
capside viral i, fins i tot, a vegades, reorganitzacions estructurals del viri6 sencer, com
la contraccié de la cua, en el cas del bacteriofag T4. En aquest moment, la interacci6é
esdevé irreversible, produint canvis que sén dirigits per senyals des de la cel lula i s6n
induits per la interaccié del bacteriofag amb el seu receptor, com ara canvis de pH,
ambient idnic o per acci6 de proteases.

En el cas dels bacteriofags que infecten cellules gramnegatives, i a causa que la
replicaci6 de l'acid nucleic viral té lloc al citoplasma, aquest ha de ser capag de
travessar la membrana externa, I’espai periplasmatic i la membrana interna.

Segons la morfologia del bacteriofag, i el tipus d’acid nucleic, hi ha diferents estrategies
per a la internalitzacié del genoma viral. Els bacteriofags utilitzen mecanismes actius
per penetrar la paret cel lular, presenten gens que codifiquen enzims que modifiquen
el peptidoglica, com les transglicosilases o les endopeptidases, enzims litics semblants
als lisozims, que juguen un paper important en la penetracié de la paret cel lular i
formen part dels components estructurals del viri6. Per exemple, la placa basal del
bacteriofag T4 conté una proteina (Gp5) amb activitat litica, concretament és una N-

acetilmuramidasa; aquesta proteina sembla ser necessaria per facilitar la penetraci6 de



la cua del bacteriofag a través de la capa de peptidglica (Kao i Mcclain, 1980a i 1980b i
Nakagawa et al, 1985).

La majoria de bacteriofags han adoptat un mecanisme d’entrada on la capside no
s’internalitza, sin6 que es manté estable sobre la superficie de la cel lula hoste. L’acid
nucleic és alliberat de la capside a través d’un vertex en els bacteriofags icosaedrics o a
través d'un complex circular situat en un dels vertex on hi ha la cua en els bacteriofags
amb l'estructura complexa de cap-cua. S’ha descrit que durant la infecci6 dels
bacteriofags complexos es produeixen una serie de canvis en la permeabilitat de la
membrana de I'hoste, la qual cosa suggereix la formacié d'un porus o canal a la seva
paret que permetria que 'acid nucleic la travessés fins a arribar al citoplasma. Una
vegada la translocaci6 del DNA fagic ha estat completada les cellules sén
repolaritzades (Dreiseikelmann, 1994).

Aquests porus o canals poden tenir diferents origens. Aixi, el bacteriofag T4 indueix la
fusi6 entre la membrana plasmatica i la membrana externa per formar el canal
(Tarahovsky et al, 1991). El bacteriofag lambda interacciona amb el seu receptor, la
proteina LamB (sistema de transport de la maltosa), i indueix la formacié o obertura
d’un porus produit per proteines cel lulars (Roessner i Ihler, 1986).

El fag P22 té una cua curta, aquesta no és suficientment llarga per travessar la paret
cel Jular, perd permet el contacte amb I’antigen O del LPS. Aquesta cua esta formada
per sis homotrimers del producte del gen 9 (Goldenberg et al, 1982a i 1982b). Una
endorhamnosidasa amb activitat endoglicosidasa, que digereix I'antigen O, atacant-ne
les unions ramnosil-galactosa (Steinbacher et al, 1996). En la primera interaccié entre el
fag P22 i la cellula hoste, només hi intervé un dels sis homotrimers i una cadena
d’antigen O. La digestié d’aquest provoca la migracié del bacteridfag per la cadena i es
permet la uni6é d’una altra proteina del trimer amb una cadena de I'LPS, i aixi, fins a
tres unions per arribar a 1'orientaci6 correcta del fag respecte de la paret cel lular per
iniciar la injecci6 del DNA (Israel, 1978). La capside del bacteriofag P22 conté tres
proteines petites fortament associades al DNA. Una d’aquestes proteines (Gp16) té un
paper important en la translocaci6 del DNA durant la infecci6, sembla induir la
formacié d'un porus o la modificacié d’un de ja existent (Hoffman i Levine, 1975a i
1975b).

L’adsorcié del bacteriofag i la injecci6 de 1’acid nucleic sén processos dependents
d’energia, les estructures dels virions es troben en una conformacié metaestable, pero

la interaccié6 amb 1'hoste fa que adoptin una conformacié6 més estable. Aquest canvi
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provoca que la unié sigui irreversible i s’alliberi el genoma viral. Els bacteriofags
poden entrar o alliberar el seu genoma només en aquelles céllules que sén
metabolicament actives. L’energia disponible pot ser en forma d’ATP (o qualsevol
NTP) o en forma de forca motriu de protons, ja sigui per diferencia de potencial eléctric

transmembranal o per gradient de pH transmembranal (Poranen et al., 2002).

1.2. Bacteriofags virulents

Els bacteriofags virulents sén aquells que només es multipliquen a I'interior del seu
hoste i provoquen la mort cel lular.
Per microscopia electronica s’ha estudiat la cinetica de bacteris infectats per fags
virulents, després de 1'adsorci6 i injecci6é del genoma viral (figura 1.2). S’han establert
dos periodes o fases del cicle litic:
i. Periode de latencia. Aquest periode varia segons el tipus de bacteriofag i les
condicions del cultiu cel lular, i se subdivideix en dos periodes o etapes.
e Periode d’eclipsi. En aquesta fase no es poden detectar particules
fagiques, ni a l'interior ni a l'exterior de la cellula. Quan s’internalitza
‘acid nucleic, aquest fa servir la maquinaria biosintética de 1'hoste per
produir el seu mRNA i les proteines fagiques. En aquesta fase, els mRNA i
les proteines de l'hoste aturen la seva sintesi i el DNA bacterial és
rapidament degradat.
e Periode d’acumulacio intracel-lular. En aquesta fase, ’acid nucleic i les
proteines estructurals formades al periode anterior s"uneixen per formar les
particules virals madures. Es pot observar que s’acumulen a I'interior de la
cel ula.

ii. Periode de lisi i alliberament. En aquesta fase el bacteri comenga a ser lisat, a
causa de I'acumulacié de proteines litiques fagiques, i alliberen els bacteriofags
al medi extern. El nombre de particules viriques que s’alliberen per la infeccié
d"un tnic bacteri és conegut com a mida d’explosi¢, i pot arribar a ser, segons la
naturalesa del fag, de mil particules fagiques per cada cel lula infectada (Baron

etal., 1996).
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Figura 1.2. A) Estadis del cicle litic del bacteriofag T4. B) Representaci6 esquematica de la
cinetica del cicle litic d'un bacteriofag virulent.
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1.2.1 Expressio del genoma del bacteriofag virulent T4

Com a exemple tipus de bacteriofag virulent prendrem el bacteriofag T4; aquest és un
dels virus amb el genoma més llarg que s’ha seqiienciat totalment, el seu DNA esta
format per 168.903 pb, i codifica per uns 300 possibles gens (Miller et al, 2003).

Després de 'entrada del DNA viral, la transcripcié del bacteriofag T4 comenca a partir
de tres classes diferents de promotors: els primerencs, els intermedis i els tardans
(figura 1.3.). Cada promotor té una seqiiéncia consens caracteristica, i tots tres
dirigeixen els estats de desenvolupament del cicle infectiu del fag. El control de la
transcripci6 ve donat per la produccié seqiiencial de proteines que modifiquen
I'especificitat de I'RNA polimerasa (RNAP) de 1'hoste per diferents promotors fagics
(Luke et al, 2002). Tanmateix, hi ha altres fags litics, com el bacteriofag T7, que
codifiquen per a una nova RNA polimerasa, especifica pels seus promotors (Rochetkov

et al 1998).

Infeccid |

Replicacio del DNA |

Ensamblatge

| Proteines primerenques | Prot. intermédies"

Proteines tardanes

I l
0 5

l
10

l
15

l
20

l
25

Temps (minuts)

Figura 1.3. Evolucié temporal de la infecci6 del fag T4.

i.  Transcripcié primerenca. En els cinc primers minuts, després de 1'entrada del
DNA, es transcriuen 144 gens fagics a partir de 40 promotors primerencs. Per
tant, apareixen rapidament les proteines fagiques i disminueix radicalment
I'expressio dels gens de I'hoste. El bacteriofag T4 redirigeix la maquinaria de
transcripcié de 1'hoste cap als seus promotors amb una gran afinitat, com a
resultat d’una petita diferencia en les seqiiéncies consens d'uni6 a la subunitat
670 de 'RNAP d’E. coli. El DNA entra a la cel lula associat a la proteina GpAlt,

que té activitat ADP-ribosiltransferasa i com a diana els residus d’arginina de
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les subunitats o de I'RNAP, modificant-la perque tingui més afinitat pels
promotors primerencs, i augmentant-ne la transcripcio. Els transcrits resultants
codifiquen tots els components de la maquinaria de replicacid, i la majoria
d’enzims relacionats amb la degradaci6 de l'acid nucleic i consegiient
preparacié dels nucleotids que s’incorporaran a les noves cadenes de DNA
replicades. Aquests enzims converteixen els dNDP i dNMP resultants de la
degradaci6 del DNA genomic de l'hoste en dNTP, que seran aportats al
complex de replicacié per la proteina fagica GP32 (Ssb). Poc després de la
infecci6, s’expressen dues ADP-ribosiltransfesases més, ModA i ModB, que
perllonguen la transcripcié primerenca.

La transcripci6 intermédia. En els 5-8 minuts després de 'entrada del DNA a la
cel Jula, es comencen a transcriure 57 gens fagics a partir de 33 promotors
intermedis. Aquests depenen de l'activaci6é transcripcional per part de la
proteina MotA i de la coactivacié de la proteina Asia. Aquesta tltima coactiva
I'RNAP formant heterodimers c70-Asia (Adelman, 1998), augmentant I’afinitat
pels promotors, i tot perllongant la transcripci6. D’aquesta manera es
produeixen proteines relacionades amb la replicaci6é i l'inici de la formacié
estructural de les particules viriques.

La transcripcio tardana. Des del minut 7 fins al 15 hi ha l'expressi6é dels 62
marcs oberts de lectura (orfs) tardans. El bacteriofag T4 codifica per un petit
factor 6%, necessari per qué 'RNAP inicif la transcripci6 a partir dels promotors
tardans (Kassavetis i Geiduschek, 1984). Pero també sén necessaries les
proteines Gp33, Gp45 i Gpb55. Les proteines Gp55 i Gp33 conjuntament,
constituirien dues parts del factor o, i la proteina Gp45, en forma de trimer,
augmenta la progressivitat del DNA, és un estimulador de la formaci6 del
complex replicatiu i de la transcripcié tardana (Nechaev et al, 2004). El complex
de replicacié del DNA és essencial per a aquesta transcripcio, ja que aporta la
proteina Gp45 i DNA de cadena discontinua, i permet una conformacio
adequada i accessible per a 'RNAP modificada (Tinker et al, 1994) (Sanders et
al, 1997). Els gens transcrits donen lloc a productes necessaris per a la replicacio,
la recombinaci6 i la sintesi de les proteines estructurals del viri6 i dels enzims

de lisi cel lular.



1.2.2 Reciclatge de I'mRNA del bacteriofag T4

Encara que la regulacié transcripcional del bacteriofag es basa en la modificacié dels
factors o de 'RNAP, el processament de 'mRNA resultant i la seva degradacio, també
juguen un paper determinant en l'abundancia relativa del transcrit. Per exemple, el
canvi tan rapid entre l'expressié primerenca i la intermedia és facilitat per la
degradacio selectiva o per I'estabilitzacié de ' mRNA.

L'RNasa E d’E. coli és la primera endonucleasa descrita que contribueix en el
processament dels mRNA del bacteriofag T4 (Mudd et al, 1990). També s’ha suggerit
que 'RNasa LS d’E. coli juga un paper important en el metabolisme de I'RNA, tant de
la cellula com del fag T4. Per tant, aquestes endonucleases serien responsables del
reciclatge general dels transcrits i podrien tenir diferents preferencies a 1'hora de
degradar mRNA (Otsuka i Yonesaki, 2003). El bacteriofag T4 codifica per
I'endoribonucleasa RegB, ja trobada també en altres bacteriofags (PieSiniene et al, 2004).
RegB processa especificament els mRNA primerencs, tallant enmig de la seqtiéncia
GGAG, aquesta seqiiéncia es troba majoritariament en les regions Shine-Dalgarno dels
gens primerencs. Aquest enzim permet que els sistemes de traduccié quedin Iliures i
puguin ser utilitzats per mRNAs intermedis i tardans (Sanson et al, 2000).

Com a exemple d’estabilitzador de transcrits, el producte del gen dmd del fag T4,
estabilitza els transcrits tardans, fent que la seva vida mitjana sigui més llarga, i
permetent I"expressi6 dels gens que codifiquen per les proteines estructurals i de lisi

(Ueno i Yonesaki, 2001).

1.2.3. Morfogenesi del bacteriofag T4 i lisi cel-lular

Totes les proteines que formen el viri6 madur i altres proteines tardanes, com el
lisozim, sén sintetitzades simultaniament i acumulades formant un pool de precursors.
El bacteriofag T4 dedica més del 40% de la seva informacié genetica per aquests
precursors i pel seu ensamblatge.

L’ensamblatge del viri6 consisteix en quatre subensamblatges: el del cap icosaédric
amb el DNA al seu interior, el de la cua contractil, el de la placa basal i el de les sis
fibres de la cua. Aquests quatre processos soén independents, només interactuen entre

ells en alguns punts critics. Quan ja han finalitzat els ensamblatges per separat, les
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diferents parts s’associen per formar els virions complets (Casjens i King, 1975).
Normalment s’acumulen de 100 a 150 particules del fag T4 a la cel lula abans de la lisi
cel lular.

El procés de lisi requereix dues proteines: el lisozim (Gpe) i I'holina (Gpt). L’holina és
I'encarregada de formar forats a la membrana plasmatica cel lular, i aixd provoca que
el lisozim arribi a la capa de mureina des del citosol i pugui degradar-la atacant les
unions N-acetilglucosamines del peptidglica. El temps de lisi esta determinat per
I'acumulacié de l'holina i per un sistema anomenat rlII que inhibeix la seva acci6é

(Miller, 2003).

1.3. Bacteriofags temperats

Els bacteriofags temperats son aquells que en infectar la céllula hoste poden
simplement replicar-se, produint noves particules viriques (cicle litic), o bé replicar-se
conjuntament amb el genoma de I'hoste, mentre es manté silent (cicle lisogenic).

En el cicle lisogenic, el fag entra en un estat de quiescencia, el genoma viral es replica
sincronicament amb el cromosoma bacteria de la cel 1ula hoste, anomenada lisogenica,
tot segregant-se de manera conjunta. La majoria dels gens fagics no es transcriuen, hi
ha un estat de repressié de I'expressié del genoma fagic o profag, exceptuant-ne el
repressor viral i els gens implicats en la lisogenia. Tanmateix, en una petita fraccié de
les cel lules lisogeniques, i a causa de la inactivitat del repressor o a la inhibici6é de la
seva sintesi, el profag s’indueix, i dona lloc a nous virions i a la lisi de la cel lula hoste.
Les noves particules fagiques, alliberades al medi, poden infectar altres cel lules no
lisogenes (Lodish et al., 2000), ja que la presencia del profag confereix immunitat a la
cel lula hoste protegint-la contra infeccions addicionals, o a la sobreinfecci6 duta a

terme per fags lliures.

Els fags temperats son majoritariament virus de dsDNA de més de 20 kb. Es
diferencien tres prototips segons la seva manera d’establir la lisogenia:

i. Els representats pel fag lambda introdueixen el seu DNA dins el cromosoma

bacteria en una regi6é concreta, anomenada att, per recombinaci6 especifica de

lloc.
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ii. Els representats pel fag Mu-1, aquests introdueixen el seu acid nucleic en
qualsevol lloc del cromosoma de 1'hoste, utilitzant una transposasa viral.

iii. Els representats pel fag P1, el DNA dels profags d’aquest grup no s’introdueix
al cromosoma bacteria, siné que es manté com un plasmidi estable (Campbell,

1996).

Un dels bacteriofags temperats on més s’han estudiat els cicles litic i lisogénic és el fag
lambda (figura 1.4). Tant el fag lambda (), que infecta E. coli, com el fag P22, que
infecta S. typhimurium, han estat utilitzats en la present tesi doctoral com a bacteriofags

temperats tipus.

ﬁ Ti

Abdsoruo i entrada
Inducci6 del
Recircularitzacié
Lisi i alliberament 1 del DNA viral Escissio
de nous virions del profag Divisions
7 cellulars

CICLE LiTIC CICLE
LISOGENIC

Decisio entre cicle litic o lisogénic

10 3
Ensamblatge Manteniment de la
lisogénia

Sintesi de DNA i Integracio

é; [' C:ST_: proteines virals

Figura 1.4. Estadis del cicle litic/lisogenic del bacteridofag Lambda. 1) Adsorcié del fag a la
cel lula hoste i entrada del DNA viral. 2) Recircularitzacié del DNA viral. 3) Decisi6 entre cicle
litic o lisogenic. 4) Integracié del genoma viral al cromosoma cel lular per recombinacié
especifica. 5) Manteniment de la lisogenia (conversié lisogénica, exclusié de la sobreinfecci6 i
replicaci6é sincronica del DNA viral i bacteria). 6) Induccié del cicle litic. 7) Escissi6 del DNA
viral per recombinacié. 8) Regulacié génica per part dels antiterminadors. Expressi¢ dels gens
fagics i replicacié del DNA viral. 9) Ensamblatge de les particules fagiques. 10) Lisi cel lular i
alliberament dels virons.
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1.3.1. Organitzacio genica dels fags lambdoides

1.3.1.1. Estructura modular

Bacteriofags de families ben diferents, classificats en funcié de la seva morfologia, es
consideren del mateix grup quan s’utilitza 'organitzacié génica com a criteri de
classificaci6. Per exemple, el siphovirus lambda o el podovirus P22, sén considerats
membres del mateix grup, el dels bacteriofags lambdoides. Els membres d’aquest grup
tenen una organitzacié genodmica altament similar. Els gens que es troben junts al
genoma s’agrupen en moduls segons la seva funcié biologica. El conjunt de moduls es
combinen per constituir el genoma viral.
El producte de l'evolucié dels bacteridfags és el intercanvi d’elements o moduls
genetics. Aixi, cada virus és una combinaci6 favorable de moduls (un per a cada funcié
necessaria) per treballar de manera oOptima en un ninxol concret. Es postula la
possibilitat que es donin intercanvis entre els moduls destinats a una mateixa funcié6 de
diferents fags dins del mateix grup filogenetic. La conservacié d'una certa homologia
en els extrems dels moduls asseguraria un intercanvi correcte entre moduls d’una
mateixa funcié per recombinacié homologa (Botstein, 1980).
Aquests intercanvis modulars tenen lloc amb una freqiiéncia igual o major a la
freqliencia mutacional. Per tant, el sistema modular permetria una resposta més rapida
i flexible a nous factors ambientals que 1’evolucié vertical (Casjens, 1992).
Una altra manera d’obtenir DNA fagic, a més dels intercanvis genétics entre fags, és
I'intercanvi genetic entre fags i profags criptics, és a dir, genomes fagics incomplets
integrats en els cromosomes bacterians, alguns d’aquests tenen homologia amb els fags
lambdoides i, per tant, serien part del reservori de gens susceptibles de ser utilitzats
per la recombinacié amb fags funcionals. O bé, poden adquirir gens dels genomes dels
seus hostes, modificant-los adequadament a les seves necessitats.
Els mecanismes de recombinacié no estan gaire clars encara; es creu que poden ser de
quatre tipus:
i. Recombinacié homologa
ii. Recombinacié homologa entre regions curtes microhomologia
iii. Recombinaci6 il legitima

iv. Recombinaci6 de lloc especific
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El manteniment de l'ordre genetic permet optimitzar la fisiologia viral i facilitar
I'evoluci6 genomica. Per tant, dins d’un mateix grup fagic, les unitats o moduls
funcionals poden intercanviar-se amb relativa rapidesa tot mantenint 1’organitzacié

genetica (Casjens, 1992).

1.3.1.2. Organitzaci6 funcional

Els gens del fag lambda estan organitzats en tres blocs funcionals regulats de manera
independent (figura 1.5):

i. El bloc de I'esquerra. On hi ha el modul de recombinacié i el d'integracio i
d’escissio.

ii. El bloc de la dreta. On hi ha els gens relacionats amb la replicaci6 i formacié de
les particules viriques. Agrupats en els moduls de replicacid, ensamblatge del
cap (on, alhora, hi ha diferents clusters; encapsulaci6 del DNA, proteines
estructurals de la capside, maduraci6 de la capside i injecci6 del DNA),
ensamblatge de la cua i lisi.

iii. EI bloc central. On hi ha control dels dos tipus de cicle (litic o lisogenic).

Operd d'immunitat
immC

Opero esquerre Opero dret

Replicacio del
DNA

Recombinacié

Integraci6 i
escissio

Figura 1.5. Comparaci6é dels mapes genetics dels fags lambda i P22. L'organitzacié genetica
d’ambdds fags esta representada en forma de cercles perqué quan s’expressen els gens el DNA
viral es troba de manera circular.
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Els gens del fag A, no només es troben agrupats segons la seva funcié concreta, sind
que sovint se situen propers al seu lloc d’actuacié. Aixi, per exemple, el gen int que
codifica la integrasa es troba adjacent al lloc att on es realitza la integracio, els gens
necessaris per a la replicaci6 estan situats prop de I'origen de replicacié del bacteriofag,
els gens cl i cro se situen propers als seus operadors. Aquesta proximitat al seu lloc
d’acci6 augmenta l'eficiencia reguladora i podria estar relacionat amb la interrelaci6

entre diferents grups funcionals.

Tant el fag lambda com el P22 comparteixen una organitzacié i regulacié génica
comunes (figura 1.5), a més de seqiiencies nucleotidiques homologues que sé6n capaces
de recombinar per a formar virus hibrids viables (Botstein i Herskowitz, 1974). Aixi
doncs, no és sorprenent que aquests dos bacteriofags comparteixin moltes
caracteristiques de la seva fisiologia (Susskind i Botstein, 1978). D’altra banda, altres
gens analegs funcionalment, i que es troben en la mateixa posici6é en el mapa genetic
tenen seqiieéncies nucleotidiques divergents, per exemple, els gens implicats en els
mecanismes de regulacid, replicacié i recombinacié del DNA (Botstein i Herskowitz,

1974).

1.3.2. Recircularitzacioé del DNA viral

El DNA del fag lambda és una molécula de dsDNA de 48.502 pb que entra dins de la
cel lula en forma de DNA lineal, pero rapidament recircularitza per complementacié
de 12 bases situades als extrems 5" cohesius de la molécula, anomenats cos i s’aparellen
per facilitar 'accié d’una ligasa de 'hoste (Taylor i Wegrzyn, 1995).

Altres DNA fagics, com el del fag P22, presenten redundancia terminal (figura 1.13). En
aquests casos la recombinacié homologa per la recircularitzacié es duu a terme per la

proteina fagica Erf o bé, pel sistema Rec bacteria (Weaver i Levine, 1977a i 1977b).
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1.3.3. Decisi6 entre cicle litic i lisogenic

Després de la infecci6, el bacteriofag pot escollir entre dos camins alternatius: iniciar un
cicle productiu de fags o cicle litic, en el qual el DNA viral es replica rapidament i és
empaquetat dins de les particules fagiques que formaran la progenie; o introduir-se en
el cromosoma bacteria com a profag, restant transcripcionalment inactiu, exceptuant-
ne el gen de repressié de cicle litic i convertint les cél lules en lisogeniques.

El bacteriofag lambda ha servit com a model de regulaci6 i expressi6é genica temporal.
Es un referent per a molts altres sistemes de regulacié genica, fins i tot, per als
mecanismes de regulaci6 i diferenciaci6 cel lular d’organismes superiors.

Una vegada el DNA viral ha entrat dins d’hoste, 'RNAP bacteriana s'uneix als
promotors Pr i Pg, iniciant cap a I'esquerra la transcripcié del gen N sota el control del

PL, i, cap a la dreta, del gen cro controlat pel Pk (figura 1.6).
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Figura 1.6. Xarxa de gens implicats en la decisi6 entre cicle litic i lisogenic del fag A.
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El producte del gen N és un antiterminador. Aquest altera I'RNAP perque superi els
senyals de terminaci6 tr1 i tri, i continui la transcripcié a través de quasi tot el genoma
del fag lambda (Franklin, 1974).

Els gens que es troben immediatament després dels terminadors ti1 i tr1 s6n els gens
clll i cll, respectivament. Aquets gens es transcriuen rapidament i sén els responsables
que el bacteriofag pugui escollir el cicle lisogenic. Per tant, la proteina N promouria la
lisogenia, pero la seva accié també és essencial per al cicle litic, ja que proporciona el
transcrit de la dreta que inclou els gens de replicacié (gens O i P), 'origen de replicacié
i el gen Q, antiterminador que permetra la transcripcié dels gens estructurals i de lisi

quan s’indueix en cicle litic.

1.3.3.1. Relacions interprotéiques: proteines cll, clll i FtsH

1.3.3.1.1. La proteina ClI

La proteina cIlI és un activador transcripcional que activa tres promotors separats en el
genoma del fag, tots tres relacionats amb la lisogenitzacié (figura 1.6):

i. Pg; promotor d’establiment de la lisogenia, controla la sintesi del gen cl que
codifica el repressor del cicle litic, responsable del manteniment del cicle
lisogenic.

ii. Pi; promotor d’integracid, controla la sintesi de la integrasa que permet la
inserci¢ del genoma viral dins el cromosoma bacteria.

iii. Pag; promotor que es troba al bell mig del gen Q i té la mateixa seqiiencia de
reconeixement per la proteina cll que els dos promotors anteriors (Ho i
Rosenberg, 1985). A partir d’aquest promotor es transciu un RNA antisentit que
inhibeix la sintesi de la proteina Q, un antiterminador que permet I'expressi6
dels gens estructurals i de lisi, necessaris per al cicle productiu. El promotor es
transcriu cap a l'esquerra, en direcci6 contraria al gen Q i els gens responsables
del cicle litic que s’expressen des del promotor Pr, la qual cosa suggereix un

descens de la seva transcripcié (Hoopes i McClure, 1985).

La proteina cIl és un activador transcripcional de classe II que s'uneix a la regi6 -35

dels promotors que controla, concretament, la repeticié directa TTGCN¢ITGC. S'uneix
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com a tetramer a la cara contraria de 1'helix de DNA, respecte el punt d'uni6 de la
subunitat c de 'RNAP, i a diferéncia d’altres activadors de classe 11, interacciona amb
I'extrem amino terminal de la subunitat o d’aquest complex enzimatic situat a la
posici6 -41. En un mutant rpoA341 d’E. coli hi ha una inhibicié de la lisogenia per al fag
lambda, mitjangant la deficiencia en la transcripcié de dos promotors dependents de
cll, Pei Pr (Kedzierska et al., 2004).

Les proteines cIl de diferents bacteridfags lambdoides sovint son intercanviables,
encara que no sempre, com seria el cas dels bacteriofags lambda i P22. Malgrat el seu
percentatge de similitud i que ambdés son tetramerics i amb dominis d"uni6é al DNA
helix-gir-helix” (HTH) que permeten el reconeixement al mateix motiu,
TTGCNITGC/T de la posicié -35 (Ho et al., 1992), son estructuralment diferents.

Els estudis amb el bacteridfag lambda sén instructius, mostren els camins pels quals es
prenen les decisions moleculars. Per entendre la decisié entre els dos models de
desenvolupament del fag, s’ha d’entendre com la proteina clIlI és regulada. Aquesta
actua com a antena molecular per decidir 'estat d’infecci6 fagica.

La concentracié del producte del gen cll és qui determina si la cél lula entra en cicle
litic o lisogenic. L’establiment de la lisogenia s’efectua a una concentracié suficientment
elevada de cll que promou la sintesi de cl i evita 'acumulacié del repressor
transcripcional Cro, evitant que aquest causi una progressiva inhibicié de la

transcripcié des del promotor Pr i, per tant, una disminucié de la sintesi de cII.

1.3.3.1.2. La proteina FtsH

La proteina clII té una vida mitjana molt curta (aproximadament de 2 minuts) a causa
que és degradada rapidament per una endopeptidasa de Il'hoste, FtsH, també
anomenada HfIB (High lysogeny frequency) perque !'eficiéncia de lisogenia augmenta
quan aquesta proteasa és eliminada per mutacio.

La proteina FtsH es troba majoritariament localitzada al citosol, tot i ser descrita com a
proteina unida a la membrana citoplasmatica. Conserva els aminoacids caracteristics
de la familia de proteines AAA, és dependent d’ATP i degrada substrats petits com el
factor 32 o les proteines cll, clll, Xis, SecY i YccA. FtsH forma unes estructures
multimeriques semblants a un anell de 6-7 nm de diametre, la seva cavitat central és el

centre actiu on es degraden els substrats. Probablement, I’ATP I'utilitza per
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proporcionar I'energia necessaria per als canvis conformacionals de la protesasa i per
incorporar la proteina cll al seu centre actiu (Shotland et al., 2000).

La proteina FtsH es troba majoritariament en forma de dimers o tetramers,
probablement la interacci6 entre les molécules es duu a terme per l'associacié directa
de les seves regions transmembranals (Akiyama et al., 1995). Aquesta proteina és
regulada per un complex proteic de membrana, el complex HfIKC. La FtsH té molta
més afinitat per la proteina SecY (proteina de transport de membrana) que per la
proteina cll. El complex HfIKC interacciona amb la proteina FtsH per inhibir la
degradacié de la proteina SecY, la qual cosa permet que es degradi la proteina cll
(Kihara et al.,, 1997). La regi6 periplasmatica de la proteina FtsH té un paper molt
important en la interaccié proteina-proteina i en la modulacié de les seves funcions
proteolitiques (Akiyama et al., 1998).

La regi6 de la proteina cll reconeguda per la FtsH es troba restringida a una petita cua
de I'extrem carboxi terminal de 5 aminoacids aproximadament, que actua com a senyal
per a una rapida proteolisi. La seqiiencia de reconeixement esta altament conservada
en les proteines clI dels fags lambdoides (Kobiler, 2002).

La protetna HfID de I'hoste també estimula la degradacié de la proteina cIl. Aquesta no
és una proteasa, sind que interacciona amb la proteina cllI al citosol portant-la des del
DNA, on esta actuant, fins a la membrana, on hi ha la proteina FtsH; per tant, el seu
paper és augmentar la freqiiencia de contacte entre aquestes dues proteines provocant
un efecte important en la disminucié de la lisogenia (Kihara et al., 2001).

La proteina cll només treballa eficientment a elevades concentracions, probablement
perque la seva forma activa és un tetramer. En aquest estat és metabolicament més
estable i resistent a la proteolisi que no pas en forma monomerica (Ho i Rosenberg,

1982).

1.3.3.1.3. La proteina cll|

El producte del gen clll és una proteina petita (54 aminoacids) que actua inhibint la
degradacioé de la proteina cll. La proteina cllI estabilitza la proteina clIl i el factor c32,
ambdoés substrats de la proteasa FtsH.

La proteina cllI és inestable, també és degradada per 1'FtsH; aixo implica una interaccié

directa entre aquestes dues proteines. Per tant, 1'estabilitzacié de la proteina clI i del
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factor 632 sembla ser resultat d’una competicié pel centre actiu del complex FtsH
(Herman et al., 1997).

Altres hipotesis postulen que el paper de la proteina cIll com a inhibidor de l'activitat
ATPasica de I'FtsH o fins i tot, la interaccié directa amb els substrats evitant-ne la seva
degradacio, tot i que altres promulgarien la funcionalitat de la proteina clIl com a
xaperona. L’augment dels nivells de clII per sobreexpressi6 té com a resultat una parcial
inactivacié de si mateixa, s'especula que podria ser per un efecte de l'agregaci6 de
molecules de cll. En aquestes condicions, la reactivacié té lloc quan la proteina clII és
suficientment sobreproduida, d’aqui el possible paper de la proteina clIl com un tipus
de xaperona que reactivaria la proteina cIl o que n’evitaria 'agregacié a concentracions

elevadissimes (Latala et al., 2001).

1.3.3.2. Factors externs que afecten la decisio

Hi ha diferents factors externs que promouen 'entrada de les cel lules infectades en un
estat de lisogenia, entre altres: la multiplicitat d’infecci6, temperatura i riquesa del
medi de cultiu (figura.1.6).
i. L’alta multiplicitat d’infeccié afavoreix la resposta lisogenica respecte la litica.
Els nivells de proteina clll produits després de la infecci6 sén aparentment
limitats pel nombre de copies del gen clll. Sota condicions d’alta multiplicitat
d’infeccid, els nivells de cIll augmenten; per tant, la proteina FtsH és inhibida,
incrementant aixi la freqiiencia de lisogenia (Herskowitz i Banuett, 1984).

ii. La temperatura també influeix en la dualitat entre lisi-lisogénia. En el fag A s’ha
descrit que a baixa temperatura es produeix la inhibicié de la replicacio, la qual
cosa indica que la proteina cIl augmenta la transcripcié del repressor cl, i aquest
interfereix en la transcripci6 des del Pgr, disminuint la concentracié de les
proteines necessaries per a la replicacié6 (O i P). A baixes temperatures es
bloqueja la lisi, ja que augmenta ’estabilitat de la proteina cII, que actua com a
termometre (Obuchowski et al.,, 1997). Aquest augment podria ser degut a
diverses causes, com ara: la inhibici6 de I'FtsH o del complex HfIKC, la
inaccessibilitat de la proteina cll per I'FtsH o l'augment de la formacié de

tetramers de cll que aportarien estabilitat.
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iii. Les condicions de cultiu tenen un efecte sobre la decisi6. La presencia de
cAMP lliure en E. coli és un senyal que l'entorn és pobre en nutrients.
L’augment de cAMP estimula la lisogenia. En absencia de cAMP i CRP, els fags
tendeixen a entrar en cicle litic (Grodzicker et al., 1972). La proteina CRP és un
activador transcripcional amb un llarg domini carboxi terminal que s'uneix al
cAMP, i amb un domini amino terminal que s'uneix al DNA amb I’estructura
tipica helix-gir-helix (HTH). Quan CRP wuneix cAMP indueix I’activacié
transcripcional del gen cl. El complex CRP-cAMP s’uneix a la posicié -35 del
promotor ¢l formant una estructura de revolt al DNA que permet el contacte
entre l'activador CRP i la subunitat o de la RNAP. Hi hauria una actuacié
sinérgica de dos activadors per a un mateix gen; la del complex CRP-cAMP i la
del propi cl, aquest actua com a activador del seu gen, tot i ser repressor del
gens responsables del cicle litic. Per tant, quan hi ha un augment de cAMP, en
condicions d’escassetat nutricional, s'incrementa la transcripcié del gen cl,
mantenint la lisogenia i evitant el cicle litic (Joung et al., 1994). D’altra banda, la
manca d’aminoacids, o de nutrients, en general activa 1'anomenada resposta
astringent, a causa de 'augment de tetrafosfat de guanosina (ppGpp). Aquesta
resposta també afavoreix 1'establiment de la lisogeénia. En situacions d’abséncia
o d’excés de ppGpp s’observa una freqiiencia de lisogenia més baixa, deguda a
una disminucié de la transcripcié del gen cll o bé a un augment de la

concentracié de la proteasa FtsH (Slominska et al., 1999).

Un dels passos clau per a I'establiment o la decisi6 entre I'estat de lisi o lisogenia és la
interacci6 de les proteines cI i Cro en el promotor de la dreta (Pr). De fet, és la
concentracié relativa dels dos repressors qui finalment determina l'establiment de la
lisogenia; per tant, el paper de I'activador cll s’acaba en aquest estadi, on, després de la
inducci6 del promotor Pg, hi ha una acumulacié del repressor cl. Si cI predomina,
aquest activa la transcripci6 a partir del promotor de manteniment (Prum), es continua la
sintesi de cl mantenint l'estat de lisogénia i s’inhibeix la transcripcié a partir del Pg,
evitant la transcripcié del gen cro. Contrariament, si Cro predomina s’inhibeix el Pry,
s’evita la sintesi de cl i es permet la transcripci¢ dels gens implicats en la produccié de
particules viriques.

Com altres fags lambdoides, el bacteriofag P22 presenta uns promotors Pr i Pag

similars als del bacteriofag lambda, i els reguladors C2 (analeg al cI del fag lambda),
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C1 (analeg al cII del fag lambda) i C3 (analeg al clIII del fag ) que actuen de manera

equivalent al descrit anteriorment (Retallack et al, 1993 i Tokuno i Gough, 1975).

1.3.4. Integracio del profag

En una resposta lisogenica, les funcions vinculades al cicle litic, com la replicacié del
DNA, es troben reprimides; per tant, quan el bacteri es divideix el DNA circular del fag
lambda podria ser segregat desigualment a la progenie bacteriana. El fag evita aquest
fet amb la integraci6 del seu genoma al cromosoma bacteria, per tal de ser replicat
conjuntament, i aixi poder transmetre’s igualment a les cel lules filles.

La integracio s’efectua per un procés de recombinacié especifica de lloc dut a terme per
la integrasa (Int) codificada pel fag i per proteines de I'hoste, anomenades factors
d’integraci6 (IHF).

Els llocs on es duu a terme la recombinacié integrativa s’anomenen attP en el DNA del
fag, i attB en el cromosoma bacteria. Aquestes dues regions tenen una homologia
limitada a uns 30 parells de bases, a diferencia de les recombinacions homologues
generals que requereixen una homologia en les seqtiéncies de centenars de parells de
bases de DNA. La integraci6 dels genomes fagics es caracteritza pel seu alt grau
d’especificitat i direccionalitat, segueix el model proposat per Allan Cambell I'any
1967.

El lloc de recombinaci6 attP del bacteriofag conté un nucli de 15 pb i involucra altres
seqiliencies adjacents (155 pb a I'esquerra i 78 pb a la dreta); I'attB consta del nucli de 15
pb amb una seqiiencia homologa a la del nucli de I'attP i d'unes seqiiencies adjacents,
parcialment homologues a les del fag lambda de 20-25 pb de llarg. Normalment, 1'attB
no és I'tnic punt possible d’integracié al genoma, sind que existeixen llocs d’'unié
alternatius que s6n una variant de l'attB, més eficient, i presenten freqiiéncies
d’integracié molt més baixes (Nash, 1981).

La recombinaci6 té lloc per un mecanisme de tall i lligaci6 en el nucli com.
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La reacci6 d’inserci6 s’abrevia amb 1'equaci6 segiient:

POP (attP) + BOB’ (attB) [Int, [HF] BOP’ (attL) + POB’ (attR)

. . -_—
Bacteriofag Bacteri Esquerre Dreta

del profag

Se simbolitza el nucli comt com a O, envoltat pels bracos esquerre i dret P i I’
respectivament, en l'attP i envoltat per B i B” en I'attB. Les seqiiencies attL i attR son els
productes de la recombinaci6 integrativa i substrats per 'escissio. La proteina integrasa

participa en ambdoés processos.

1.3.4.1. La integrasa del bacteriofag

La integrasa (Int) pertany a la familia tirosina de les recombinases, també referida com
familia de les integrases, ja que utilitza una tirosina per tallar I'helix de DNA durant el
procés de recombinacié (Groth i Calos, 2004). La integrasa esta formada per dos
dominis: 'amino terminal (NTD), responsable de la uni6 als llocs de I'attP i el carboxi
terminal (CTD), que s’'uneix al nucli i conté el centre catalitic.c. Ambdés dominis
contribueixen a les interaccions proteina-proteina entre els monomers de la integrasa,
aquesta es troba normalment en forma de dimers, trimers o tetramers. Tanmateix,
I'NTD també esta implicat en la recombinaci6 (Jessop et al., 2000).

La integrasa té les funcions de recombinasa, d'unié especifica al DNA i de
topoisomerasa. Aquest enzim és capag de tallar i lligar les cadenes de DNA per relaxar
I'estructura de holliday formada i promoure el intercanvi entre les cadenes de DNA del
fag i del bacteri. Quan es troba, en forma de multimer, s'uneix al nucli del attP, on
reconeix un parell de seqiieéncies invertides, i a la seqiiencia GTCACTAT, repetida
directament 5 vegades en els bragos attP (Lee et al, 1990). La seqiiencia, el nombre i
I'espai entre els llocs d'uni6 de la integrasa i els bragos attP varia segons la integrasa de
cada bacteriofag (Groth i Calos, 2004). S'ha demostrat que la integrasa presenta gran
afinitat pels bracos de l'attP, a diferencia de la baixa afinitat que té per la regi6 del

nucli. Aquesta discrepancia és conseqiiéncia de les diferéncies nucleotidiques entre
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ambdoés tipus de seqiiencies, i de la regi¢ proteéica que hi interacciona (Dorgai et al.,

1998).

1.3.4.2. El factor IHF

L'IHF (integration host factor) d’E. coli és una proteina petita formada equimolarment
per dos polipeptids, codificats pels gens himA i hip, respectivament. El complex IHF
presenta tres llocs d'unié en els bracos attP. Les regions protegides de I'attP per les
proteines Int i IHF son diferents. Aquest conjunt IHF-DNA-Int és necessari per a una
integracio eficient del fag lambda, ja que crea unes torsions al DNA que ajuden a
condensar l'attP en una estructura compacta adequada per a la recombinacié
(Robertson i Nash, 1988). Les torsions generades per aquest permeten que la integrassa

que es troba unida al bragos s’uneixi al nucli de I'attP.

1.3.4.3. Intasoma i recombinacio integrativa

Sota la influencia del sobreenrotllament del DNA, I'attP, la integrasa i el factor IHF,
formen una estructura sobreenrotllada anomenada intasoma, responsable de la
recombinaci6 integrativa.

D’altra banda, el lloc attB és senzill, no conté seqiiencies d'uni6 per la proteina IHF ja
que no és necessari el sobreenrotllament en aquest DNA per la recombinacié. La regié
attB té la mateixa seqiiéncia de 15 pb al nucli i dues seqiiencies, similars a la seqiiéncia
CAACTT, que l'envolten on s’uneixen les integrasses de 1'intasoma i no les presents al
citoplasma. L’afinitat de 'intasoma per l'attB és debil, i necessita que la seqtiencia del
nucli de I'attB es mantingui intacta, ja que aquesta influeix en la conformacié del DNA
o en I'habilitat d’aquest per adaptar-se a la conformacié especifica una vegada s'hi ha
unit I'intasoma (Patsey i Bruist, 1995). Es a dir, aquest complex permet I’apropament de
les quatre cadenes implicades en la integracio.

El model de recombinacié integrativa postula la formacié d’una estructura sinaptica
entre les regions homologues de les quatre cadenes de DNA. La integrasa utilitza la
tirosina catalitica del seu CTD per tallar una cadena de DNA i unir-s’hi. Una triada de

residus basics “Arg-His-Arg” promouen que el grup hidroxil de la tirosina ataqui
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nucleofilicament el fosfat de 1’acid nucleic, trencant aixi les dues cadenes amb la
mateixa polaritat. Per tant, I'extrem 3’ de les cadenes és unit covalentment a la
integrasa, deixat lliure un hidroxil a I'extrem 5, que ataca la uni6 DNA-proteina del
lloc att contrari per lligar-s'hi, i el resultat és una estructura de holliday. Probablement,
hi ha una petita migracié o rotacio i el procés sencer es repeteix per resoldre aquesta
estructura i relligar les altres cadenes. Finalment, es déna una recombinacié completa
que requereix quatre complexos d’integrasa, dues a cada molécula de DNA per formar
el complex sinaptic tetrameric. El factor IHF és necessari per al primer entrecreuament;
en canvi, per al segon, tan sols és necessari la integrasa. El complex tetrameric de la
integrasa es manté intacte fins que les lligacions s’han dut a terme completament i les
molecules de DNA resultants han estat lligades (Lee i Landy, 2004).

El bacteriofag P22 utilitza el mateix mecanisme d’integracié que el bacteriofag lambda,
tot i que les seqiiencies aminoacidiques de les integrases respectives tinguin una baixa
homologia i reconeguin diferents seqiiencies en les regions attP i attB. D’altra banda,
els mecanismes reguladors sén diferents: No hi ha evidencies que el gen int del P22
s’activi per un promotor semblant al P;, ja que s’expressa de manera constitutiva en
absencia de C1 (Leong et al., 1986). El bacteriofag P22 presenta un promotor Pa; situat
davant del gen int pero en orientacié contraria; tanmateix, no se sap com aquest gen
estaria regulat per I'activador C1 (Wulff et al., 1993).

La regi6 attP del bacteriofag P22 conté els llocs d'uni6 del factor IHF, tot i que s’ha
demostrat in vivo que les freqiiéncies d'integraci6 i d’escissié no varien amb 1’abséncia
o la presencia d’aquesta proteina (Cho et al., 1999). Aquest fet suggereix que les
estructures nucleoproteiques per la recombinacié es poden dur a terme en abséencia
d’IHF o que altres factors poden substituir la seva funci6 en la seva formacié.

En ambdés bacteriofags (A i P22), els gens int i Xis es troben formant un modul a prop
de la seqtiéncia attP. Aquest fet fa que hi hagi una elevada concentracié local dels
productes genics Int i Xis propera al seu lloc d’actuaci6, incrementant 1’eficiencia

d’integracio.

En una resposta litica, on no s’ha de produir la integracio, a partir del promotor P es
transcriuen els gens xis, int i la regi6 sib. Aquesta regi6é forma una estructura de nansa
sensible al processament per part de I'RNasa III, I'extrem generat per aquesta és

susceptible a la degradacié per part d’exonucleases en direccié de 3" a 5’. Aquest fet
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explicaria la degradacié de I'mRNA del gen int i que no sigui possible la integracié.

Aquest control postranscripcional s’anomena retroregulacio (Plunkett i Echols, 1989).

1.3.5. Modificacions en les cel-lules lisogeniques

1.3.5.1. Conversio lisogénica

Els bacteridfags temperats sovint modifiquen els antigens de la superficie o paret
cel lular del seu hoste per 'acci6é de glicotransferases propies, induint aixi la conversié
serotipica i alterant el fenotip del bacteri hoste durant el periode de lisogénia.

Els bacteriofags lambdoides de Shigella flexneri son clars exemples d’aquest sistema,
actuen glicosilant directament l’antigen O de la membrana externa (figura 1.7), lloc
d’adsorci6 d’aquests fags, evitant la interacci6 amb nous bacteriofags (Markine-
Goriaynoff et al., 2004). Els gens relacionats amb aquest procés es troben organitzats
també en un modul, format pels gens gtrA, gtrB i gtr(type), normalment situats
immediatament després del modul d’integracié (Huan et al. 1997). Els productes genics
GtrA i GtrB s6n altament conservats i intercanviables, pero el gen Gtr(type) és tnic per
a cada bacteriofag.

i. La proteina GtrA: és una proteina integral de membrana que actua com a
flipasa per transvasar el precursor Und-glucosa que es troba al citosol fins al
periplasma. L’'undecaprenil fosfat (UnP) és el transportador preferit pels
residus de glucosa involucrats en la modificacié6 de l'antigen O (Allison i
Verma, 2000).

ii. La proteina GtrB: és una bactoprenol glucosil transferasa que catalitza la
transferencia de la glucosa des d'UDP-glucosa al bactoprenol fosfat en el
citoplasma per formar Und-B-glucosa (Allison i Verma, 2000).

iii. La proteina Gtr(type): és una glucosil transferasa que transfereix el residu
glicosil de I'UnP-glucosa a un lloc especific de la cadena d’antigen O (Allison i

Verma, 2000).
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Figura 1.7. Hipotetic model de la sintesi i modificacié de 'antigen O (figura adaptada de Korres
et al., 2005).

La sintesi de I'antigen O és iniciada per la proteina WecA, una proteina de membrana
involucrada en la formaci6é d"un sucre unit a undecaprenol-pirofosfat (Und-P-P-sucre).
El precursor utilitzat en aquesta reaccié és un sucre unit a un nucleotid difosfat (NDP-
sucre) i s’allibera un nucleotid monofosfat (NMP). A més, altres glucosiltransferases
actuen successivament per formar una unitat repetida unida al lipid. Aquest lipid unit
a una unitat repetitiva de sucres és translocat al periplasma per la proteina Wzx, fent
que sigui accessible a la proteina Wzy. La proteina Wxy juntament amb altres
xaperones es troben involucrades en la polimeritacié d’unitats repetitives i donen lloc a
un polimer unit a un Und-P-P. L’antigen O és allargat fins al final, és en aquest
moment quan es produeix la modificaci6é de I'antigen O. Aquest procés de modificacié
comenga amb la proteina GtrB, la qual és responsable de I’ancoratge del bactoprenol a
la unitat d’"UDP-glucosa formant el precursor UndP-glucosa i UMP. Aquest procés té
lloc al citoplasma i és especificament mediat per I'extrem N-terminal citoplasmatic de
la proteina GtrB. Es pensa que la proteina GtrA forma un complex multiproteic que és
capag de translocar o transportar I'UndP-glucosa des del citoplasma al periplasma fent-
lo accessible a la proteina Gtr(type). La proteina Gtr(type), en aquest cas GtrV que

ancora especificament el residu glucosil a la rhamnosa apropiada de la unitat de
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I'antigen O i recicla el portador lipidic (Und) al citoplasma. La proteina WaalL lliga el
polimer d’antigen O modificat al core-lipid A. Aquest core-lipid A és sintetitzat en el
citoplasma i potencialment translocat o transportat per una proteina homologa Msb
des del citoplasma al periplasma, fent-lo accessible a la proteina WaaL. EI LPS una
vegada es troba complet i modificat és transportat a la membrana externa (Korres et al.,

2005).

Processos similars s’han observat en bacteris lisogens per a altres bacteriofags.
Particularment, s’han caracteritzat altres moduls de glicosilacié formats pels gens gtrA-
gtrB-gtrC en nombroses soques de Salmonella spp. Per exemple, en Salmonella enterica
serovar Typhimurium lisogena per a P22 (VanderByl i Kropinski, 2000) o per a ST64T
(Mmolawa et al., 2003a).

La conversi6 serotipica fagica contribueix a la supervivencia i a la patogenia, i pot estar
relacionada amb l'augment de la invasivitat i proliferacié del bacteri dins de I'hoste

(Allison i Verna, 2000).

1.3.5.2. Sistemes d’exclusio de la sobreinfeccio de soques lisogenes pel fag P22

El bacteriofag P22 de S. typhimurium, a més de la capacitat de seroconversi6, té dos
sistemes per interferir en el desenvolupament dels fags sobreinfectius, és a dir, dels
fags que intenten infectar una cel lula lisogena per un altre fag.

Aquests dos sistemes d’exclusi6 estan representats pels gens SsieA i sieB,
respectivament.

i. EI mecanisme d’exclusié SieA: es basa en el bloquejament del DNA de
qualsevol particula virica que infecti I'hoste, ja siguin fags heteroimmunes,
altres fags P22 salvatges o particules viriques transductants amb DNA bacteria.
Aquest procés d’exclusio té lloc en algun moment entre 1'adsorci6 i la injeccié
del DNA viral a dins de la cellula hoste i l'associaci6 d’aquest amb la
maquinaria de replicaci6 (Darlington i Levine, 1971). La injecci6 i entrada del
DNA viral és incompleta, el DNA viral és exclos al periplasma i no passa al
citosol a través de la membrana plasmatica. Reforcant aquest fet, SieA és una
proteina de membrana citoplasmatica (Hofer et al., 1995) que pot ser un sistema

de restriccié i/o modificacié6 del DNA sobreinfectat que se satura a elevada
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multiplicitat d’infecci6 (Susskind et al., 1974a). No es coneix cap funcié
homologa al sistema SieA en el bacteriofag lambda.

ii. EI mecanisme d’exclusié SieB: evita la sobreinfecci6 per bacteriofags
heteroimmnunes; en canvi, no exclou altres bacteriofags P22. El
desenvolupament de les particules sobreinfectives és normal fins a
aproximadament 20 minuts després de I'adsorcié; en aquest moment hi ha una
aturada de la sintesi de DNA, RNA i proteines, és a dir, I'expressi6 del fag és
incompleta perque la sintesi macromolecular cau. En el mateix sentit, la
produccié cel lular es bloqueja, i hi pot haver un fenomen de lisi cel 1ular. El
sistema SieB no interfereix en la resposta lisogenica, aquestes cel lules mostren
un patré de sintesi normal. Per tant, no afecta en la decisi6 entre lisi-lisogenia,
hi ha una freqtiencia normal de lisogenia, pero la resposta litica és absent, no
s’allibera progenie fagica, i consegtientment, no hi ha produccié de calves de lisi
ni de colonies. Els bacteriofags P22 poden escapar del sistema SieB d'una soca
lisogena per P22 gracies al producte del gen esc (Susskind et al., 1974b). El gen
sieB se situa a 1'esquerra de la regié immC del fag P22; aquesta regi6 és semblant
a la del bacteriofag lambda (Susskind i Botstein, 1978) (figura 1.5). Entre
aquestes regions no s’hi pot observar gaire homologia al nivell de seqtiéncia
genica; tanmateix, ambdues tenen seqiiéncies promotores i uns perfils
d’hidrofilicitat similars. Aquests perfils mostren que SieB podria ser una
proteina de membrana i aix0 suggeriria que aquesta podria distorsionar la paret

cel lular (Ranade i Poteete, 1993).

El profag Fels-1 present en moltes soques de S. typhimurium exclou els mutants del fag
P22 defectius en el gen 17. Fels-1 presenta una funci6, similar al mecanisme d’exclusi6
SieB, que és antagonitzada pel producte 17. Els bacteriofags P22 mutants en el gen 17
son insensibles a I'exclusi6 pel sistema SieB del fag P22, la qual cosa indica que esc i 17

son gens diferents (Susskind i Botstein, 1978).
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Introducci6

1.3.6. Manteniment de la lisogenia i induccié del cicle litic: regulador o

interruptor genetic

El regulador genetic del bacteridfag lambda que forma part de 'operé d’immunitat
permet que la majoria dels gens del fag es mantinguin de manera silent durant el
periode lisogenic i s’encarrega que el fag passi eficagment a un estat de creixement litic,

en resposta a un senyal inductor (figura 1.8).

A) Manteniment de la lisogénia B) Inducci6 de la lisi
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Figura 1.8. Esquema del regulador o interruptor genétic. Els promotors sén indicats com Prym
(promotor de manteniment), Pr (promotor dret) i Pr (promotor d’establiment). Les fletxes

representen els mRNA.

35



La irradiaci6 ultraviolada dirigida a un lisogen desencadena la inactivacié del
repressor cl. Com a conseqiiéncia, es comenca a sintetitzar la proteina Cro, la segona
proteina reguladora del fag lambda. Cro és essencial per a la promocio i I’establiment
del cicle litic. S'uneix al DNA en els mateixos operadors que el repressor perd amb
efectes fisiologics contraris. Aquestes dues proteines reguladores, 1'RNAP, els
promotors i operadors del DNA, constitueixen els elements basics de 'anomenat
regulador genétic.

El regulador té dues posicions, com un interruptor: en un lisogen, el repressor cl esta
connectat i cro desconnectat (figura 1.8.A), i en el cicle litic la situacié s’inverteix
connectant-se el gen cro i desactivant-se el repressor cI (figura 1.8.B).

En un lisogen un dels gen fagics que s’expressen és el que codifica pel repressor cl.
Aquest repressor, com s’ha comentat anteriorment, és al mateix temps regulador
negatiu i positiu de 'expressi6 genica ja que desconnecta la resta de gens del fag,
alhora que activa la seva propia expressi6. La proporcié de molécules actives de
repressor en cada lisogen és variable; cada una d’elles té absoluta llibertat per fixar-se a
qualsevol altre cromosoma de lambda que eventualment sigui injectat a la bacteri, i
reprimir, per tant, I'expressié del seu genoma. Per aixo, es diu que un lisogen del fag

lambda és immune a la infeccié pel mateix fag.

1.3.6.1. Manteniment del cicle lisogénic

Els gens que codifiquen les proteines cI i Cro es troben en posicions contigiies en el
genoma, pero es transcriuen de manera divergent (figura 1.8). Els punts de partida per
a la transcripcié d’aquests dos gens es troben separats per 80 pb; en aquesta regié hi ha
els promotors, als quals s’hi unira I'RNAP i els operadors, on s’hi uniran els reguladors
cl i Cro. El promotor del gen cl s’anomena promotor de manteniment (Prw), i orienta
I'RNAP cap a I’'esquerra. En canvi, el promotor del gen cro, Pg, la dirigeix cap a la dreta.
L'RNAP es fixa al Pr i pot comengar la transcripcié sense ajuda de cap altra proteina
reguladora. Tanmateix, 'RNAP només transcriu amb eficacia des del Prv quan la
proteina activadora cl interacciona amb el complex.

L'operador dret esta format alhora per tres llocs operadors consecutius de 17 pb

anomenats: Or1l, Or2 i Or3, on s'uneixen cl i Cro. Les seqiiéncies d"unié dels operadors
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son similars pero no idéntiques, i aixo permet que ambdues proteines s’hi uneixen amb
diferent afinitat.

La proteina cl esta formada per 236 aminoacids organitzada en dos dominis de
grandaries similars, I'N-terminal (NTD) i el C-terminal (CTD), units entre si per un
segment connector. En una ceéllula lisogenica, aproximadament el 95% de les
molecules del cl interaccionen pel CTD i constitueixen dimers que s'uneixen al DNA
pels seus NTD.

La proteina Cro és una proteina de 66 aminoacids que forma un tnic domini. Igual que
cl, Cro també es troba formant dimers al citoplasma cel lular (Ptashne, 1992).

La interacci6 del repressor cl als operadors Orl i Or2 impedeix la unié de I'RNAP al
promotor Pg, i es reprimeix 'expressié del gen cro. Al mateix temps, ajuda que la
RNAP, mitjancant una interaccié proteina-proteina, es fixi i comenci la transcripcié del
seu propi gen des del Prv, mantenint un estat de lisogénia. Generalment, en un estat de
lisogenia, els dimers del repressor es troben practicament sempre fixats a 'Or1 i Or2, i
I’OR3 es troba lliure.

La subunitat 67 de I'RNAP contacta amb el DNA, mitjancant els domini 2 i 4
interacciona amb els elements -10 i -35, respectivament (Busby i Ebright, 1994). El
repressor cl interacciona amb la regi6 -42, sobreposant-se a 1’element -35, produint
I'activaci6 de 'RNAP. El clI contacta per a una regi6 de 10 aminoacids carregats
negativament (Hochschild et al., 1983) amb la regié de 'RNAP que es troba adjacent a
I'estructura HTH del domini 4 de la subunitat 670 (Li et al. 1994). Dos residus basics
d’aquest domini tenen un paper important en aquesta interaccio, el residu Ksos indueix
una conformacié al DNA situada just abans de 1'element -35, i el residu Rsss contacta
directament amb un residu acidic del cI (Nickels et al., 2002). La taxa de transcripcié
s’eleva aproximadament 10 vegades.

En el cas que el repressor cl només estigui unit a 1'Or1, bloquejaria la unié de 'RNAP
al Pr, perd no arribaria a interaccionar amb I'RNAP i provocaria una taxa de
transcripcié des del Prv molt baixa. Si el repressor estigués unit als tres operadors,
arribaria a bloquejar la fixaci6 de la RNAP pel seu promotor Prv, i disminuiria la
propia transcripcio.

Els factors determinants de la interaccié dels dimers de cI amb els tres llocs de
I'operador Or sén dos: I'afinitat del dimer per cada un i la interaccié entre els propis

dimers quan es fixen en dos llocs de reconeixement contigus.
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Un dimer de cl primerament es fixara per quiesti6 d’afinitat a 1'Orl. Aquesta unié
augmenta immediatament l’afinitat d'un segon dimer per 1'Ogr2, ja que aquest no
només contactara amb aquesta seqiiéncia, sind que també interaccionara amb el dimer
unit préviament a I'Orl, per una interaccid especifica entre aminoacids de la proteina
(Whipple et al., 1998), efecte que es coneix com uni6 cooperativa. Aquest fet fa que
aquests dos llocs de I'operador s’ocupin practicament al mateix moment. Per tant, la
unio del cI a I'Or2 és facilitada pel dimer unit a I'Or1, i la fixacié a 'Or3 s’ha de fer de
manera independent, ja que una vegada el dimer unit a I'Or2 interacciona amb el
dimer unit a I'Or1, és incapag d’'unir-se al que es fixa a I'Or3. Aquesta interacci6 entre
els dimers de 1" Or2 i Or3, només té lloc en circumstancies especials: quan es suprimeix
(per mutaci6) I'Orl. En aquesta situacid, els dimers del repressor ocupen els llocs Or2 i
Or3 simultaniament. En conclusi6, totes aquestes interaccions proteina-proteina sén un
clar exemple de cooperativitat alternant i dependent de parella (Johnson et al., 1981).
A concentracions més elevades de cl, I'Or3 acabara ocupat també per cl. El repressor es
fixa més debilment en aquest Or3 que no pas a I'Or2, tot i que, I'afinitat intrinseca
d’ambdoés és la mateixa, aproximadament una decima part de la que té Orl. Quan
s’augmenta la concentracié del cl, per exemple, en una situacié on la divisi6 cel lular
s’inhibeix temporalment la transcripci6 del gen cl, ja que el repressor cl es fixa també a
I'Or3 per desconnectar el seu propi gen, per tant, també és capag de reprimir el seu
propi promotor Prv. Quan la cellula es comenga a dividir una altra vegada, i la
concentracié de cl es troba al seu nivell habitual, la proteina cl torna a activar la seva
propia transcripcié. D’aquesta manera, el nivell de repressor es manté sempre constant,
tot i les possibles fluctuacions en la taxa de creixement cel lular. Tot i aixi, la uni6 del
repressor cl a I'Or3 té poca importancia a 'hora d’establir o mantenir 'estat de
lisogenia (Johnson et al., 1981).

Aquest mecanisme de cooperativitat permet una gran rapidesa de resposta, quan la
concentraci6 del repressor cl sigui dos o tres vegades menor que I'habitual, i aixi s’evita
el canvi en el Pr mantenint I'estat de repressié. Pero quan el nivell de concentracié del
cI disminueix aproximadament 5 vegades, Pr respon drasticament i funciona al 50%
del que ho fa quan no esta reprimit. Aixd permet que se sintetitzi una quantitat
suficient de Cro que pot canviar radicalment el patr6é d’expressié génica (Johnson et al.,

1979).
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Dins de la cellula, el repressor s’esta continuament deslligant de 1'operador, pero
només per tornar-se a fixar immediatament a ell o bé, per ser substituit per un altre

dimer de cI que es trobi a les rodalies.

1.3.6.3.1. Octameritzacio del repressor cl

Els repressors cl del bacteriofag lambda formen dimers en solucié a concentracions
intracel lulars normals de 0,1 uM, i poden donar lloc a conformacions de DNA entre
dos operadors separats per 5 o 6 voltes d’hélix de DNA (Hochschild i Ptashne, 1986).
Com s’ha dit anteriorment, aquests dimers s'uneixen cooperativament als dos
operadors adjacents i formen tetramers gracies a les interaccions entre els CTD dels
dimers. L'octamer es forma quan s’'uneixen quatre dimers; el tetramer seria un
intermediari en aquest procés, es trobaria a una concentracié imperceptible (Senear et
al., 1993).

Les proteines cI lliures formen octamers a unes concentracions no fisiologiques, més
elevades de 10 uM (Rusinova et al., 1997) (Senear et al., 1993). A aquestes
concentracions els octamers, in vitro, s"uneixen especificament als dos operadors O i
Or (Pray et al., 1998), I'octamer no es dissocia a tetramer per unir-se a un tnic lloc
operador (Laue et al., 1993).

El repressor cl pot formar octamers a concentracions molt baixes, i independentment
de la longitud de DNA, in vivo la conformaci6 de DNA que aquest pren permet que
dos tetramers de repressor cl units a ell (els operadors esquerres Orl i Or2 i els
operadors drets Ol i Or2) interactuin formant un octamer (Revet et al., 1999). La
formacié d’aquest revolt de DNA juxtaposa I'Or3 i1'OL3, de tal manera que podrien ser
ocupats cooperativament per un tetramer de cl, la qual cosa permet una repressié
efectiva del promotor Prm (figura 1.9). Aquest mecanisme actuaria per limitar la
concentraci6 de cI en un estat de lisogenia i canviar eficientment cap al
desenvolupament litic quan fos necessari (Dodd et al., 2001). La interaccié entre els
dimers de repressors units a 'Or3 i a 'OL3 es fa mitjancant els CTD, i només té lloc en
presencia dels altres quatre llocs dels operador units a I’octamer (Dodd et al., 2001).
L’oligomertitzacié del cI unit als dos operadors O i Or augmenta la repressié dels dos
promotors Pr i Pg, juga un paper important en 1'estabilitzacié del manteniment de la
lisogenia i augmenta la tolerancia al canvi per fluctuacions de la concentracié de cl. Per

tant, la proteina cl és un repressor més fort que la proteina Cro, que té un paper menys
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important del postulat previament en el canvi de lisogenia a lisi (Svenningsen et al.,

2005).
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Figura 1.9. Octameritzacié del repressor del cicle litic cI.

1.3.6.2. Inducci6 del cicle litic

El repressor cl se sintetitza constantment a mesura que les cel lules creixen i es
divideixen; en canvi, el gen cro es manté silent, fins que és induit (figura 1.8B). Els
agents inductors, com la llum ultraviolada, provoquen lesions en el DNA que
condueixen a un canvi notable en el comportament d'una proteina de l'hoste,
anomenada RecA. En circumstancies normals, la proteina RecA catalitza la
recombinacié entre molécules de DNA, pero quan el DNA esta lesionat, adquireix una
conformaci6 activa (RecA*)que interactua entre d’altres proteines amb el repressor cl.
El RecA* juga un paper d’estimulador indirecte de 'autoproteolisi del cl, possiblement
actua com a efector al lostéric, és a dir, com a coproteasa (Little, 1984). L’autoproteolisi
té lloc concretament entre els aminoacids Alaii1 i Gly112 en el ¢l del bacteriofag lambda i
als aminoacids Alags i Glyss del C2 del bacteriofag P22, ambdoés situats al segment

connector dels dos dominis del repressor. La separacié d’ambdés dominis inactiva el
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repressor, ja que els CTD per si mateixos no poden dimeritzar, i I'afinitat de la forma
monomerica per l'operador és massa petita perque la seva unié sigui eficagc. A
concentracions elevades de repressor cl hi ha menys eficiéncia en la proteolisi, hi ha
més dimers que monomers, i son aquests altims els que interactuen amb la proteina
RecA* (Phizicky i Roberts, 1980). La proteolisi necessita que el CID es mantingui
intacte, a diferencia de I'NTD; aquest fet afavoreix la idea que els monomers de clI s6n
els que majoritariament pateixen la proteolisi (Sauer et al., 1982).

La induccié dels bacteriofags només és una vessant de la maltiple activacié genética,
anomenada sistema de reparacié d’emergéncia o sistema SOS, que es desplega com a
resposta a lesions en el DNA. La proteina RecA* dirigeix també la proteolisi del
repressor LexA de I'hoste, aquest és semblant al cI del fag lambda, tant en estructura
com en funcid, tot i que els dos interaccionen en diferents llocs amb el RecA (Mustard i
Little, 2000). El LexA reprimeix un grup de més de 40 gens bacterians, com ara, els gens
recA, umuC, uvrA, uvrB, sulA, etcétera, que una vegada deixen d’estar reprimits,
permeten la supervivencia del bacteri a la irradiacié.

Entre la proteina LexA i el repressor cl hi ha una certa homologia; aquesta es troba en
la seqiiencia aminoacidica que envolta el lloc de tall, aixd suggereix que la proteina
RecA reconeix alguns residus aminoacidics i/o algunes estructures secundaries
d’aquesta regi6. Tanmateix, el cl té una susceptibilitat més baixa a la proteolisi dirigida
per RecA que la proteina LexA; aix0 serviria per mantenir 1'estat de profag el maxim
de temps possible (Horii et al., 1981).

El cicle litic es troba altament reprimit durant el creixement cel lular, en absencia de
senyal inductor, i s’activa a la fase estacionaria causant la lisi de les cel lules hostes
(Ramirez i Villaverde, 1997). Per tant, l'activacié de la proteina RecA tindria lloc en la
fase de descens de la velocitat de creixement cel lular, on les cel lules amb pocs
recursos nutricionals sén les responsables de la propagaci6 viral (Ramirez et al., 1999).
Quan el repressor es trenca deixa lliures els Orl i Or2, la seva taxa de sintesi
disminueix i 'RNAP interacciona amb el Pr per iniciar la transcripcié del gen cro.

La proteina Cro s’autoregula, ja que una sobreexpressié seva seria toxica per a la
cel lula, i regula I'expressié dels transcrits primerencs esquerre i dret. A diferéncia del
cl, Cro és un regulador exclusivament negatiu, i 'ordre d’afinitat pels tres llocs de
I'operador és el contrari del repressor cl. La primera molecula de Cro que se sintetitza,
dimeritza i s'uneix a I'Og3. Aixo, impedeix que 'RNAP s"uneixi al Prum i evita la sintesi

de la proteina cl. Quan funciona el promotor Pr i el gen cro es transcriu, els gens de la
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dreta del gen cro també es transcriuen, els productes dels quals sén necessaris en 1'inici
del cicle litic. L’augment de la proteina Cro fa que s’acabin ocupant els operadors Or1 i
Og2, en aquest moment I'RNAP deixa de tenir accés al Pr. Per tant, si bé inicialment
només es desconnecta la sintesi de cl, finalment acaba disminuint la seva propia
expressi6 i la de la resta dels gens litics primerencs que formen part de la
mateixa unitat transcripcional. El complex dimer de Cro i operador es forma a
concentracions nanomolars de Cro, ja que s'uneix amb una elevada afinitat als
operadors (Jana et al., 1998), saturant els tres llocs de I'Or. La unié del repressor Cro

també es fa de manera cooperativa, unint-se primerament a 1'Or3, després a I'Or1 i més

tard a 'Ogr2 (Darling et al., 2000).

El genoma del fag P22 també codifica un regulador i una proteina Cro; aquests actuen
en una regié del seu propi DNA analoga a la regié Or del bacteridfag lambda. La
descripci6 del regulador genic del fag lambda és aplicable a aquest bacteriofag. Aquest
regulador genetic s’anomena immC en el bacteriofag P22. El CTD del C2 del P22 és
homoleg al del bacteriofag lambda, tot i que aquest grau de similitud no es manté en el
seu NTD (Sauer et al., 1981).

La proteina Cro del P22 és analoga a la del lambda, tot i que té menys capacitat o forca
per unir-se a 'Or3 (Poteete, 1986). Es globalment acceptat en I’evolucié de les proteines
que l'estructura proteica es conserva molt més que la seqiiencia aminoacidica.
L’estructura de la proteina Cro del bacteriofag P22 esta formada per tres heélix a a
I'extrem C-terminal, a diferencia de la del fag lambda, on I'extrem C-terminal esta
format per una lamina . El canvi d’estructura de o a  provindria d"un ancessor que
seria més semblant al P22 amb una estructura d’heélix o. Tanmateix, tot i el canvi
dramatic en aquestes estructures secundaries es conserven les mateixes funcions

biologiques (Newlove et al., 2004).

1.3.6.3. Interaccions proteina- DNA

Tots sis operadors, tres de la dreta i tres de l'esquerra, presenten seqiiencies
lleugerament diferents, les quals dirigeixen les diferents afinitats dels repressors per
ells. Els llocs d'uni6 sén gairebé simeétrics encara que no hi ha una simetria perfecta en

cap d’ells.
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Figura 1.10. A) Interaccié dels NTD dels dimers de repressor cl i de Cro amb el DNA. B)
Interaccions dels aminoacids de les helixs de reconeixement de cI i de Cro amb les bases de
I'operador.

L'NTD de la proteina cl es plega formant cinc estructures d’helix o. L’helix a3,
anomenada també helix de reconeixement, es disposa en direcci6 a la superficie de la
molécula de DNA (figura 1.10A). En la forma dimerica del clI, les helixs de
reconeixement es troben separades entre si per la mateixa distancia que separa els
segments consecutius del solc major en la superficie de DNA, cada helix de
reconeixement encaixa en el solc major de l'helix de DNA. D’aquesta manera, la
simetria de la proteina dimerica coincideix amb la simetria del DNA, quan el dimer se
situa sobre I'operador.

L’helix a2 es troba prop el solc major, pero no propiament dins seu, en realitat serveix
perque I'helix a3 es disposi sobre el solc major. Moltes proteines reguladores utilitzen
aquesta estructura de dues helixs o, anomenada helix-gir-helix o HTH, per fixar-se al
DNA. Alguns dels aminoacids, situats en posicions equivalents de les estructures
bihelicoidals de cl i de Cro, son identics o quimicament semblants (figura 1.10B). Tres
d’ells se situen en el revolt que connecta les dues helixs i els altres dos, un a cada helix,
serveixen per mantenir constant I’angle format per aquestes estructures.

El repressor Cro consta de tres helixs a i tres lamines B. L’orientacié espacial de les

helixs 2 i 3, és virtualment identica a la de les seves equivalents en el repressor cl i les
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helixs de reconeixement de la proteina dimerica, també encaixen en segments contigus
del solc major (figura 1.10A). Es sorprenent trobar dues hélixs o disposades de manera
tant semblant en dues proteines tant diferents (Ptashne, 1992).

Les seqiiencies d’aminoacids de les helixs de reconeixement de cI i de Cro sén,
majoritariament, diferents entre si. Tot i aixi, les superficies externes de les helixs de
reconeixement sén semblants, encara que no idéntiques, perque tot i que cl i Cro es
fixen als mateixos llocs de l'operador, ho fan amb una afinitat relativa diferent.
Ambdues helixs de reconeixement comencen amb la seqiiencia Glu-Ser per establir
contacte amb les posicions 2 i 4 invariants dels llocs de 'operador, a partir d’aquestes,
les seqtiéncies divergeixen. Hi ha contactes analegs entre la base T5 i I’Alay de Cro i la
Glyss de cl. Els contactes amb les posicions 2 i 4 farien que les proteines cI i Cro
diferenciessin els llocs operadors entre les altres regions del DNA. D’altra banda, la
discriminacié entre els diferents operadors és més subtil, i s’aconsegueix,
principalment a través de diferents forces de Van der Waals en les posicions 3, 5 i 8.
Aquest fet demostra que no hi ha un dnic codi entre la interacci6 DNA-proteina
(Albright i Matthews, 1998).

Els motius d'unié comuns al DNA, la proximitat dels gens i la uni6é cooperativa han
suggerit fortament que els gens cl i cro divergeixen d’un ancessor comu per duplicacié
genetica. Alguns fags, fins i tot, tenen un 25% d’homologia en els NTD de tots dos
gens. També es creu en l'existencia de dos llinatges ancestrals per les proteines cl i Cro
respectivament, ja que les seqiiéncies de la majoria de proteines Cro es troben
relacionades més estretament entre elles que amb les proteines cl i a la inversa

(Newlove et al., 2004).

La grandaria i el patr6 de les bases conservades de les seqiiencies consens dels
operadors de diversos bacteriofags son diferents. En el C2 del bacteriofag P22 també és
el contacte directe entre tres aminoacids de l'estructura HTH amb 'operador, el que
permet uns fonaments perque la resta d’aminoacids formin interaccions débils amb les

bases no conservades (Hilchey et al., 1997).
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1.3.6.4. Element regulador imml del bacteriofag P22

El bacteriofag P22 té un altre element regulador, anomenat imml. Aquest es troba
absent en el bacteriofag lambda. La regié imml és un modul de gens relacionats amb
I'expressi6 genica i el manteniment de la lisogenia (figura 1.11). Conté un gen
anomenat ant, que codifica un antirepressor que inhibeix la unié de diversos repressors

fagics com el C2 del bacteriofag P22 o el cI del bacteriofag lambda.
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Figura 1.11. Esquema del sistema imml del bacteridfag P22. L’organitzacié genética de la regio6
imml del bacteriofag P22 s’assembla a la regié d'immunitat del fag lambda i per tant també, a la
regi6 immC del bacteriofag P22. En tots aquests casos, els gens expressats des del promotor de la
dreta (Pr en el lambda; Pan en la imml) es troben regulats negativament durant el cicle litic pel
producte d’un gen, que es troba immediatament a la dreta del promotor (Cro en el lambda; Arc
en la imml) i durant I'estat de lisogenia pel producte d"un gen, que es localitza immediatament a
I'esquerra del promotor (cI en el lambda; Mnt en la imml). El gen mnt és transcrit cap a
I'esquerra des del promotor Pun, aquest es solapa amb el promotor Pay: (Sauer et al.,, 1983).El
gen Cro s’expressa a partir del Pg; analogament el gen arc s’expressa des del promotor Pan,
regulant aixi la seva propia expressi6 (Youderian et al., 1981).

El sistema regulador imml augmenta la probabilitat d’intercanvi modular, ja que quan

'antirepressor del fag P22 s’expressa, s’'inactiven diferents repressors d’altres fags, i
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aixi es permet la induccié de profags de I'hoste, que es replicaran, augmentant la
possibilitat d’interaccié entre diferents genomes fagics i, per tant, incrementant la

recombinacio entre ells (Botsein, 1980).

El gen ant només s’expressa quan el seu regulador, el repressor Mnt, és absent o
inactiu. Aquesta funci6 antirepressora de la proteina Ant no és essencial per al cicle
vital del fag P22 (Susskind i Botstein, 1978).

Sota condicions de sobreproduccié de l’antirepressor, in vivo, aquest protegeix el
repressor C2 de la proteolisi dirigida per RecA. Per tant, la unié6 C2-Ant és més forta
que la de C2- RecA (Prell i Harvey, 1983).

El transcrit on es troba codificat I'antirepressor és d"unes 1,2 kb, comenca a partir del
promotor P.n i acaba abans que comenci el gen adjacent, el gen 9, el qual codifica per
I'enzim endorhamnosidasa de la cua que es transcriu a partir del seu propi promotor
(Susskind i Youderian, 1982).

Les proteines Mnt i Arc, homologues entre elles, sén polipéptids petits i basics. A més,
mostren similitud amb la proteina Cro del bacteriofag lambda.

La proteina Arc esta formada per 53 aminoacids, és significativament més curta que la
proteina Mnt de 82 aminoacids. L’homologia entre elles es localitza a 1'extrem N-
terminal de la proteina Mnt. Aixo suggereix que la regié C-terminal podria estar
relacionada amb la formacié de I'estructura oligomeérica de la proteina ja que Arc es
troba de manera dimerica en solucié i MntR forma tetramers (Vershon et al., 1985).

La proteina Mnt s'uneix a la regié6 de DNA que solapa els dos promotors Pant i Pmnt
(figura 1.11). Concretament, interacciona entre 1'element -35 del P i el punt d’inici de
transcripcié del Pant, i produeix la inhibicié de la transcripcié per bloqueig de la unié de
I'RNAP al Pan dels gens arc i ant i s’activa la transcripcié del seu propi gen a partir del
Pmnt per contacte directe amb 'RNAP. Aquesta proteina esta formada per dos dominis
estructurals, ambdés necessaris per a la uni6 d’elevada afinitat a 1’operador
(Waldburger i Sauer, 1995). La proteina Mnt en forma de tetramer utilitza els dimers de
I'NTD per contactar amb la meitat de I'operador, concretament en les dues cares de
I'helix de DNA de l'operador simetric (Vershon et al., 1987a). Una vegada hi
interacciona un dimer de Mnt, la uni6 del segon es facilita establint-se una interaccié
entre ells i el DNA; aquesta cooperativitat limita 1'afinitat per la unié a I'operador i

evita unions inespecifiques (Berggrun i Sauer, 2000).
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La proteina Arc inhibeix la transcripci6 dels gens arc i ant a partir del Pax (figura 1. 11),
ja que bloqueja la uni6 de 'RNAP. Contacta amb una cara de l'helix de DNA,
concretament a la seqiiencia operadora parcialment simetrica situada entre les regions
-10 1 -35 del Pant (Vershon et al., 1987b). Els dimers de la proteina formen tetramers quan
s'uneixen a I'operador de manera cooperativa (Brown et al., 1990).

L’especificitat d"uni6 a 'operador, tant d'Mnt com d’Arc, esta determinada per un petit
grup de residus aminoacidics de l'extrem N-terminal, com demostren experiments
amb proteines hibrides entre aquestes dues proteines. L’especificitat de I'Mnt pot ser
canviada per la de l’Arc, substituint només 6 residus de I'NTD de 1'Mnt pels 9
corresponents de I’Arc (Knight i Sauer, 1989).

1.3.7. Regulacio del cicle litic. Efecte dels antiterminadors

Després de la induccié del cicle litic, els promotors Pri Pr deixen de ser reprimits pel
repressor cl i sén susceptibles de ser transcrits, amb la qual cosa es permet aixi
I'expressi6 del gen N a partir del Pr, i del gen cro a partir del Pr (figura 1.12).
La proteina N és un antiterminador que suprimeix els terminadors de transcripcié i
permet que 'RNAP de I'E. coli transcrigui després dels terminadors tis diferents gens,
entre ells, els responsables de I'escissi6 del profag i després dels trs els gens primerencs
O i P, gens necessaris per a la replicacié del DNA viral i el gen Q, que codifica per la
proteina antiterminadora Q.
La proteina Q evita la terminaci6é de la transcripcié tardana des del promotor Py, i
permet que hi hagi una transcripci6 eficient dels gens relacionats amb la morfogenesi
virica i la lisi cel 1ular.
Aquesta cascada de factors antiterminadors regula la durada de la transcripcié genica
del bacteriofag mentre es troba en el cicle litic (Greenblatt et al., 1993).
Aquests dos tipus d’antiterminadors interfereixen en I'elongacié de la transcripcio.
Després de l'inici de la transcripcid, el complex d’elongacié transcripcional (TEC) perd
la subunitat de reconeixement del promotor, el factor o, i el cor de la polimerasa és
capa¢ d’acabar la transcripcié en llocs especifics, determinats per dos classes de
terminadors:

i. Terminador intrinsec: caracteritzat per un element palindromic ric en GC, que

forma una estructura de llag, seguit per una repeticié d’uridines en 'RNA
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transcrit. El factor NusA de l'hoste augmenta leficiencia de terminacio,
contactant amb la subunitat o de I'RNAP i afavoreix el plegament del bucle
(Nudler i Gottesman, 2002).

ii. Terminador dependent de factor: s’han descrit dos tipus de factors de
terminaci6: el factor Rho, que actua en molts i diferents llocs del cromosoma
bacteria i, el factor MFD, el qual és responsable de I'alliberament de 'RNAP en

regions del DNA amb lesions per ultraviolats (Nudler i Gottesman, 2002).
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Figura 1.12. Esquema de la regulacié génica per antiterminacié. Les fletxes representen els
mRNA.

1.3.7.1. La proteina antiterminadora N

La proteina N pertany a la familia de les proteines riques amb arginines (ARM) d'unié
a 'RNA, a més de la seva funcié antiterminadora, accelera la velocitat d’elongacio¢ de
I'RNA. EL CTD de la proteina N, és el responsable de la unié al TEC i de l'accié
antiterminadora. D’altra banda, I'NTD, que inclou el motiu ric en Arg, és el
responsable de la uni6 especifica al DNA i del seu reclutament al TEC.

El factor NusA i la proteina N reconeixen dues seqiiéncies, boxA i boxB de la regi6é nut
(N-utilization site) i, ambdues, interaccionen alhora amb I'RNAP. La regioé nutL es troba
entre el promotor Pr i el terminador ti1 i la regié nutR entre el gen cro i el terminador tr:

(figura 1.12). Les proteines NusE i B reconeixen la boxA i també interaccionen amb
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I'RNAP. Per tant, les proteines Nus de I'hoste formen, juntament amb la proteina N i
I'RNAP un complex antiterminador estable que supera els terminadors de transcripci6.
El mecanisme pel qual la proteina N suprimeix els terminadors Rho-dependents encara

no s’ha determinat (Friedman i Court, 1995).

1.3.7.2. La proteina antiterminadora Q

La proteina Q s'uneix al lloc qut (Q-utilization site), localitzat entre la posicié -10i -35
del promotor pR’ (figura 1.12). El seu mecanisme d’antiterminaci6 és diferent del de la
proteina N. La uni6 de la proteina Q a qut necessita el factor d’iniciacié 670 en I'RNAP i
que ja s’hagi iniciat la transcripcié. L'tnic factor de 1'hoste necessari és la proteina
NusA, que estimula I'RNAP perque continui la transcripcié. El complex resultant fa
que I'RNAP sigui resistent a la terminaci6, per interferencia directa de la formacié del

llag de DNA del terminador (Nudler i Gottesman, 2002).

El bacteriofag P22 té dues proteines, la 23 i la 24, analogues a les proteines Q i N del
bacteriofag lambda, i que fins i tot poden ser substituides en els hibrids P22/lambda
(Susskind, i Bostein, 1978).
En el bacteriofag P22, a partir del promotor P, una vegada superats els terminadors
ts, es transcriuen diferents gens, entre els quals, hi ha els segtients:
i. El kil, el producte del qual es desconeix la funci6, pero se sap que és essencial
per al desenvolupament litic en absencia de les proteines Abc.

ii. L’erf, que codifica per a una proteina que permet la recombinacié homologa i és
essencial en hostes mutants pel gen recA.

iii. L’arf, el seu producte és essencial per al desenvolupament del fag P22 en
absencia de la proteina Kil.

iv. El ral, que déna lloc a la proteina Ral, aquesta permet la infeccié d’una cel lula
que posseeixi el sistema de restricci6-metilaci6 salvatge per part dun
bacteriofag modificat o no.

v. L’abcl i I'abc2, que modulen 'activitat RecBCD de 1'hoste, i sén essencials per a
la replicaci6 fagica en cel lules hostes salvatges, tot i que no sén essencials en

cel lules mutants pel gen recB.
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vi. El xis i I'int, que donen lloc a proteines responsables del procés d’escissio del
profag.

Entre I'abc? i el xis hi ha tot un seguit de gens amb funci6é desconeguda, la deleci6 dels
quals no afecta el desenvolupament del fag P22 (Semerjian et al., 1989).
A partir del promotor Pr i Pr’, una vegada superats els terminadors tr i tr’, hi trobem,
tant al bacteriofag P22 com al fag lambda, els gens responsables de la replicacio, lisi i
morfogenesi de la progenie.
L’organitzacié del regulador del cicle litic i les posicions dels seus elements rellevants,
tals com P, nutL, t.1, nutR, tr1, es troben conservades en els diferents fags lambdoides,

tot i que les seves seqiiencies han divergit extensivament (Campbell, 1994).

1.3.8. Escissio del profag

Quan s’inhibeix el cicle lisogeénic, el profag s’independitza del cromosoma bacteria per
un procés anomenat escissid. L’autoproteolisi del repressor cl, regulada per la proteina
RecA*, permet la transcripcié de diversos gens a partir del promotor Pr, com l'int i el
Xis, els productes dels quals son responsables d’aquest procés d’escissio. Les seqtiéncies
d’aquests dos gens se solapen en 20 pb. La regi6 sib no es transcriu, ja que s’hauria
separat fisicament d’aquests dos gens durant la integracio.

Tot i que ambdds processos de recombinacié especifica de lloc els duu a terme la
mateixa proteina integrasa (Int), 1’escissi6 no és una simple reversié de la integracié. Hi
intervenen les proteines Int, IHF i Xis (escissionasa). L’escissi6 és un tipus de
recombinaci6 especifica de lloc, on el tetramer de la integrasa intercanvia les cadenes
attL i attR, resultants del procés de integracié per restaurar les regions originals attB i
attP. La direcci6 de la recombinaci6 és determinada per la quantitat de Xis present a la
cel lula.

La reacci6 d’escissi6 s’abreuja amb 1’eqtiaci6 segtient:

BOP (attL) + POB’ (attR) [Int, Xis, [HF POP’ (attP) + BOB’ (attB)
(Fis)]

Esquerre Dreta Bacteriofag Bacteri

del profag
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La proteina Xis és un polipeptid petit (72 aminoacids). El seu extrem N-terminal és
necessari per a la uni6é al DNA, al qual s"uneix de manera dimeérica o tetrameérica quan
interacciona cooperativament amb la proteina Fis de 1'hoste. Aquesta és prescindible
per a la reaccid, pero pot estimular-la quan la concentracié de proteina Xis és limitada.
Aquests complexos creen una torsié al DNA per unir cooperativament a la proteina Int
i formar el complex nucleoproteic d’escissi6 al attR (Thompson i Landy, 1988). Analisis
mutacionals indiquen que l'extrem C-terminal de la proteina Xis és I'encarregat de la
interaccié directa amb la proteina Int (Numrych et al., 1992), i és I'NTD d’aquesta
proteina el que interacciona amb la proteina Xis, a més d’unir-se al DNA (Cho et al.,
2000).

La proteina Xis reconeix dues seqiiencies imperfectes directament repetides,
anomenades X1 i X2, que es troben situades entre el lloc d'uni6 de la integrasa i el nucli
de l'attR (Yin et al., 1985). La seqiiencia X2 se solapa amb la seqiiencia d'unié de la
proteina Fis, anomenada F. El resultat final de I'escissié és una molecula de DNA fagic

viral.

1.3.9. Replicacié del DNA viral

L’escissi6 allibera una molecula de DNA circular. La replicaci6 del DNA viral és un
procés independent de la replicaci6é del cromosoma de 'hoste. Es duu a terme en dues
fases: la fase de replicacié primerenca o en forma de 6, per semblanca de les
estructures intermedies de replicaci6é a aquesta lletra grega, on la replicaci6 s’inicia a
partir d'un Gnic origen, es realitza de manera bidireccional generant noves molécules
de DNA circulars; i la fase tardana, on la replicacié segueix la forma de cercle rodant
(o) i genera multiples molecules lineals de DNA necessaries per a la progenie virica
(figura 1.13).
L’inici de la replicaci6 és una accié cooperativa, on sén necessaries dues proteines
fagiques (O i P) i un gran nombre de proteines de I'hoste. L’elongacié de la replicacié
segueix el mecanisme establert per I'hoste.
i. La replicacié primerenca (8). Primerament, la molecula DNA circular se
sobreenrotlla negativament formant un substrat replicatiu a causa de 1'acci6 de
la. DNA girasa. La replicaci6 comenca en un Unic origen i continua

bidireccionalment. Les nanses replicatives, on es duu a terme la sintesi de DNA
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Introduccio

es mouen de manera divergent al seu origen i progressen a través del cercle a
unes velocitats similars. La DNA topoisomerasa separa les dues cadenes
circulars noves. Aquest tipus de replicacié procedeix de manera exponencial,
tot i que es repliquin el 20% de les molecules.

ii. La replicacié tardana o per cercle rodant (6). Doéna lloc a concatamers,
molécules que presenten de dos a vuit vegades la longitud del genoma del fag
lambda. Una de les cadenes de DNA serveix com a motlle, i 'altre conté un tall.
La replicacié s’inicia a 'hidroxil 3" del tall, continua a través del cercle diverses
vegades, i produeix DNA de cadena senzilla. Aquesta cadena s’utilitzara com a
motlle per a la sintesi de la seva cadena complementaria. Els concatamers
resultants son substrat de l'activitat exonucleotidica del complex enzimatic
RecBCD bacteria, pero el producte génic Gam del fag A (o Abc en el fag P22)
inhibeix aquesta activitat. La replicacié de cercle rodant pot ser bidireccional, és
a dir, pot replicar-se utilitzant les dues cadenes com a motlle. Aproximadament,

el 40% de la forma replicativa ¢ té el mateix origen, i coincideix amb el de la

forma 0.
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Figura 1.13. Replicaci6é del DNA del bacteriofag P22. A i B, fase primerenca, replicacié en forma
de 6. C i D, fase tardana, replicaci6 en cercle rodant i llocs per on talla el complex terminasa el
DNA madur, generant extrems amb redundancia terminal.
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L’origen de replicacié es troba a dins del gen O, és un segment de 63pb, presenta
quatre caixes repetides i inverses molt semblants de 19 pb i separades per poques
bases. Les seqiiencies de la dreta d’aquestes caixes és rica en parelles AT, i exposen una
distribuci6 asimetrica de purines i pirimidines, amb la finalitat de facilitar la
desnaturalitzaci6 de la doble helix. La proteina O, analoga a la DnaA de 1'hoste, actua
de manera dimerica. L'NTD és essencial per al reconeixement i la unié a una regié que
conté les quatre caixes de l'origen de replicacié, produint una torsié al DNA que
ajudara a l'entrada de I'helicasa (DnaB). D’altra banda, el seu CTD interacciona amb la
proteina P (Zylicz et al., 1984). La proteina P, analoga a la DnaC de 1'hoste que
interactua també amb diverses proteines de I'hoste, entre les quals hi ha la DnaB.
L’associacié de la proteina P amb la DnaB, i la consegiient modificacié de la seva
activitat permet la seva entrada al complex replicatiu. Les proteines DnaA i RNAP
intervindrien en aquest estadi. Tanmateix, perqué s’inicii la replicacio, la proteina P ha
de sortir del complex ternari O-P-DnaB que inhibeix 1'accié de la DnaB (Biswas i
Biswas, 1987). Les xaperones de 1'hoste Ssb/DnaJ/DnaK s’associen a la proteina P, i
per hidrolisi d’ATP, deixen 1'helicasa DnaB lliure i activa (Dodson et al., 1989). Aixi, la
DnaB podra interaccionar amb la primasa DnaG i juntament amb la DNA polimerasa
formara el complex de replicaci6 (Liberek et al., 1990).

L’inici de la replicacié del genoma del fag lambda té lloc en intima associaci6 a la
membrana cel lular (figura 1.13), ja que les proteines de I'hoste DnaK i ] es troben
unides a la membrana (Zylicz et al., 1983).

La DnaA podria actuar unint-se a unes caixes properes al promotor Pg, afavorint la
producci6 de les proteines O i P (Wegrzyn et al., 1995). En cel 1ules salvatges, el consum
de la DnaA per la rapida replicaci6 del DNA viral és el responsable del canvi de
replicacié 6 bidireccional a unidireccional i, posteriorment, a la replicacié de cercle
rodant (o) (Taylor i Wegrzn, 1995).

Els diversos fags lambdoides tenen una organitzacié similar dels elements relacionats
amb la replicacid, els seus gens O sén homolegs, i en alguns casos intercanviables
(Campbell, 1994). En el cas del bacteriofag P22 els gens implicats en la replicacié sén el
18 (analeg al gen O del lambda) i el 12 (analeg al gen P del lambda) (Susskind i
Botstein, 1978).
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1.3.10. Ensamblatge de les particules viriques

L’ensamblatge de la particula viral és degut a un equilibri entre les diferents proteines
del cap i la cua. Els gens estructurals no es troben disposats a I’atzar en el genoma viric
sind que es troben agrupats en dues regions que no se solapen. A més, els productes
dels gens que interactuen durant la morfogenesi es troben codificats en gens adjacents.
Els polipeptids dels precursors, tot i ser transcrits a partir d"un tnic promotor (Pr’), sén
sintetitzats seqliencialment en unes quantitats apropiades pel seu ensamblatge.
L’expressi6 diferencial de les proteines és producte d'una traduccié diferencial dels
cistrons. L’ADN concatameric, producte de la replicaci6é en forma o, i els precursors de
la capside interactuen per formar les particules viriques de la progenie. En el cas del
bacteriofag lambda, 'enzim terminasa és l'encarregat d’empaquetar i tallar el DNA

viral per la regi6 cos (Capmbell, 1994).

El bacteriofag P22 no posseeix les seqiieéncies cos en el seu genoma. Aquest és una
molécula de dsDNA amb una redundancia terminal aproximadament del 3,8% (figura
1. 13) (Casjens i Hayden, 1988). En aquest cas, 'empaquetament del DNA es duu a
terme a partir d'un concatamer, fins que el cap de la capside esta ple de DNA;
d’aquesta manera s’obté una progenie amb seqtiéncies circularment permutades.
El viri6 P22 és un particula icosaédrica amb una placa basal i una cua petites, i esta
format per una quantitat equimolar de DNA i proteina. El cap esta constituit,
principalment, pel producte del gen 5, i I'tnica proteina que forma la petita cua és el
producte del gen 9.
Primerament es forma la procapside, composta per diversos tipus de proteines:

i. La proteina Gp8, que serveix de cadafal per a 'ensamblatge de la carcassa

externa formada per la proteina major de la capside.

ii. La proteina Gp5, que forma la carcassa del cap icosaedric del virié.

iii. La proteina Gpl o proteina portal, que forma un anell dodecameric en un
vertex del cap, per on entra el DNA i on s'uneix la cua.

iv. Les proteines menors (Gp7, Gpl6 i Gp20), que estan presents a la procapside,
perd que no participen en la incorporaci6 de l'anell portal ni en
I'empaquetament del DNA.

L’ensamblage de la procapside es duu a terme tinicament per les proteines Gp5 i GpS§;

tanmateix, un complex de subunitats del cadafal, juntament amb algun factor cel lular,
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serveix, probablement, d'iniciador de I'ensamblatge de la procapside i d’organitzador
de I'anell portal en un vertex concret de la carcassa (Bazinet i King, 1988). La proteina
portal, que forma l'anell, interacciona amb la procapside durant el procés de
polimeritzacié (Moore i Prevelige, 2002).

Després de la formacié de la procapside comenca 'empaquetament del DNA viral.
Aquest és reconegut una Unica vegada al comencament de cada concatamer pel
complex enzimatic anomenat terminasa, format per les proteines virals Gp2 i Gp3. La
proteina Gp3 s’uneix especificament a una seqtiéncia asimetrica de 22 pb anomenada
pac, propera al mig del gen 3 (Wu et al., 2002), i talla el DNA per formar el primer
extrem que encapsidara. La terminasa es manté unida al DNA després de tallar-lo, aixi
el complex DNA-terminasa cerca una procapside buida per unir-se al vertex portal.
L’empaquetament de la procapside té lloc fins que aquesta queda plena de DNA.
Durant aquesta insercié el complex terminasa es manté associat al complex
d’empaquetament formant part de la maquinaria de transport. La proteina Gp2 del
complex actua com a ATPasa, i permet la condensaci6 del DNA i la seva
entrada/compactacié dins de la capside (Poteete i Botstein, 1979). Quan la capside esta
plena, el complex terminasa fa un segon tall per separar el DNA empaquetat del
concatamer. Es la proteina portal la que regula la longitud i la densitat del DNA que
s’empaqueta (Casjens et al., 1992). Posteriorment, la terminasa s'uneix al DNA no
empaquetat per formar un nou complex DNA-terminasa que buscara una nova
procapside buida per repetir el procés (Hendrix, 1998). El segiient empaquetament
comengara per I'extrem final creat pel tall anterior, per tant, un tnic reconeixement
dirigeix I'encapsidacié de molts genomes virics.

L’encapsidacié del DNA provoca la maduracié de la procapside. En aquest moment,
les proteines estructurals pateixen un canvi conformacional, del qual resulta un
augment del 10-40% de la grandaria de la procapside; aquesta dilatacié implica el
desplegament de l'estructura terciaria de les subunitats Gp5 de la procapside per
formar uns contactes quaternaris més estables en la capside madura i la sortida de les
proteines Gp8 que formaven el cadafal. Aquest procés, durant 1'encapsidament del
DNA, esta governat per un augment de I'energia d’activacio, i és dependent d"ATP.
L’estructura de les subunitats Gp5 de la procapside és un pas intermedi entre el
plegament de les proteines/ensamblatge i la formacié de la capside madura (Tuma et
al.,, 1998). Durant la dilataci6, l'estructura secundaria de les proteines Gp5 varia

modestament, hi ha un augment del 2-3% en el contingut de lamines B, pero
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'estructura terciaria queda alterada radicalment a causa de la reorganitzaci6 dels seus
dominis (Tuma et al., 2001).

Una vegada s’ha encapsidat el DNA, la capside madura i s’estabilitza per 1'addici6,
primerament de la proteina Gp4, i, posteriorment, de les proteines Gp10, Gp26 i Gpl4
(Strauss i King, 1984). Finalment, els trimers, formats per les interaccions hidrofobiques
entre les regions carboxiterminals de la proteina Gp9, s’addicionen a la capside madura
per formar la cua i, per tant, formar les particules viriques del bacteriofag P22 (Gage i

Robinson, 2003).

1.3.11. Lisi cel-lular

Una vegada s’han format les particules viriques, aquestes han de sortir de la cel lula i
dispersar-se per poder comencar novament el cicle infectiu. Una de les principals
barreres per a la sortida de les particules és la malla continua de peptidoglicans de la
paret cel lular bacteriana.

L’estrategia que segueixen la majoria de bacteriofags, entre els quals, el bacteriofags
lambdoides, és produir una endolisina que degrada els components de la paret
cel lular.

L’endolisina del bacteridfag lambda és una transglicosilasa, que trenca els enllagos N-
acetilglucosamins del peptidglica de la capa de mureina per transglicosilaci6. Altres
fags com el P22 presenten endosisines que hidrolitzen aquests enllacos (Campbell,
1994).

L’endolisina es comenca a sintetitzar al mateix temps que les proteines de la
procapside, acumulant-se plegada i totalment activa al citosol fins que es duu a terme
la maduraci6é virica. Aquesta proteina no té cap senyal amino terminal de secrecio,
necessita d'un altre factor litic del bacteriofag per accedir a la paret cel lular, aquest
s’anomena holina. Aquesta proteina genera una série de porus a la membrana, es
col lapsa el potencial i causa lesions irreversibles a la membrana cel lular, on s’estronca
la respiraci6 i la sintesi macromolecular. D’aquesta manera es permet el lliure accés de
I’endolisina a la paret cel lular.

Els gens de I'holina, 'endolisina i d"una lipoproteina de la membrana externa (S, R iRz

en el fag lambda; 13, 19 i 15 en el fag P22) es troben formant un modul a I'inici de la
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unitat transcripcional tardana, sota el control del Pr,, i s’expressen de manera
constitutiva.

El gen que codifica per a una lipoproteina de membrana externa és el més conservat
entre els fags lambdoides. Se’'n desconeix la seva funcié, se sap que no afecta la cel 1ula
a concentracions de cations bivalents inferiors a 5-10 mM, a concentracions superiors,
les cel lules es tornen fragils i perden el seu contingut citoplasmatic. Es creu que podria
tenir una activitat endopeptidica dels oligopéptids del peptidglica i/o entre el

peptidglica i la membrana externa.

1.3.11.1. Regulaci6 de I’'holina

El gen S o 13 codifica dos peptids de diferent llargaria a I’extrem amino terminal, sén
traduits a partir de diferents regions Shine Dalgarno, a causa de I'estructura secundaria
que es forma anomenada regi6 sdi. L'eficiencia de traduccié varia inversament amb
I'estabilitat de I'estructura formada en aquesta regi6. En el cas del fag lambda, els dos
polipeptids difereixen en dos aminoacids; en el cas del P22, la diferencia és de tres. El
polipéptid més curt és I'holina activa i el més llarg és una proteina inhibitoria o
antiholina. El cronometratge de la lisi depén de la proporcié d’ambdues proteines
(Nam et al., 1990).

L’holina requereix tres regions transmembranals per inserir-se a la membrana i formar
el porus; per aixo és necessaria la penetracié de I'extrem amino terminal a través de la
membrana bilipidica. La proteina més llarga presenta una Lys com a segon aminoacid
en el lambda, i com a segon i tercer en el fag P22. La interacci6, entre la carrega
negativa de la membrana interna i la carrega positiva aportada per la Lys de 1'extrem
amino terminal de la proteina més llarga, evita la participacié d’aquesta proteina en la
formaci6 dels porus, disminuint el col lapse del potencial de membrana o compensant-
lo en els heteroagregats formats per totes dues proteines. L’acumulaci6 d’aquests
agregats mixtes a la membrana té lloc durant el periode de formacié de les particules
viriques. Finalment, quan ja s’han format els agregats, aquests causen una
desestabilitzaci6 protonica de la membrana, que arriba a ser insuportable. El resultat és
un col lapse membranal i la consegtient formacié dels forats. Per tant, el metabolisme
molecular de la cel lula continua fins al moment just anterior de la lisi (Young, 1992)

(Young i Bldsi, 1995 i Blasi i Young, 1996).

57



1.3.12. Bacteriofags com agents transductors

La transduccié de gens bacterians des d’una cel 1lula a una altra utilitzant com a vehicle
els bacteridfags ha estat extensament utilitzada per construir els mapes genetics de
molts cromosomes bacterians. Per les técniques de manipulacié genetica es poden

diferenciar en dos tipus de transduccio: I'especialitzada o restringida i la generalitzada.

1.3.12.1. Transducci6 especialitzada

La transduccié especialitzada només permet la transferéncia d'un grup de gens
bacterians que es localitzen propers al profag. Els gens que es transdueixen sén
incorporats al genoma fagic per una escissié anormal del profag. Aquesta escissi6 té
lloc en ambdés genomes, el bacteria i el fagic, on la recombinacié es déna en petites
regions d’homologia (5-14 pb), per aixo es coneix també com un tipus de recombinacié
il legitima. Algunes d’aquestes seqiiéncies son semblants a la seqiiencia consens per la
DNA girasa i a les seqiiéncies palindromiques repetitives extragéniques. Per tant, seria
possible que la DNA girasa estigués relacionada amb aquest procés (Kumagai i Ikeda,
1991).

La majoria de particules transductants del fag lambda sén defectives i no donen lloc a
un cicle infectiu per elles mateixes, ja que per compensar la incorporacié dels gens
bacterians pateixen una pérdua del DNA viric, i una alteracié de les sequiencies cos.
Tanmateix, es poden replicar en infeccions mixtes amb un fag lambda salvatge com a

helper per complementar les funcions perdudes.

En el bacteriofag P22 s’han caracteritzat 12 maneres diferents de transduccié
especialitzada, basant-se en 'estructura del genoma viric (lineal o circular) després de
la infecci6 d’una nova ceél lula hoste i en els requeriments del procés de transduccio,
com per exemple: les funcions de recombinacié de 1'hoste, les funcions d’integraci6
fagica o la preséncia d'un profag.

Més del 99% de les particules amb transduccié especialitzada contenen un genoma
lineal que no pot recircularitzar a causa de la carencia de la redundancia terminal i

necessita de la preséncia d’un profag integrat per poder recombinar. Només un 0,1%
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de les particules tenen redundancia terminal i transdueixen per integracié (Kwoh i
Kemper, 1978a i 1978b).
La transduccié especialitzada suggereix una relacié evolutiva entre fags i bacteris molt

estreta, basada en intercanvis entre els seus DNAs.

1.3.12.2. Transducci6 generalitzada

La transducci6 generalitzada és 1'encapsidacié de DNA bacteria en la procapside fagica
pel mecanisme d’ompliment fins que estigui plena, com és el cas del fag P22 i P1, i
injecci6 d’aquest DNA a una nova cel lula hoste. Aparentment, qualsevol marcador
genetic del bacteri donador pot ser transduit amb una frequiéncia de 10> a 10% per
cel lula. Tanmateix, la transducci6 generalitzada del fag P22 es duu a terme per
seqiiencies semblants a la pac, que es troben en el cromosoma de Salmonella. Aquestes
regions soén utilitzades pel complex terminasa del fag per iniciar les series
d’empaquetament del DNA de l'hoste. Després de l'analisi de les freqiiencies de
transduccié s’ha observat que, majoritariament, hi ha 10 seqtiéncies semblants a les pac
en el cromosoma de Salmonella. Un bacteriofag P22 salvatge produeix un 2% de
particules de transducci6 generalitzada (Wu et al., 2002).

La molécula de DNA transduida quan entra a la cel lula receptora si s’incorpora al
DNA de la cellula hoste ho fa per recombinaci6 amb un doble entrecreuament,
produint un intercanvi de gens bacterians. Aquesta recombinacié homologa esta
controlada pel sistema rec de 'hoste. Només marcadors genetics propers poden ser
cotransduits per una mateixa particula fagica, ja que el DNA bacteria que pot
encapsidar un virié correspon a un 1-2% del DNA bacteria total.

A la natura, el potencial per transferir gens bacterians mitjancant bacteriofags, com a
minim pel que fa al genere de Salmonella, és molt més elevat del que s’esperava. Tot i
que el rang d’hoste és més restringit que la dels plasmidis conjugatius, hi ha diversos
bacteriofags que infecten diferents espécies o, fins i tot, infecten diferents géneres, com
és el cas del fags P22 i P1 (Schicklmaier i Schmieger, 1995). Tenint en compte aquesta
premissa, l'estabilitat dels virions durant anys i, considerant que el DNA encapsulat
pels bacteriofags es troba protegit de les nucleases, de dissolvents organics, dels

antibiotics i d’altres compostos quimics, la transduccié generalitzada pot ser un factor
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important per a lintercanvi genetic entre diferents bacteris durant el seu procés

evolutiu.

1.3.13. Bacteriofag SE1

El bacteriofag SE1 es va aillar, al nostre laboratori, a partir d'una soca de Salmonella
enterica serovarietat Enteritidis d'un pacient hospitalari. Aquest nou fag és capag
d’infectar Salmonella enterica serovarietat Typhimurium. Els virions de SE1 presenten
una capside hexaédrica de 60 nm de ¢ i la longitud de la seva cua és de 12 nm. Pertany
a la familia Podoviridae i morfologicament és semblant al bacteriofag P22 (figura 1.14)

(Llagostera et al., 1986).

Figura 1.14. Fotografia del fag SE1 al microscopi electronic (Llagostera et al., 1986)

Aquest fag és capag de fer transducci6é generalitzada amb una freqtiencia similar a la
dels mutants d’elevada freqiiencia de transduccié del fag P22. Aquest fet podria ser
conseqiiencia que el cromosoma de Salmonella tingués més seqiiéncies semblants a les
seqiiencies pac del fag SE1 que a les del fag P22.

A diferencia del bacteriofag P22 salvatge, el fag SE1 pot transduir marcadors genetics
sobre soques lisogenes per SE1, la qual cosa indica que no presenta un sistema
d’exclusié semblant al SieA del fag P22, i pot ser utilitzat com a vector de transduccié
en la construccié de soques multiauxotrofiques de Salmonella mitjangant transduccions

successives.
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L’eficiencia de transduccié sobre soques lisogenes disminueix com a conseqiiencia de
la conversi6 lisogenica feta pel profag; per tant, disminueix 'eficiencia d’adsorcié del
fag SE1. D’altra banda, els fags P22 i SE1 s’adsorbeixen pel lipopolisacarid (LPS) de la
paret bacteriana; tanmateix, la conversi6 lisogeénica feta pel profag SE1 no afecta a
I'adsorcié per P22, suggerint que els fags P22 i SE1 tenen diferents mecanismes de
seroconversio.

En conclusio, el bacteriofag SE1 és millor vector que el fag P22 per a I'estudi geneétic,
tant de Salmonella enterica serovarietat enteritidis com de Salmonella enterica serovarietat

Typhimurium (Llagostera et al., 1986).
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1.4. Objectius

El present treball pretén caracteritzar el bacteriofag SE1 a nivell molecular. Per fer-ho
se n'analitzara el genoma a través de la seva seqiiéncia, a més, de les diferents funcions
del fag SE1 en estat de lisogenia, tals com la conversié lisogenica, la integracié dins el
cromosoma bacteria i el regulador o interruptor genetic, caracteritzant el repressor cl
d’aquest fag, aixi com els tres operadors (Orl, Or2 i Or3) als quals s’uneix en
comparaci6 amb d’altres bacteridofags lambdoides de Salmonella enterica serovar
Typhimurium.

Tot aquest estudi es dura a terme tant mitjancant técniques experimentals com

biocomputacionals.
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2. Material 1 metodes

2.1. Soques, plasmidis i oligonucleotids

Les soques bacterianes i plasmidis utilitzats, les seves caracteristiques més importants i

la seva procedencia es resumeixen a la taula 2.1 i taula 2.2, respectivament. La llista

d’oligonucleotids (Roche Diagnostics S.L.) utilitzats s’indica a la taula 2.3.

Taula 2.1. Taula de soques utilitzades.

Soques

Escherichia coli

Caracteristiques

Procedéncia

DH5a SUpE4 AlacU169 (80 lacZAM15) Clontech
hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi-1
relAl
MC1061 Apir AlacX74 hsdR2 mcrB araD139 Casadaban i Cohen, 1979
A(araABC-leu)7679 galU galK rpsL
thi
S17 Apir recA- RP4 Tc::Mu Km::Tn7 Apir de Lorenzo et al., 1990
BL21(DE3) F-ompT hsdSg(rs-,me-) dem gal Clontech
A(DE3)
Salmonella enterica serovar Typhimurium
ATCC14028 salvatge ATCC
UA1770 ATCC14028, Rifr Campoy et al., 2002
UA1820 ATCC14028, Rifr, lisogena per a Aquest estudi
SE1
UA1821 ATCC14028, Rifr, lisogena per a Aquest estudi
SE1 orf23::Cm
UA1822 ATCC14028, Rifr, lisogena per a Aquest estudi

SE1 orf23
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Taula 2.2. Taula de plasmidis utilitzats.

Plasmidis Caracteristiques Procedéncia
pBluescript SK(+)  Ap™ Stratagene
pGEM-T® Vector de clonaci6 dels productes Promega
de PCR, Ap™
pET15b(+) Vector de sobreexpressié de Novagen
proteines recombinants, Ap™
pKD46 Apr*, Ts** Datsenko i Wanner, 2000
pKD3 Cm™, Ap™ Datsenko i Wanner, 2000
pCP20 Cmr*, Apr, Ts** Datsenko i Wanner, 2000
pGP704 Mob***, Ap™* de Lorenzo, et al.,
1990
pUA1066 Derivat del pPGEM-T® amb el gen Aquest estudi
cl del bacteriofag SE1 amb les
dianes Ndel-BamHI als extrems
pUA1067 Derivat del pET15b(+) que conté el Aquest estudi
gen cl del bacteriofag SE1 clonat
per les dianes Ndel-BamHI
pUA1068 Derivat del pPGEM-T® que presenta Aquest estudi
el promotor del gen cl del
bacteriofag SE1

* Ap' i Cmr fan referéncia als cassets de resisténcia a ampicil lina i a cloramfenicol

respectivament.

** Ts fa referéncia a la sensibilitat del plasmidi a 42°C.
*** Mob fa referencia a la possessié de la regié que permet la mobilitzacié del plasmidi en la

conjugacio.
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Taula 2.3. Taula d’oligonucleotids utilitzats en el present treball.

Oligonucleotid

Seguencia Posici6 Aplicacio

Direct 5 GTAAAACGACGGCCAGT-3 +2964b Oligonucleotid universal del vector pGEM-T®, utilitzat per a
la comprovacié de fragments clonats.

Reverse 5 GGAAACAGCTATGACCATG-S +175b Oligonucleotid reverse o M13 del vector pPGEM-T®, utilitzat per
a la comprovacié de fragments clonats.

) ) b Oligonucledtid universal del vector pGEM-T® marcat amb

Direct-Dig 5-dig-GTAAAACGACGGCCAGT-3’ +2964 digoxigenina a l'extrem 5’, utilitzat per a 1'obtenci6 dels

fragments per als assaigs EMSA.
. . Oligonucleotid reverse del vector pPGEM-T® marcat amb

Reverse-Dig 5-dig-GGAAACAGCTATGACCATG-3 +175 digoxigenina a I'extrem 5, utilitzat per obtenir els fragments
pels assaigs EMSA.

Direct-Cy5 5'-Cy5- +2957b Oligonucleotid universal del vector pGEM-T® marcat amb

CGACGTTGTAAAACGACGGCCAGT-3 Cy5 al'extrem 5, utilitzat per seqiienciacio.
Reverse-Cy5 5 -Cv5-CAGGAAACAGCTATGAC-3 +177b Oligonucleotid reverse del vector pGEM-T® marcat amb Cy5 a
Y I'extrem 5’, utilitzat per seqiienciacio.
T7 prom-Cy5 5 Cv5-TAATACGACTCACTATAGGG-3 +2987b Oligonucleotid T7 promotor amb Cyb5 a I'extrem 5’, utilitzat
Y per seqiienciacio.

139SE1(+) 5- TAACACCTCTGACCACATCC-3 +139c¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqtienciacié del bacteriofag SE1.

705SE1(-)2 5 - TAGCACGATCTTGAATGGCG-3 +705¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqtienciacié del bacteriofag SE1.

1581SE1(-)2 5 - TCTGTTCTTTTICCTIGGGTGG-3 +1581¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqtienciacié del bacteriofag SE1.

2165SE1(-)a 5- AAGAACCTGCTCTTTTCGCG-3 +2165¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqtienciacié del bacteriofag SE1.

2833SE1(+)2 5- AAAGTTATTGTTTGCGCG-3 +2833¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqtienciacié del bacteriofag SE1.

3008SE1 (-)a 5. AGTCAACAACATACCGCGTC-3 +3008¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciacié del bacteriofag SE1.

3607SE1(+)2 5- CTTAAGCCAGTAGAAAGCGC-3/ +3607¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciaci6 del bacteriofag SE1.

3719SE1(+)2 5 - GCTGAGGAACTTTGATGATC-3 +3719¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqtienciacié del bacteriofag SE1.

3926SE1(-)a 5 AAGATGACTAATCGGCGG-3’ +3926¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqtienciacié del bacteriofag SE1.

4431SE1(+)2 5 - TTGAGAAATGCACAGGCCTC-3 +4431c Oligonucleotid utilitzat en la seqtienciacié del bacteriofag SE1.
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Taula 2.3. Continuacio.
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Oligonucleotid Seqgueéncia Posici6 Aplicaci6

4698SE1(-)2 5 GCAGCAATAACAAACCTCGC-3 +4698¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciacié del bacteridfag SE1.
5156SE1(+)2 5 - GCCCGTTTTCAAGCGGATTT-3 +5156¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqtienciacié del bacteriofag SE1.
5395SE1(-)2 5 - ATCAATCGTTCGACCAGGAG-3 +5395¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciaci6 del bacteriofag SE1.
5421SE1 (—)a 5 - AAGGAGAGTGATATGGACGG-3 +5421¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciacié del bacteriofag SE1.
5497SE1(-)a 5- GCAACCTTATCAGGCACAGA-3 +5497¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciaci6 del bacteriofag SE1.
5714SE1(+)2 5 - ATTCTCTGCGGATTCCAG-3 +5714¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciaci6 del bacteriofag SE1.
5856SE1(+)2 5 - TCGTTATCAGCTAAGTGGCG-3' +5856¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqtienciacié del bacteriofag SE1.
6361SE1(+)? 5- ATCATCCTGGCAATATCCGC-3’ +6361¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciacié del bacteriofag SE1.
7148SE1(+)? 5- TTCGGAATGGTCGGATTG-3 +7148¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciacié del bacteriofag SE1.
7198SE1(+)a 5- TCTGCGAGTTGTATATCGCG-3 +7198¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciacié del bacteriofag SE1.
7732SE1(+)2 5 - TGAACGCATTTTGTCTGCGC-3 +7730¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciaci6 del bacteriofag SE1.
7851SE1(+)2 5 - GATTTGTTCGCAGTCAACCG-3 +7851¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqtienciacié del bacteriofag SE1.
8657SE1(+)2 5- TGAACTCCCTGTTTCCTTGC-3 +8657¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciacié del bacteriofag SE1.
8709SE1(-)a 5. CATTACGCCTGTTAACGG-3’ +8709¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciaci6 del bacteriofag SE1.
8981SE1(+)2 5- TCGTCCTCGTTTGGTTACGA-3' +8981¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciaci6 del bacteriofag SE1.
9083SE1(-)2 5. CGCAACACGAAAGTCTTACC-3 +9083¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciacié del bacteriofag SE1.
9163SE1(+)2 5 - TATTTCCATCACTCCTCCCC-3 +9163¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqtienciacié del bacteriofag SE1.
9305SE1 (—)a 5- AATCTGATAGCAGCAGTTCC-3 +9305¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciacié del bacteriofag SE1.
9419SE1(+)a 5- TTGTCCACCATTTCCATGGG-3 +9419¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciacié del bacteriofag SE1.
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Taula 2.3. Continuacio.

Oligonucleotid Segleéncia Posici6 Aplicacio

10273SE1(-)2 5 - AGCTGATTATTGGCGGCTAC-3 +10273¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciacié del bacteridfag SE1.
10500SE1(+)2 5 - TTACCTCGCTGTTATTTGTT-3 +10500¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqtienciacié del bacteriofag SE1.
10824SE1(+)a 5 - GGCTTTGGTGTTGCAGATAG-3 +10824¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqtienciacié del bacteriofag SE1.
10843SE1(-)2 5 - CTATCTGCAACACCAAAGCC-3 +10843¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciaci6 del bacteriofag SE1.
11715SE1(-)a 5- ATGTGTTGGCACCAGCATTG-3' +11715¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqtienciacié del bacteriofag SE1.
12072SE1(+)2 5 AAGTTACCTGGAAGGTTGCG-3’ +12072¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciaci6 del bacteriofag SE1.
12332SE1(+)2 5 ATACCCTAGAACCATGCC-3 +12332¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqtienciacié del bacteriofag SE1.
12593SE1(-)2 5 - TTTTCCGGTGATAGTGAGCC-3 +12593¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciaci6 del bacteriofag SE1.
12626SE1 (+)a 5 - TTACCCGAAGAAACAGCAAT-3 +12626¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciacié del bacteriofag SE1.
12967SE1(-)a 5- ATGGCGTTTACTGACCTTGA-3 +12967¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciaci6 del bacteriofag SE1.
13008SE1(-)2 5 - CGGGTGATGATGGATAATGG-3’ +13008¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciacié del bacteridfag SE1.
13579SE1(+)2 5 - TCTTTGTTGACCCACGAG-3’ +13579¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqtienciacié del bacteriofag SE1.
13876SE1(-)2 5 TTCCTGCAATGGCAACAGC-3 +13876¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciaci6 del bacteriofag SE1.
14703SE1(-)2 5- ATCAAGGCAAACCCCTTACC-3 +14703¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciaci6 del bacteriofag SE1.
15139SE1(+)a 5- CGTATTAGAGAGTACCGC-3/ +15139¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqtienciacié del bacteriofag SE1.
15313SE1(-)2 5 - TATCACTCCGGCTTTGCG-3/ +15313¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciacié del bacteridfag SE1.
15409SE1(-)2 5 - ACGCTCTTCGAACATCCATC-3 +15409¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciacié del bacteridfag SE1.
15668SE1 (+)a 5- AATAACCAGAATGCACCGGG-3' +15668¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciacié del bacteriofag SE1.
16360SE1(+)a 5- ACGATGGTGACTTCAACAGG-3 +16360¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqtienciacié del bacteriofag SE1.
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Oligonucleotid Seqgueéncia Posici6 Aplicaci6

16928SE1(-)2 5 TTTCTTCTIGGAGTGCGG-3 +16928¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciacié del bacteriofag SE1.
17095SE1(+)a 5 - TACTGTCTGTCTTATGCCCG-3 +17095¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqtienciacié del bacteriofag SE1.
17935SE1(+)2 5 - TTTGGCATGGTCAACGACTG-3 +17935¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqtienciacié del bacteriofag SE1.
18690SE1 (+)a 5 AATGATCCGAGTGCCTCATG-3' +18690¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciacié del bacteriofag SE1.
18828SE1(+)a 5- TTTCTCATGATGCAGGACGC-3/ +18828¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciacié del bacteriofag SE1.
19608SE1(-)2 5 CTGTCACGCAGGTCTTTAAG-3 +19608¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciacié del bacteriofag SE1.
19773SE1(-)2 5- AACGGCTTTCTCTTCGTTGC-3 +19773¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciacié del bacteridfag SE1.
20211SE1(-)2 5- AATTCATGCAGCATCGCC-3 +20211¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciaci6 del bacteriofag SE1.
20753SE1(-)2 5 - TGATTTCTICCTGTCCAGCG-3’ +20753¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciaci6 del bacteriofag SE1.
21310SE1(-)2 5 - TGTTCGTGACCGATATGCAC-3 +21310¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciacié del bacteriofag SE1.
22093SE1(-)2 5 - ATCTGCTCATTGCTTACCCC-3/ +22093¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciacié del bacteriofag SE1.
22904SE1(-)2 5- ACACAAAAACTGGCTTGGGC-3 +22004¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciacié del bacteridfag SE1.
23243SE1 (+)a 5. ACGTGAGAGAGCAGCAAATG-3 +23243¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciacié del bacteriofag SE1.
24222SFE1(-)a 5- AGCGCAGACACATATACACC-3’ +24227¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciacié del bacteriofag SE1.
24899SE1(+)2 5- GATCTTCTCAACGCTAACATC-3’ +24899¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciacié del bacteriofag SE1.
25018SE1(-)2 5 - TAGCTCCTTGATACGAGAGC-3’ +25018¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciacié del bacteriofag SE1.
25385SE1(+)2 5 - CAAAACGACTCAACGCATCC-3 +25385¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqtienciacié del bacteriofag SE1.
26270SE1(-)2 5 - TGACTCTACTGAGTTACCGC-3’ +26270¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciaci6 del bacteriofag SE1.
26479SE1(+)2 5- AAAAGAAAATCCCCGCACCG-3' +26479¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciacié del bacteriofag SE1.
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Oligonucleotid Seqgueéncia Posici6 Aplicaci6

27388SE1(+)2 5- AGACAAGCAGCTCATTGCTG-3 +27388¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciacié del bacteriofag SE1.
27698SE1(+)2 5 - TACGAAAACCCTGAGGTACC-3 +27698¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqtienciacié del bacteriofag SE1.
28443SE1(+)2 5. AAGCGCAGAACCAGCTTAAC-3 +28443¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqtienciacié del bacteriofag SE1.
29610SE1(-)2 5- GTTTIGCCTITAGCTIGCGG-3 +29610¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciaci6 del bacteriofag SE1.
29678SE1(-) 5- CAATAATCTCATCCACCGCC-3 +29678¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciacié del bacteriofag SE1.
29833SE1(+)2 5 - GTTACTGGAGCTTAACGTCG-3 +29833¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqtienciacié del bacteriofag SE1.
30363SE1(-)2 5 - TCGTTATCCAGTTGCCATGC-3 +30363¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciacié del bacteridfag SE1.
31141SE1(-)2 5- ATGTCTTTCTTGACCACGCC-3’ +31141¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciaci6 del bacteriofag SE1.
31363SE1 (+)a 5- GCACGGAAATTGAGTTTGGC-3’ +31363¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciacié del bacteriofag SE1.
31487SE1(+)a 5- TAAGGCGGAAAGCGATGC-3 +31487¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciaci6 del bacteriofag SE1.
32062SE1(+)a 5 - AGAAGTCCTCAACTCATCGG-3’ +32062¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciaci6 del bacteriofag SE1.
33817SE1(+)2 5- AACTGCTTCTCAATCGCTGG-3 +33817¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqtienciacié del bacteriofag SE1.
34628SE1 (+)a 5- AAGCGCAAAGTATGCAGCAG-3 +34628¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciacié del bacteriofag SE1.
35452SE1(+)2 5. CAACAGAAAGCGCTAAACGC-3/ +35450¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciaci6 del bacteriofag SE1.
36080SE1(+)> 5- AGAAGGCTGAAATAGCTCGC-3 +36080¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciacié del bacteriofag SE1.
36889SE1(+)2 5 - TTTCTATGCTGCGTATCCGG-3 +36889¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciacié del bacteriofag SE1.
37209SE1(-)2 5 - TTAGTTGCTTTGCTTCTGGC-3 +37209¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciacié del bacteridfag SE1.
37341SE1 (+)a 5- AGAGCAGAGCAATACGCTAC-3’ +37341¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciacié del bacteriofag SE1.
37520SE1(+)2 5- CTCTAACACGATGAATGCGC-3’ +37520¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciacié del bacteriofag SE1.
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Oligonucleotid Sequéncia Posicio

Aplicacié
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Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciacié del bacteriofag SE1.

37966SE1(+) 5'- ACGTGAAACGCATATGGAGC-3' +37966¢
38118SE1(-)2 5. AAATCTCACCTCCTGATTGC-3 +38118¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqtienciacié del bacteriofag SE1.
38588SE1(+)2 5- ATTTCCCACTTAGCCAGTGC-3 +38588¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqtienciacié del bacteriofag SE1.
39220SE1 (+)a 5 TTTTGCTGTCTGGAGTTCGC-3 +39220¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciacié del bacteriofag SE1.
39834SE1(-) 5- ATGCGTCATTAAGACCACGG-3 +39834¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciacié del bacteriofag SE1.
40321SE1(-)2 5 - GATAAGAAGGCCATCAACCG-3 +40321¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciacié del bacteriofag SE1.
40474SE1(-)2 5. GCTTTCCATAAAAACCCCGG-3 +40474¢ Oligonucleotid utilitzat en la seqtienciacié del bacteriofag SE1.
40974SE1(-)a 5 GTTTTAACACCACTCTCCCC-3" +40974c Oligonucleotid utilitzat en la seqiienciacié del bacteriofag SE1.
cISElupNdel g}%qg@rggg/}AAAAGAAACT +1d Oligonucleotid per la clonaci6 del gen cl del bacteridfag SE1.
cISEldwBamHI g,_ CGATCCCTAACCGTGCTTCCTATA- +690d Oligonucleotid per la clonacié del gen cl del bacteridfag SE1.
pcISElup . - ~40d Oligonucleotid per a la clonacié del promotor del gen cl del
> TICCTGCCACATACTTAGES 249 bacteriofag SE1 i la identificacié de 'Or3 per EMSA.
pcISEldw 5 TACCAGCTAGTITCCATTGCC-3' +55d Ohgor}}lcle(\)tld per ala clonaci6 del promotor del gen cl del
bacteriofag SE1.
pcISElup-42 5 CGIGTTTTGACCATTAATACGC-3' 474 Oligonucleotid per a la identificacié de 1'Or3 del promotor del
gen cl del bacteridfag SE1 per EMSA.
pcISE1up-32 5- CCATTAATACGCAAGCGTA _32d Oligonucleotid per a la identificaci6é de 1'Or3 del promotor del
TAAATT-3 gen cl del bacteriofag SE1 per EMSA.
pcISElup-27 5- TAATACGCAAGCGTATAA 27d Oligonucleotid per la identificacié de 'Or3 del promotor del
ATTGAATATT-3 gen cl del bacteridfag SE1 per EMSA.
MutlpcISE1 5'- 30d Oligonucleotid per obtenir mutants del promotor del gen cl
CGTGTTTTGAGGCCCAATACGCAA-3 per EMSA.
Mut2pcISE1 5 CCATCCATACGCAAGCGTAT-3 _32d Oligonucleotid per obtenir mutants del promotor del gen cl

per EMSA.




Material i métodes

Taula 2.3. Continuacio.

Oligonucleotid Seguencia Posici6 Aplicacié
Mut3pcISE1 5. CCATTACCACGCAAGCGTAT-3 304 Oligonucleotid per obtenir mutants del promotor del
) gen cl per EMSA.
MutdpcISE1 ;- o And Oligonucleotid per obtenir mutants del promotor del
p 5- CCATTAATCGGCAAGCGTAT-3 32 gen ¢l per EMSA.
Mut5pcISE1 5 CCATTAATACCGAAGCGTATAA-3 32d Oligonucleotid per obtenir mutants del promotor del
gen cl per EMSA.
Mut6pcISE1 5 CCATTAATACGCCCGCGTATAAAT-3 30d Oligonucleotid per obtenir mutants del promotor del
gen cl per EMSA.
Mut7pcISE1 5 CCATTAATACGCAACGGTATAAATTG-3 30d Oligonucleotid per obtenir mutants del promotor del
gen cl per EMSA.
Mut8pcISE1 5 CCATTAATACGCAAGCCCATAAATTGAA-3 30d Oligonucleotid per obtenir mutants del promotor del
gen cl per EMSA.
Mut9pcISE1 5- 30d Oligonucleotid per obtenir mutants del promotor del
CCATTAATACGCAAGCGTCCAAATTGAATA-3 gen cl per EMSA.
5- Oligonucleotid per obtenir mutants del promotor del
Mut10pcISE1 CCATTAATACGCAAGCGTACAAATTGAATAT- 324 gen cl per EMSA.
3/
5- Oligonucleotid per obtenir mutants del promotor del
Mut11pcISE1 CCATTAATACGCAAGCGTATCCATTGAATATT- -32d gen cl per EMSA.
3/
cISElup 5-ATACCGCACATGTTAAGCGG-3' +13203¢ Oligonucleotid per a la realitzacié de RT-PCR.
CISEldW 5 -GGATCCCTAACCGTGCTTCCTATA-3 +13034¢ OligOIIUCleC)tid per a la realitzacié de RT-PCR.
Orf24SElup 5 ATGGCGTTTACTGACCTTGA-3 +12967¢ Oligonucleotid per a la realitzacié de RT-PCR.
Orf24SE1dw 5 TTACCCGAAGAAACAGCAAT-3 +12626¢ Oligonucleotid per a la realitzacié de RT-PCR.
OerBSElup 5-ATGCCGAAGTCAATCTGC-3’ +12487¢ Oligonuclebtid per a la realitzaci6é de RT-PCR.
Orf23SEldw 5 - TTAAGCTGTAAGCATTAAAA-3 +11414¢ Oligonuclebtid per a la realitzaci6é de RT-PCR.
24SE1dW 5’—TTACCTCGCTGTTATTTGTT—3' +10500c OligOIIUCleC)tid per a la realitzaci() de RT—PCR.
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Material i métodes

Taula 2.3. Continuacio.

Oligonucleotid Seqgueéncia Posici6 Aplicacio
5- Oligonucleotid per a I'amplificacié del casset Cm i els
Orf23SE1P1up ATGTGCGAAGAAAACAATCTGGGTGAAAAACCAATG +1d FRT del plasmidi pKD3, amb una cua de 50 nucledtids
CCGAAGTCAATCTGGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC-3 amb homologia amb 1'orf23.
5- Oligonucleotid per a I'amplificaci6 del casset Cm i els
Orf23SE1P2dw TTAAGCTGTAAGCATTAAAACTCGCTGACATAGTCTTT ~ +1107d¢  FRT del plasmidi pKD3, amb una cua de 50 nucledtids
CGAACTGCTGGACATATGAATATCCTCCTTATG-3 amb homologia amb 1'orf23.
C1 5 ATCTTCCGTCACAGGTAGG-3 974b Oligonucleotid per a la comprovacié de la insercié del

casset Cmri els FRT a 1'orf23.

2 ;. o L Oligonucleotid per a la comprovacié de la insercié del
5-TTTTCACCATGGGCAAATAT-3 245 casset Cmr i els FRT a I'orf23.
Uporf23SE1 . o 50d Oligonucleotid per a la comprovacié de la insercié del
p 5-ATGTTGGCCTGGTCAATAAC-3 50 casset Cmr i els FRT a I'orf23.
Dworf23SE1 ;- by d Oligonucleotid per a la comprovacié de la insercié del
5-CGAACGGAACTATCAAAGGG-3 +1233 casset Crr i els FRT a Uorf23.
IntSElup 5'-ACAGGCAACACGTAAAGACC-3' 4385¢  Oligonucledtid per a la determinacié dels attB i attP.
Thrup 5 AACATGGTACTCAGCACTCC-3’ 368429¢ Oligonucleotid per a la determinaci6 dels attB i attP.
Thrdw 5. AATGTATCCACGGAGAGGAC-3’ 369282¢ Oligonucleotid per a la determinaci6 dels attB i attP.

a. (+) Es refereix al fet que el sentit 5’- 3’ del oligonucleotid correspon al mateix sentit en el qual esta anotada la seqiieéncia del bacteriofag SE1. (-) Es
refereix al fet que el sentit 5’- 3’ de I'oligonucleotid correspon a la reversa complementaria de la seqtiéncia del bacteriofag SE1.

b. La posicié correspon a I'extrem 5" de I'oligonucleotid respecte del punt d’inici de la seqiiéncia del plasmidi.

c. Laposicié correspon a 'extrem 5" de I'oligonucleotid respecte del punt d’inici de la seqiiéncia del bacteriofag SE1.

d. La posici6 correspon a I'extrem 5 de I'oligonucleotid respecte del punt d’inici de traduccié del gen esmentat.

e. La posici6 correspon a la posici6 en el cromosoma d’S. enterica serovar Typhimurium de I'extrem 5" de I'oligonucleotid.
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2.2. Metodes de cultiu i conservacio de soques

Per al creixement de les diferents soques bacterianes d’E. coli o d’S. typhimurium s’han
utilitzat el medi ric Luria-Bertani (LB) (Miller, 1992), el medi altament ric Terrific Broth
(TB), (Tartof i Hobbs, 1987), suplementats sempre amb els antibiotics adequats per a
cada microorganisme i cada cas (taula 2.4.). Per a I'expressi6 fenotipica dels cultius
electrotransformats s’ha utilitzat el medi liquid BHI. Les sembres en medi solid s’han
fet en plaques de Petri (Sterilin), amb medi LB amb un 17% d’agar. La temperatura
d’incubacié de les soques és de 37 °C. Per a les sembres amb doble capa s’han utilitzat
les plaques amb agar LB i agar LB tou fos a 45 °C.

Per dur a terme els cultius de nit, es parteix de colonies aillades dels microorganismes i
s’inoculen a 10 ml de medi de cultiu amb els complements necessaris i s'incuben a 37°C
en agitacié de 110 rpm. Els cultius d’E. coli i d’S. typhimurium a partir d"una colonia
tarden a arribar a la fase estacionaria unes 16 hores en medi LB liquid. Per obtenir
cultius en la fase exponencial es fa una ressembra 1:100 del cultiu en medi fresc i
s'incuba en les mateixes condicions fins a arribar a la concentracié esperada. El
creixement del cultiu és controlat mitjancant la mesura de la densitat optica (DO) a un
espectrofotometre. En les corbes de creixement, es mesura la DO a una longitud d’ona
de 550 nm si el cultiu es troba en medi LB liquid, i a una longitud d’ona de 420 nm si
és en medi AB liquid.

La conservaci6é de les soques d’E. coli i d’S. typhimurium s’ha fet en plaques de LB
complementades adequadament, que es mantenen a 4°C i es ressembren cada mes, i es
mantenen congelades a -20 °C, en forma de vials de cultius glicerinats amb glicerol
(Scharlau) al 50% com a agent crioprotector. Per a I'emmagatzemament perllongat
s’utilitza el sistema crioconservacié de bacteris amb les perles poroses (Protect), que es

mantenen a -70 °C.

2.2.1. Medis i solucions de cultiu

Els medis i solucions utilitzats en aquest treball han estat els segtients:

Medi LB liquid (Luria Bertani) (Miller, 1992)

e A 950 ml d’aigua destil 1lada s’hi afegeixen:
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Bacto-triptona (DIFCO) 10g
Extracte de llevat (DIFCO) 5g
Clorur sodic (NaCl) (Panreac) 10g
e Es barregen els components fins a una total dissoluci6 i s’ajusta el pH a 7 amb
NaOH 5 N.
e Sarrasa a un volum final de 1 L amb aigua destil 1ada.

e Sesterilitza a 'autoclau (121°C 15 min).

Medi Agar LB
e Safegeixen a 950 ml d’aigua destil lada:
Bacto-triptona (DIFCO) 10g
Extracte de llevat (DIFCO) 5g
Clorur de sodi (NaCl) (Panreac) 10g
Agar (DIFCO) 17 g

e Es barregen els components fins a una total dissoluci6 i s’ajusta el pH a 7 amb
NaOH 5 N.

e S’arrasa a un volum final d’1 L amb aigua destil lada.

e Sesterilitza a 'autoclau (121°C 15 min).

e Es deixar refredar i es reparteix en plaques de Petri.

Medi LB agar tou

Bacto-triptona (DIFCO) lg
Extracte de llevat (DIFCO) 05¢g
Agar (DIFCO) 07¢g

e Es barregen els components fins a una total dissolucio.
e Sarrasa a un volum final de 100 ml amb aigua destil lada.
e Sesterilitza a 'autoclau (121°C 15 min).

e FEsconserva a 4°C.

Medi TB (Terrific Broth) (Tartof i Hobbs, 1987)
e S’afegeixen a 900 ml d’aigua destil lada:

Bacto-triptona (DIFCO) 12 g
Extracte de llevat (DIFCO) 24 ¢g
Glicerol (Scharlau) 4 ml
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Es barregen els components fins a una total dissolucié.

S’esterilitza a I'autoclau (121°C 15 min).

e FEs deixa refredar fins a 50-60 °C.

Solucid salina
(KH2POy) (Panreac) 2312 ¢
(K2HPO4 3H20) (Merck) 16432 ¢
aigua destil 1ada fins a 100 ml
e Es barregen els components fins a una total dissoluci6.
e Sesterilitza a 'autoclau (121°C 15 min).
e Es deixa refredar fins a 50-60 °C.

e S'afegeix al medi liquid TB preparat anteriorment.

BHI (Brain heart infusion) (OXOID)
e S'afegeix a 1.000 ml d’aigua destil lada:
BHI (OXOID) 37¢g
e Es barreja fins a una total dissoluci6.

e Sesterilitza a 'autoclau (121°C 15 min).

Medi SOB liquid

Bacto-triptona (DIFCO) 20g
Extracte de llevat (DIFCO) 5g
NaCl (Panreac) 05¢g
KC1 250 mM (18,64 g/L)(Panreac) 5ml

aigua destil 1ada fins a 1000 ml
e Es barreja fins a una total dissolucié.
e S'ajusta el pH a7 amb NaOH 10 N.

e Sesterilitza a 'autoclau (121°C 15 min).

NaCl (soluci6 salina 0,9%) o “soluci6é Ringer”
NaCl (Panreac) 9¢g
aigua destil 1ada fins a 1.000 ml

e Es barreja fins a una total dissoluci6.

S’hi afegeixen 100 ml de soluci6 salina estéril KH>PO4 0.17 M i KoHPO4 0.72 M.

77



e Esreparteix en ampolles de 100 ml.

e Sesterilitza a I'autoclau (121°C 15 min).

MgSO, 10 mM
MgSO, (Panreac) 156 ¢g
aigua destil 1ada fins a 1.000 ml
e S'agita fins a una total dissoluci6.
e Repartir en ampolles de 100 ml.

e Esterilitzar a 'autoclau (121°C 15 min).
5-Brom-4-clor-3-indolil-p-D-galactopiranosid (X-gal) (Apollo)

La soluci6 X-gal s’ha utilitzat per complementar plaques de LB agar, a una

concentracié de 40 mg/1, dissolt en N,N dimetil formamida.

2.2.2. Antibiotics utilitzats

Taula 2.4. Concentracions dels antibiotics utilitzats en aquest treball.

Antibiotic Conc. stock  Concentraci6 final (ug/ml)
(mg/ml)  E.coli S. typhimurium
Ampicil-lina (Ap) (Roche %0 50 100
Diagnostics SL)
Cloramfenicol (Cm) (Sigma) 34 34 34
Rifampicina (Rif) (Roig Farma) 15 75 75

2.3. Metodes microbiologics

2.3.1. Calcul del nombre de viables

i Es fan dilucions seriades d’un cultiu cel 1lular, utilitzant NaCl al 0,9%.

ii.  Se sembra 100 pl de la diluci6 desitjada en plaques de medi agar LB.
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1ii.

Els resultats s’expressen en cfu/ml, on les cfu sén les unitats formadores de

colonies.

2.3.2. Test de la gota

ii.

ii.

iv.

V.

Vi.

Es prepara un cultiu de nit la soca infectable pel fag, en medi LB liquid,
s’incuba a 37°C i en agitacié a 110 rpm.

S’afegeixen 100 pl del cultiu a un tub de 2,5 ml de LB tou fos i mantingut a 45°C.
Es barreja el contingut del tub per inversié suaument, sense formar bombolles, i
s’aboca a una placa d’LB agar, repartint-ho uniformement per tota la placa.

Cal esperar que solidifiqui I'LB tou a temperatura ambient, aproximadament
uns 5-10 min.

Es col loca una gota del lisat fagic.

S’incuben les plaques a 37°C durant 12-16 hores.

Després de la incubaci6 es pot observar un halo d’inhibicié del creixement del

confluent bacteria.

2.3.3. Sembra en doble capa

ii.

1ii.

Es barreja el tub de LB agar tou fos amb la mostra, per inversié suaument sense
formar bombolles, i abocar el contingut del tub a una placa de LB, repartir
uniformement per tota la placa.

Esperar a que se solidifiqui el LB tou a temperatura ambient, aproximadament
uns 5 - 10 min.

Incubar les plaques a 37°C durant 12 - 16 hores.

2.3.4. Preparacio de llisats fagics

Per obtenir un llisat fagic a partir d'una calva s’han seguit els passos segtients:
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ii.
1ii.

iv.

Cal recuperar la calva amb una pipeta Pasteur de vidre esteril i ressuspendre-la
en 1 ml de MgSO, (10 mM) dins un tub d’Eppendorf.

S’agita breument al vortex.

S’hi afegixen 50 ul de cloroform i agitar-ho per inversié.

Es deixa 30 min a 4°C o bé se centrifuga a 12.000 rpm durant 5 min.

Es fa una titulacio del lisat fagic obtingut (apartat 2.3.5).

2.3.5. Titulacio de lisats fagics

1.

ii.

1ii.

iv.

Es prepara un cultiu de nit la soca indicadora pel fag, en medi LB liquid i
s’incuba a 37°C i en agitaci6 a 110 rpm.
S’afegeix a un tub de 2,5 ml de LB tou fos i mantingut a 45°C:
100 pl del cultiu
100 pl de dilucions seriades del lisat fagic en MgSO, (10 mM)
Cal fer sembra en doble capa (apartat 2.3.3).
Els resultats s’expressen en pfu/ml, on pfu indica les unitats formadores de

calves.

2.3.6. Augment del titol d’un llisat fagic

Per augmentar el titol d'un lisat fagic s’han seguit els passos segtients:

i.

1ii.

iv.
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Es preparar un cultiu de nit la soca infectable pel fag, en medi LB liquid a 37°C i
en agitaci6é de 110 rpm.
S’afegeix a un tub de 2,5 ml de LB tou fos, mantingut a 45°C:
100 pl del cultiu de nit de la soca infectable pel fag
100 pl del lisat fagic obtingut a partir d"una calva
Cal fer sembra en doble capa (apartat 2.3.3).
S’afegeixen 3 ml de MgSO, (10 mM) a cada placa, i es deixen 30 min en agitacié
suau a 4°C, perque els fags quedin en suspensio.
Es recupera el MgSO, (10 mM) i1’LB agar tou amb 1'ajuda d'una micropipeta i

d’una nansa de Digralsky, i es posa tot en un tub.



Vi.
Vii.

Viii.

iX.

X.

Se centrifuga a 8.000 rpm durant 10 min per pelletejar les cel lules.

Es recupera el sobrenedant, posant-lo a un altre tub.

S’hi afegeixen 500 pl de cloroform per 10 ml de lisat fagic i s’agita vigorosament
per inversio.

Es deixa 30 min a 4°C o bé se centrifuga a 8.000 rpm durant 10 min.

Es fa una titulacio del lisat fagic obtingut.

En funci6é del volum de lisat que es vulgui obtenir, es repeteix el procés amb el nombre

de plaques necessaries.

2.3.7. Obtenci6 de mutants de calva clara

ii.

1ii.

iv.

Es prepara un cultiu de nit de la soca infectable pel fag, en medi LB liquid, i
s’incuba a 37°C i en agitacié a 110 rpm.
S’afegeix a un tub de 2,5 ml d'LB agar tou fos i mantingut a 45 °C:

100 pl del cultiu de nit

100 pl de la dilucié del lisat fagic per generar entre 100 i 200 calves per
placa.
Cal fer sembra en doble capa (apartat 2.3.3) en 20 plaques aproximadament.
S’han de cercar els mutants espontanis de calva clara, que soén aquells que no
presenten colonia lisogena central.

S’aillen els mutants picant la calva.

2.3.8. Obtenciod de soques lisogenes

ii.

1ii.

iv.

Primerament cal fer un test de la gota (apartat 2.3.2).

Es fa una sembra en escoceés a partir de la terbolesa del interior de la calva.

A partir de diverses colonies aillades, cal repetir 1'escocés dues vegades més,
per evitar la presencia de possibles fags.

Es comprova si les colonies aillades s6n realment lisogenes o bé son resistents al
fag, ja que ambdues no s’infecten pel fag testat, recuperant bacteriofags a partir

de les possibles soques lisogenes (apartat 2.3.9).
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2.3.9. Recuperacio de bacteriofags a partir d’una soca lisogena

ii.

ii.

iv.

Vi.

Es preparen cultius de nit de la soca lisogena i de la soca infectable pel fag.

Se centrifuga el cultiu de nit de la soca lisogena a 8.000 rpm durant 10 min.

Es recupera el sobrenedant, posant-lo a un altre tub, tot eliminant-ne el pellet
format per les cel lules.

S’hi afegeixen 500 pl de cloroform per 10 ml de sobrenedant i s’agita per
inversio.

Es deixa 30 min a 4°C o bé se centrifuga a 8.000 rpm durant 10 min.

Es fa una titulacié del sobrenedant obtingut per comprovar que la colonia

aillada és capag de produir fags; per tant, és lisogena.

2.3.10. Técnica de One Step Growth

La tecnica One Step Growth permet determinar el periode de latéencia i la mida

d’explosid, que es defineix com el nombre de fags produits per cada cel lula infectada.

L.

ii.

1ii.

iv.

Vi.

Vii.

Viii.

iX.

xi.
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Es prepara un cultiu de nit de la soca susceptible al fag en medi LB liquid, i
s’incuba a 37°C en agitaci6 de 110 rpm.

Es fa una ressembra 1:100 en 20 ml de medi LB liquid.

S’incuba a 37°C en agitacié de 110 rpm fins que arribi a una DOs50 nm de 0,4.

S’hi afegeix 100 pl de KCN 1 M, per tal de que totes les cel 1ules estiguin en el
mateix estat replicatiu.

S’incuba a 37°C en agitaci6é de 110 rpm durant 10 min.

S’hi afegeix una quantitat adequada d’"un llisat fagic per aconseguir una MOI de
10.

S’incuben els tubs de les dilucions a 37°C durant 25 min (temps d’adsorcio),
sense agitacio.

Cal fer les dilucions -5 i -7 de la barreja, per tal de diluir el KCN.

S’incuben els tubs de les dilucions a 37°C sense agitacio.

Es prenen 100 pl de mostra a temps 10, 30, 40 i 50 min de la diluci6 -5 i els
temps 60, 80 i 100 min de la dilucié -7.

Es posa aquesta mostra dins un tub de 2,5 ml d'LB agar tou fos i mantingut a

45°C.



Xii.

xiii.

S’hi afegeixen 100 pl d'un cultiu de nit de la soca susceptible al fag.

Cal fer sembra en doble capa (apartat 2.3.3).

2.3.11. Experiment de Doerman

L’objectiu d’aquest experiment és determinar el temps necessari per trobar particules

fagiques actives en el citoplasma de la cel lula infectada, és a dir, el temps d’eclipsi.

S’ha utilitzat una modificacié del metode de One Sep Gowth:

Després de seguir els passos i-ix de 1'apartat 2.3.10 es prenen mostres d'1 ml
dels tubs de les dilucions de les barreges als temps desitjats en un tub
d’Eppendorf que contingui 100 pl de cloroform, amb la finalitat que el
cloroform lisi les ceél 1ules i s’alliberin les particules fagiques que estiguin al seu

interior.

2.3.12. Eficiencia d’induccio profagica espontania

L’eficiencia d'induccié profagica espontania s’ha estimat com va descriure Wegryn et

al., 1992.

1.

ii.

ii.

iv.

Es prepara un cultiu de nit de la soca lisogena per al fag i un altre d'una soca
sensible al fag, en medi LB liquid a 37°C i en agitaci6 de 120 rpm.

Es fa una ressembra 1/100 dels cultius de nit en medi LB i es deixa créixer en
agitacio constant de 120 rpm/min a 37 °C.

Es prenen 1 ml de mostra a diferents temps.

Es fa un recompte de viables i de calves per sembra en doble capa.

L’eficiencia d'induccié espontania del profag es calcula com la relacié entre el
nombre de fags produits espontaniament per la soca lisogena i el nombre de

cel lules viables.
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2.3.13. Eficiencia de lisogenitzacio

El test de l'eficiencia de lisogenitzacié permet determinar la freqiiencia de la decisié

entre lisi o lisogenia d’un bacteriofag temperat en el moment en que el fag infecta la

cel lula (Tokuno i Gough, 1975).

i.

ii.

1ii.

iv.

Vi.

Vii.

Viii.

ix.

xi.

Xii.

Xiii.

Xiv.
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Es prepara un cultiu de nit de la soca sensible al fag en medi LB liquid, i
s’incuba a 37°C en agitaci6 de 110 rpm.

Es fa una ressembra 1:100 en 10 ml de medi LB liquid.

S’incuba el cultiu a 37°C en agitaci6é de 110 rpm, fins a arribar a una DOss0 nm de
0,4.

Amb la finalitat de determinar el nombre de cel lules viables abans de la
infeccid, se sembren les dilucions -5 i -6.

Es divideix el cultiu en dos i s’hi afegeix la quantitat adequada de llisat fagic
per obtenir una MOI 1 i una MOI 10.

S’incuben tots dos tubs a 37°C sense agitacié durant 25 min (temps d’adsorci6).
Cal fer recompte de viables després de la infecci6 sembrant la dilucié -5 i
diverses plaques de la diluci6 -6.

S’incuben les plaques i un cultiu de nit de la soca sensible al fag en medi LB
liquid i en agitacié de 110 rpm, a 37°C durant tota la nit.

S’afegeixen 100 pl del cultiu a un tub de 2,5 ml d’LB agar tou fos i mantingut a
45°C.

Es barreja el tub per inversié suaument, sense formar bombolles, i s’aboca el
contingut del tub a una placa de LB agar, repartint-ho uniformement per tota la
placa.

Cal esperar que se solidifiqui I'LB agar tou a temperatura ambient, uns 5-10 min
aproximadament.

Es piquen un minim de 100 colonies obtingudes, tot fent una estria a la placa de
doble capa d’LB on hi ha la soca sensible al fag.

S’incuben les plaques a 37°C durant tota la nit.

Cal comptar el nombre de colonies que produeixen un halo de lisi sobre el

confluent de la soca indicadora, respecte del total de les colonies testades.



L’eficiencia de lisogenitzaci6 es defineix com:

Eficiencia de lisogenitzacié = lisogens / CFU x B,/B

On B,/B és la relacié entre les cfu abans i després de la infecci6, corregeix els bacteris
infectats que s’han lisat i no han estat comptats en les cfu, és a dir, en les que el fag s’ha

decidit pel cicle litic, i no pel cicle lisogénic.

2.4. Metodes genetics

2.4.1. Transformacio6

2.4.1.1. Transformacié amb clorur calcic

El metode que s’utilitza és el descrit per Hanahan (1988), amb unes lleugeres
modificacions. Aquest metode es basa en l'exposicié del cultiu bacteria en fase
exponencial a una solucié hipotonica de clorur calcic 100 mM a una temperatura de
0°C, aix0 provoca la formacié de cel lules competents, capaces de captar DNA exogen.

Aquest metode s’ha utilitzat per transformar la soca d’E. coli BL21 Codon Plus.

2.4.1.1.1. Preparacio de cél-lules competents

i.  Cal fer una ressembra 1:50, a partir d'un cultiu de nit de la soca E. coli BL21
Codon Plus, en 100 ml de medi LB.

ii.  S’incuba a 37°C en agitaci6 (110 rpm) fins a arribar a una DOss nm de 0,4,
corresponent a la meitat de la fase exponencial del cicle de creixement
cel lular.

iii.  Se centrifuga el cultiu en un tub de propilé estéril, a 5.000 rpm durant 10 min a
una temperatura de 4 °C.

iv.  S'elimina el sobrenedant en condicions d’esterilitat i es resuspen el pellet en
100 ml de CaCl» 100 mM fred (apartat 2.8).

v.  Es manté el tub en gel durant 15 min.
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vi.  Se centrifuga el tub a 5.000 rpm durant 10 min a 4 °C.

vii.  Esresuspen el sediment suaument en 5 ml de CaCl> 100 mM fred.
viii. = Es mante el tub en gel durant 1 hora.

ix. ~ S’hi afegeixen 0,6 ml de glicerol esteril al 100%.

x.  Cal fer aliquotes de 200 pl i congelar-les a -80°C.

2.4.1.1.2. Transformacio per xoc térmic

i.  Es barreja en un tub de vidre 200 pl de cel lules competents amb 10-100 ng de

DNA plasmidic i es manté en gel durant 30 min, permetent d’adhesi6é del DNA
a la superficie de les cel lules competents.

ii. Per introduir el DNA a les cél 1ules, sincuba el tub a 42°C durant 90 seg.

iii. ~ Es manté el tub en gel durant 5 min.

iv.  S’hi afegeixen 0,8 ml d’LB al tub i s’incuba en agitacié a 37°C durant 45-60 min,
per permetre I'expressié fenotipica.

v.  Se sembra el cultiu del tub en les plaques selectives adequades, i s'incuba a 37°C

durant 12-18 hores.

2.4.1.2. Electrotransformacio

El metode que s’utilitza és el descrit per Dower et al. (1988) amb unes lleugeres
modificacions. S’ha utilitzat el Gene Pulser Il i el Pulse Controller Electroporation System
de BIORAD i els protocols recomanats pel fabricant. Es més eficag que la transformacié
amb clorur calcic, pero és necessari que les cellules i el DNA que es transforma
presentin un baix contingut en sals. El metode es basa en l'aplicacié d"un pols electric
d’alt voltatge que despolaritza la membrana cel lular, amb la qual cosa es formen
canals transitoris, a través dels quals pot entrar el DNA a I'interior cel lular (Shigekawa
i Dower, 1988).

Els cultius es preparen en medi LB amb una concentracié del 0,5% de NaCl. Aquest

procés s’ha utilitzat per transformar les soques d’E.coli DH5a.
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2.4.1.2.1. Preparacio de les cél-lules competents

ii.

1ii.

iv.

Vi.

Vii.

Viii.

ix.

xi.

Xii.

Es fa un cultiu de nit en 10 ml d'LB preparat amb NaCl al 0.5%.

Cal fer una ressembra 1:100 en 1 L d'LB (0.5% de NaCl).

S’incuba a 37°C, a 110 rpm d’agitaci6, fins a arribar a una DOss0 nm de 0,4 (per a
soques recA*) o de 0,6 (per a soques recA).

Es manté el cultiu en gel durant 15 min. A partir d’aquest pas, tot el material i
les solucions que s"utilitzen estan temperades a 4 °C.

Se centrifuga el cultiu, en tubs de propilé de 250 ml esterils, a 6.000 rpm durant
10 min a 4°C.

Se n’elimina el sobrenedant en condicions d’esterilitat i es resuspen el sediment
enun 1L d’aigua ultrapura esteril.

Es torna a centrifugar en les mateixes condicions i es repeteix el rentat amb
aigua ultrapura.

Es resuspenen les ceél 1ules en 20 ml de glicerol 10% (apartat 2.8) fred i esteril.

Se centrifuga en un tub de polipropilé de 30 ml esteéril, a 6.000 rpm durant 15
min a 4°C.

Se n'elimina el sobrenedant en condicions d’esterilitat i es ressuspen el
sediment en 1 ml de glicerol al 10% (apartat 2.8) fred.

Es fan aliquotes de 50 pl del cultiu de competents en tubs eppendorf, i es
congelen en neu carbonica.

Cal conservar les aliquotes a -80°C.

2.4.1.2.2. Electrotansformacio

ii.

ii.

iv.

Vi.

Es descongelen en gel les cel lules competents.

S’hi afegeix el DNA.

S’ajusten les condicions del el Gene Pulser Il i del Pulse Controller Electroporation
System a 125 uFD de capacitancia i a 200 Q de resistencia en paral 1lel.

Es transfereix la barreja de cél lules i DNA a una cubeta d’electrotransformacio
de 2 mm de pas, refredada previament i esteril.

Es col 1oca en la camera del Gene Pulser.

S’aplica un pols electric de 2,0 kV/cm? de potencial eléctric.
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vii.  Es treu rapidament la cubeta i s’hi afegeix 1 ml de medi BHI fred. Seguidament,
es barreja suaument i es passa tot el contingut de la cubeta a un tub esteril de
vidre.

vili.  S’incuba el tub a 37°C en agitaci6é durant 45 min (temps d’expressi6 fenotipica).

ix.  Se sembra en plaques selectives adequades i s'incuba a 37°C durant 12-18 hores.

2.4.2. Obtenci6 de mutants o inactivacio de gens utilitzant productes de PCR

Per a la construccié d’'un mutant a partir d'un producte de PCR, s’ha seguit el metode
descrit per Datsenko i Wanner (2000). Aquest metode es basa en el sistema de
recombinacié Red del fag lambda. Una de les raons per les quals E. coli o Salmonella no
son transformables per DNA lineal, és la presencia d’exonucleases intracel lulars que el
degraden. El sistema Red del fag lambda inclou els gens y, £ i exo que codifiquen les
proteines Gam, Bet i Exo, respectivament. La proteina Gam inhibeix I'exonucleasa V de
I'hoste i permet l'accés de Bet i Exo als extrems del DNA per promoure’n la
recombinacid. L'estrategia basica consisteix a substituir una seqiieéncia cromosomica
per un gen de resisténcia a un antibiotic seleccionable, que és generat per PCR
utilitzant uns oligonucleotids que contenen 50 nucleotids (nt) d’homologia amb la
sequencia que volem substituir. La recombinaci6é es duu a terme pel sistema Red del
fag lambda, expressat a partir d’'un promotor induible per arabinosa en un plasmidi de
baix nombre de copies i termosensible (pKD46). Després de la selecci6, el gen de
resisténcia es pot eliminar utilitzant un altre plasmidi (pCP20), també termosesible, que
expressa la recombinasa FLP del plasmidi 2 p de Saccharomyces cerevisiae, sota control
d’'un promotor induible per temperatura. El sistema FLP actua en les repeticions
directes FRT (“FLP recognition target”) que flanquegen la casset de resisténcia

introduida.

2.4.2.1. Preparacio del DNA per a la substitucio

i.  S’amplifica la resisténcia antibiotica per PCR, utilitzant el plasmidi pKD3 (Cmr)

com a DNA motlle i els oligonucleotids amb 50 nt d"homologia amb el gen que
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es vol inactivar i 20 nt d’homologia amb el pKD3, seguint el protocol de
I'apartat 2.5.8.1. Les condicions de PCR utilitzades s6n les segiients:
= 0,625 de I'oligonucleotid up (10 pmol/pl) (Roche Diagnostics SL)
= 0,625 de I'oligonucleotid down (10 pmol/ul) (Roche Diagnostics SL)
= 2.5 pl de tamp6 de PCR 10 x (Expand High Fidelity) (Roche Diagnostics SL)
= 5yl d’'una barreja de ANTP (2 mM c/dNTP) (Roche Diagnostics SL)
* 200 ng de DNA motlle
= 0.2 ul del'enzim (3.5 unitats/pl) (Expand High Fidelity) (Roche Diagnostics SL)
* Aigua ultrapura fins arribar a un volum final de 25 pl.
La reacci6 de PCR es duu a terme seguint el protocol de I'apartat 2.5.8.1, amb una
temperatura d’hibridacié de 55°C i a un temps de 2 min d’elongaci6 a 72°C.

ii.  Electroforesi del producte de la PCR en un gel d’agarosa seguint el protocol de
I'apartat 2.5.5.

iii.  Purificaci6 de la banda per columnes Wizard® (Promega) seguint el protocol de
I'apartat 2.5.7.1.

iv. Se sotmet el DNA obtingut a una restriccié per Dpnl, seguint el protocol 2.5.4, a
fi de degradar les restes del DNA motlle, ja que aquest enzim reconeix
especificament el DNA metilat.

v.  Electroforesi i purificacié del DNA digerit seguint els protocol de I'apartat 2.5.5
12.5.7.1, respectivament.

vi.  Quantificacié del DNA purificat seguint I’apartat 2.5.6.

2.4.2.2. Transformacio de la soca receptora

Es preparen cellules electrocompetents de la soca receptora (en aquest cas de la
ATCC14028 Rifr lisogena per al bacteriofag SE1), pel métode descrit a 'apartat 2.4.1.2, i
es transforma el plasmidi pKD46 (termosensible i Apr). Es preparen céllules
electrocompetents de la soca receptora/pKD46 obtinguda anteriorment i
s’electrotransforma el DNA utilitzat per la substitucid, seguint el protocol segtient:
1. Es fa una ressembra 1:100, del cultiu de nit fet amb medi LB liquid
complementat amb ampicil lina (50 mg/ml), en 50 ml de medi SOB amb

arabinosa 1 mM (50 pl de I'estoc arabinosa 1M) (apartat 2.8).
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ii.

iii.

iv.

Vi.
Vii.
Viil.

ix.

xi.

Xii.

xiii.

Xiv.

XV.

XVi.

XVii.

XVIil.

Xix.

S’incuba a 37°C amb agitacié de 110 rpm, fins que el cultiu arribi a una DOsqo
nm de 0,5.

Se centrifuga el cultiu a 4000 rpm a 4°C durant 15 min.

S’elimina el sobrenedant i es ressuspen el sediment amb 20 ml de glicerol 10%.
Se centrifuga el cultiu a 4000 rpm a 4°C durant 15 min.

S’elimina el sobrenedant i es ressuspen el sediment amb 10 ml de glicerol 10%.
Se centrifuga el cultiu a 4000 rpm a 4°C durant 15 min.

S’elimina el sobrenedant i es ressuspen el sediment amb 5 ml de glicerol 10%.
Se centrifuga el cultiu a 4000 rpm a 4°C durant 15 min.

S’elimina el sobrenedant i es ressuspen el sediment amb 500 ul de glicerol al
10%.

S’elimina el sobrenedant i es fan aliquotes de 100 pl.

S’electrotransformen 10 ul del DNA obtingut en el 2.5.3.1, seguint el protocol
descrit a I'apartat 2.5.1.2.2.

S’afegeix 1 ml de medi LB liquid i es transfereix a un tub.

S’incuba a 37°C durant 1,5 hores.

Se sembra la meitat del cultiu en medi selectiu Agar LB complementat amb
cloramfenicol (34 mg/ml) a 37°C, I'altra meitat del cultiu se sembra després de
16 hores d’incubaci6 a temperatura ambient.

Cal fer cultius de diferents clons de la transformacié amb medi LB liquid i
incubar a 42°C fins que arribin a una DOss0 nm de 0,2.

Se sembren les dilucions -5 i -6 dels diferents cultius.

Es fan répliques dels clons obtinguts, en medi agar LB amb Ap i LB amb Cm a
42 °C, a fi d’assegurar que el plasmidi pKD46 es perd i que s’hagi substituit el
gen desitjat per la resistencia Cm flanquejada pels FRT.

Cal comprovar els transformants resistents al Cm per PCR, utilitzant
oligonucleotids encebadors externs a la regi6 substituida i els oligonucleotids

interns de la casset de resisténcia Cmr.

2.4.2.3. Escissio del gen de resistencia

El gen de resisténcia s’escindeix seguint els passos segtients:
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ii.

iii.

iv.

Vi.

Vii.

Viii.

Fer electrocompetents del mutant obtingut seguint el protocol de l'apartat
24121

Electrotransformacié del plasmidi pCP20 (termosensible i Apr) seguint I’apartat
24122

Incubar a 30°C durant 1 hora.

Sembrar en plaques agar LB amb Ap i incubar a 30 °C.

Fer cultius de diferents clons de la transformacié amb medi LB liquid i incubar
a 42°C fins que arribin a una DOs50 nm de 0,2.

Sembrar les dilucions -5 i -6 dels diferents cultius.

Fer repliques dels clons obtinguts, en medi agar LB amb Ap i LB amb Cm a
42°C, per tal d’assegurar que el plasmidi pCP20 es perd i que s’hagi escindit la
resisténcia Cm flanquejada pels FRTs. A aquesta temperatura es produeix
I'expressié de la recombinasa que porta el plasmidi.

Comprovar els transformants sensibles al Cm per PCR, utilitzant

oligonucleotids encebadors externs a la regié substituida.

2.5. Metodes de manipulacié del DNA

La majoria de tecniques utilitzades es basen en les descrites als protocols de Molecular

cloning: a laboratory manual (Sambrook et al., 1989) i Current protocols in molecular biology

(Ausubel et al., 1995) amb unes lleugeres modificacions.

2.5.1. Extraccio de DNA fagic

Per obtenir el DNA d’un bacteriofag és necessari partir d’un lisat amb gran nombre de

fags. Els fags s’han concentrat per centrifugacié o per obtenci6 llisat amb un titol fagic

elevat, les capsides es destrueixen amb el fenol i el DNA fagic és precipitat amb etanol.

1.

S’afegeixen 10 pl d’una solucié stock de DNasal 10 u/pl (RNase-free DNasel de
Roche Diagnostics S L) i 10 ul de la solucié de RNasal (apartat 2.8) a un lisat
fagic de 10 ml a una titulacié aproximadament de 10 pfu/ml. O bé, s’afegeixen

0,5 ul de DNasal i 0,5 pl de RNasal a un lisat fagic de 0,5 ml a una titulacié
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ii.

1ii.

iv.

Vi.

Vii.

Viii.

ix.

xi.
Xii.
xiii.

Xiv.

92

aproximadament de 10 pfu/ml. S’incuba a 37°C durant 1 hora. Aquest
tractament degradara el DNA i RNA bacterials alliberats durant la lisi cel 1ular.
La viscositat de la barreja hauria de disminuir.

Se centrifuga a 27.000 rpm durant 1 hora i mitja a 4°C amb un rotor Ti 80 a la
ultracentrifuga Beckmann.

Passat aquest temps, se'n descarta totalment el sobrenedant. Es ressuspen el
petit sediment translacid que apareix en 500 pl de Tris-Cl 0.05 M a pH 8
(Applichem). (Aquests dos passos tenen lloc si es parteix d'un volum de 10 ml
de lisat amb un titol de 1010 pfu/ml; aixi, les particules fagiques es concentren
per ultracentrifugacio.)

Es transfereix la solucié a un tub d’Eppendorf i s’hi afegeixen 500 pul de solucié
fenol/cloroform/isoamilic (apartat 2.8).

S’agita el tub al vortex durant 20 min. La solucié fenol/cloroform/isoamilic
desnaturalitza les capsides fagiques i allibera el DNA viral. Les capsides
desnaturalitzades apareixen com un precipitat blanc a la interfase. L’agitaci6
vigorosa és necessaria en el cas que les particules fagiques provinguin de la
ultracentrifugacio, ja que el sediment és dificil de ressuspendre.

Se centrifuga a 12.000 rpm durant 2 min i es recupera la fase aquosa, tenint en
compte de no agafar la interfase per fer un altre tractament amb la soluci6é
fenol/cloroform/isoamilic. En aquest segon tractament, el precipitat blanc
hauria de disminuir. Si encara hi ha forca interfase, cal fer un tercer tractament
amb la soluci6 fenol/cloroform/isoamilic.

Es recupera la fase superior i s’hi afegeixen 200 pl de cloroform isoamilic
(apartat 2.8) (Carlo Erba Reagenti), s’agita vigorosament per inversié i se
centrifuga breument.

Es recupera la fase aquosa i es repeteix aquest pas.

S’afegeixen 20 ul d’acetat sodic 3 M a pH 4.8 i es precipita el DNA amb 2
volums d’etanol absolut a temperatura ambient.

Se centrifuga el tub a 12.000 rpm durant 10 min.

Eliminar el sobrenedant i rentar el sediment amb 1 ml d’etanol 70%.

Centrifugar el tub a 12000 rpm durant 5 min.

S’elimina el sobrenedant i s’asseca el sediment al Speed Vac®.

Cal ressuspendre el DNA fagic amb tampo6 TE a pH 8 (apartat 2.8).



2.5.2. Extracci6 de DNA cromosomic

Durant aquest procés es duu a terme una lisi cel lular suau utilitzant un detergent,

seguida d'un tractament amb proteinasa K. Les restes cellulars, proteines i

polisacarids sén segrestats i precipitats amb un tractament amb CTAB (hexadecil

trimetil bromur d’amoni de SIGMA). S'extrauen amb fenol/cloroform/isoamilic i,

finalment, es recupera el DNA cromosodmic per precipitaci6 amb 2-isopropanol

(Panreac).

i

ii.

iii.

iv.

Vi.

Vii.

Vviii.

iX.

Xi.

xii.

xiii.

Es comenca I'extraccié de DNA cromosomic a partir d'un cultiu de nit, realitzat
a les condicions optimes per la soca.

Se centrifuga 1,5 ml del cultiu en un tub eppendorf a 12.000 rpm durant 1-2
min.

Se n’elimina el sobrenedant i es ressuspen el sediment en 567 pl d’aigua
ultrapura.

S’hi afegeixen 30 pl de SDS 10% (sal sodica de dodecilsulfat de Merck) i 3 ul de
proteinasa K a una concentracié de 20 mg/ml (Roche Diagnostics SL).

Es barreja per inversi6 el tub i s'incuba a 37°C durant 1 hora o fins que es
produeixi la lisi cel 1ular.

S’hi afegeixen 100 pl de NaCl 5M (AppliChem), es barreja per inversié
vigorosament, i s’afegeixen 80 ul de soluci6 CTAB/NaCl (apartat 2.8)
preescalfada a 65°C.

Es barreja i s'incuba a 65°C durant 10 min.

S’afegeix 1 volum de solucié cloroform/isoamilic (apartat 2.8), es barreja
vigorosament per inversio i se centrifuga a 12.000 rpm durant 5 min.

Es transfereix la fase aquosa (normalment la superior) a un altre tub eppendorf,
utilitzant puntes de micropipeta previament tallades, evitant aixi la ruptura
mecanica del DNA).

S’agrega un volum de fenol/cloroform/isoamilic (apartat 2.8) i es barreja
vigorosament.

Se centrifuga a 12.000 rpm durant 5 min i se'n recupera el sobrenedant en un
altre tub d’Eppendorf.

Cal repetir des del pas viii fins que la fase superior desaparegui la interfase.
S’afegeix un volum de cloroform/isoamilic (apartat 2.8) a la fase recuperada a

fi d’eliminar les restes de fenol.
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Xiv.

XV.

XVi.

XVii.

XVIil.
Xix.
XX.

xxi.

Se centrifuga a 12.000 rpm durant 1 min i se’n recupera el sobrenedant en un
altre tub eppendorf.

S’afegeixen 0.6 volums de 2-isopropanol (Panreac) absolut i es barreja per
inversi6. S'observa la formaci6 de filaments de DNA cromosomic precipitat.

Se centrifugar a 12000 rpm durant 10 min.

Se n’elimina el sobrenedant i es renta el precipitat amb 1 ml d’etanol 70%
(apartat 2.8) fred.

Se centrifuga durant 5 minuts a 12.000 rpm.

Se n’elimina el sobrenedant i s’asseca el precipitat al Sepeed Vac® (Savant).
Afegir de 50 a 100 pl de tamp6 TE+RNAsa i es deixa resuspenent a 37°C.

Una vegada resuspes pot conservar-se a 4°C o a -20°C.

2.5.3. Extraccio de DNA plasmidic

2.5.3.1. Miniextraccié de DNA plasmidic

Aquesta tecnica es basa en el protocol de lisi alcalina (Birnboim i Doly, 1979), que

utilitza SDS i NaOH. Es neutralitza amb acetat potassic, es desproteinitza amb fenol i

es precipita el DNA plasmidic amb etanol.

L.

ii.

1ii.

iv.

Vi.

Vii.
viii.

ix.
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Es comenga l'extraccié de DNA plasmidic a partir d"un cultiu de nit, realitzat a
les condicions optimes per la soca.

Se centrifugen 1,5 ml de cultiu en un d’Eppendorf a 12.000 rpm durant 1-2 min.
Se n’elimina el sobrenedant i es ressuspeén el pellet en 100 pl de solucié I freda
(apartat 2.8).

Afegir 200 pl de soluci6 II (apartat 2.8) i es barreja per inversi6 fins obtenir una
soluci6 viscosa resultat de la lisi cel lular.

Es manté el tub en gel durant 5 min.

Afegir 150 pl de soluci6 III (apartat 2.8) i es barreja per inversié vigorosament
fins que es forma un precipitat blanquinés.

Es manté el tub de 5 a 10 min en gel.

Se centrifugar 5 min a 12.000 rpm.

Es transfereix la fase aquosa a un altre tub amb cura de no arrossegar-ne la

interfase.



xi.

Xii.

Xiii.
Xiv.

XV.

XVi.
XVii.
XVIii.

Xix.

XX.

Shi afegeix 1 volum de fenol/cloroform/isoamilic (apartat 2.8) i es barreja fins
que s’obté una emulsié6 homogenia.

Se centrifuga durant 5 min a 12.000 rpm.

Es tornar a rentar amb fenol/cloroform/isoamilic (apartat 2.8) i a transferir la
fase aquosa a un altre tub.

S’afegeix un volum de cloroform/isoamilic (apartat 2.8) i s’agita energicament.
Se centrifuga el tub a 12.000 rpm durant 3 min.

Es transfereix la fase superior aquosa a un altre tub i s’hi afegeixen 2 volums
d’etanol absolut fred, es barreja per inversié i es deixa precipitant a -80°C
durant 20-30 min.

Se centrifuga el tub a 12.000 rpm a 4°C durant 10 min.

Se n’elimina el sobrenedant i es fa un rentat amb etanol 70% (apartat 2.8) fred.
Se n’elimina el sobrenedant i s’asseca a 1’Speed Vac® (Savant).

Es ressuspen el DNA plasmidic obtingut en 20-30 pl de tampé TE amb RNasal
(apartat 2.8), en funcié de la concentracié esperada i es deixa incubant a 37°C
durant 45 min.

Un cop ressuspes es conserva a -20°C.

2.5.3.2. Maxiextraccié de DNA plasmidic

Quan es van necessitar quantitats majors de DNA plasmidic, es van realitzar

extraccions a partir de volums de cultiu més grans, adaptant les proporcions de les

solucions utilitzades. L’extracci6 es va purificar utilitzant un sistema de columna

(Wizard® Promega).

i.

ii.
1ii.

iv.

Se segueix el mateix procediment que en la miniextraccié de l'apartat 2.5.3.1,
perd augmentant els volums de les solucions I, II i III proporcionalment al
volum del cultiu fins al punt vii.

Es posa tota la barreja en un tub de vidre de 30 ml.

Se centrifuga el tub a 8.000 rpm durant 15 min.

Es transfereix la fase aquosa a un altre tub amb cura a fi de no arrossegar-ne la

interfase.

95



Vi.
Vii.

Viii.

ix.

xi.

Xii.

xiii.

xiv.

XV.

XVI.

S’afegeixen 0,6 volums de 2-isopropanol absolut (Panreac), es barreja per
inversio i es deixa el tub 15 min a temperatura ambient. S'observa la formaci6
d’un precipitat blanquinos.

Se centrifuga el tub durant 15 min a 8.000 rpm.

Se n’elimina el sobrenedant i es deixa que s’evapori totalment el 2-isopropanol.
Es ressuspen el precipitat de DNA plasmidic en el tampé TE amb RNasa,
incubant a 37°C.

Es reparteixen 500 pl de soluci6 de DNA plasmidic en diversos tubs
d’Eppendorf.

S’afegeix 1 ml de terra de diatomees (apartat 2.8) a cada tub, es barreja per
inversi6 i s’esperen 5 min, fins que s’observen dues fases.

Es barrejar i es transfereix tot el contingut a una xeringa, col locada sobre una
columna de purificacié Wizard Minicolumn (Promega).

Es passa la solucié a través del filtre de la columna mitjancant la pressié
exercida per I'embol de la xeringa.

S’extrau la xeringa de la columna, se’n separa 1'embol. Es tornar a connectar la
xeringa a la columna i es fan passar 2 ml d’etanol al 70% (apartat 2.8).

Se centrifugar la columna, a 12.000 rpm durant 5 min, per tal d’eliminar els
restes d’etanol.

S’hi afegeixen 50 ul d’aigua ultrapura calenta a la columna i s’esperen 5 min per
eluir el DNA fins que I'aigua mulla tot el filtre de la columna.

Se centrifuga la columna, en el volum eluit es trobara el DNA plasmidic

purificat.

2.5.4. Digestié amb enzims de restriccio i tampons

Els enzims utilitzats en el treball de recerca que es descriu en la present tesis doctoral

es van adquirir a Roche Diagnostics S L, i per fer-los servir es van seguir les

recomanacions del fabricant.
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Material i métodes

2.5.5. Electroforesi de DNA

L’electroforesi de DNA s’utilitza per a la separaci6 i la identificacié de fragments de
DNA d’origens diversos. També permet 1'aillament d’un fragment dins d’una barreja
heterogenia de fragments de diverses grandaries. Es basa en el fet que la carrega
negativa que presenta del DNA a pH neutre li permet migrar cap al pol positiu quan es
troba dins d"un camp electric. La concentracié d’agarosa dels gels permet intervals de
discriminacié dels fragments de DNA en funcié de la seva grandaria i conformacié.
Gracies a l'addici6 d’agents intercalants com el bromur d’etidi (BrEt) (Roche
Diagnostics S L) és possible la visualitzacié de la migracié del DNA per exposici6 a la

llum ultraviolada, ja que aquesta provoca la seva fluorescencia.

2.5.5.1. Preparacio dels gels d’agarosa

i. Cal pesar la quantitat d’agarosa en pols i afegir-hi el volum de tampd

d’electroforesis (1x TAE) (apartat 2.8). La concentracié recomanada d’agarosa

segons el rang de resolucié dels fragments lineals de DNA (kb) és la segtient:

% Agarosa kb del fragment
de DNA
0,3 60-5
0,5 30-1
0,7 12-0,8
1,0 10-0,5
1,2 7-04
1,5 3-0,2
2 3-01

ii.  S'escalfa l’agarosa fins a dissoldre-la, evitant que la solucié arribi a I"ebullicio.

iii.  Cal temperar la solucié a 50°C i s’afegeix BrEt (Roche Diagnostics S. L.), a una
concentracié final de 0,5 pg/ml, partint d’'una solucié concentrada de 10
mg/ml.

iv.  Es diposita la soluci6 a un suport del gel, amb els extrems segellats.
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Material i métodes

Vi.

Vii.

Viii.

ix.

255.2.

Es colloca una o més pintes segons la quantitat de pous que s’hagin de
carregar, i esperar que se solidifiquin.

Es treuen les pintes i es col loca el suport en una cubeta d’electroforesi, plena de
tamp6 1 x TAE (apartat 2.8).

Es carreguen les mostres de DNA als pous del gel. Per carregar les mostres
s’utilitza una solucié transportadora 6 x (apartat 2.8) en una relacié 1:5 respecte
del volum final de la mostra de DNA.

S’aplica un voltatge constant de 100 V. El temps i el voltatge de l'electroforesi
dependra de la grandaria dels fragments de DNA que es volen visualitzar.
S’observa el gel amb un transil luminador de llum ultraviolada (302 nm).

Una vegada acabada l’electroforesi, es pot fotografiar el gel utilitzant un

digitalitzador d’imatges.

Marcadors

Els marcadors utilitzats son DNA fagic (A o ¢) tallat amb algun enzim:

Marcador Llargaria de les bandes que presenta

A L HindIII 23,13, 9,416, 6,557, 4,361, 2,322, 2,027, 0,564, 0,125

A L BstEII 8,543, 7,242, 6,369, 5,687, 4,822, 4,234, 3,675, 2,323, 1,929,

1,371, 1,264, 0,702, 0,224, 0,117

¢ L Hinfl 0,726, 0,713, 0,553, 0,500, 0,427, 0,417, 0,413, 0,311, 0,249,

0,200, 0,151, 0,140, 0,118, 0,100, 0,082, 0.066, 0.048, 0.042,
0.040, 0.024

2.5.6. Quantificacio del DNA

Es van utilitzar dos metodes de quantificacio:
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Fluorescencia dels gels d’agarosa. Metode basat en el fet que la intensitat de la
florescencia deguda l'agent intercalant (BrEt) utilitzat per tenyir el gel
d’electroforesi és proporcional a la concentracié6 de DNA. El métode consisteix

a carregar diferents dilucions de la soluci6 problema de DNA en un gel



d’agarosa. Paral lelament, es carrega un patré de concentracié coneguda i es
compara amb la mostra.

Espectrofotometria. La quantificaci6 de la concentraci6 de DNA, amb
I'espectrofotometre GeneQuant, s’ha fet seguint les instruccions del fabricant
Amersham Bioscience. Aquest instrument esta controlat per un
microprocessador que utilitza equacions i factors emmagatzemats (Ultrospec

1100 pro) per quantificar els acids nucleics.

2.5.7. Clonaci6 en vectors plasmidics

2.5.7.1. Purificaci6 de fragments de DNA

Aquesta técnica va ser utilitzada per recuperar fragments de DNA, com per exemple:

productes de PCR, fragments de restriccions, etcetera. Aquests es carreguen en un gel

d’agarosa i se separen mitjangant electroforesi. Una vegada s’aillen les bandes de DNA,

es retallen del gel, es fonen i 'agarosa es retira mitjancant la utilitzacié de resines

Wizard PCR Preps DNA Purification Resin (Promega) o terra de diatomees, segons la

grandaria del fragment, i columnes Wizard®.

i.

ii.

1ii.

iv.

Vi.

Vii.

Viii.

ix.

Es retalla la regi6 del gel d’agarosa que conté el fragment de DNA desitjat, es
pesa i s'introdueix en un tub eppendorf, préviament taxat.

S’afegeixen de 2 a 3 volums de soluci6 de Nal 6 M (Panreac) (apartat 2.8)
respecte del pes de la banda.

S’'incuba el tub en un bany d’aigua a 55-65°C, fins que l'agarosa estigui
completament fosa.

Es reparteix el contingut en tubs d’Eppendorf (maxim 500 ul/tub).

S’afegeix 1 ml de resina a cada Eppendorf, i es barreja per inversio.

Passats 5 min, es transfereix el contingut d’Eppendorf a una xeringa muntada
sobre una columna de purificaci6 de DNA Wizard® (Promega). Amb 1'ajut de
I'embol es passa el contingut a través de la columna.

Es passen 3 ml de 2-isopropanol (Panreac) 80%, per la columna que conté el
complex DNA-resina.

Se centrifuga durant 5 min en un tub d’Eppendorf.

S’afegeixen de 15 a 40 pl d’aigua ultrapura escalfada a 55°C.
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X.  Passats 5 min es centrifuga 5 min per eluir el DNA.

2.5.7.2. Preparacio dels vectors i dels inserts

Els vectors i els inserts que s'utilitzen es digereixen préviament amb un o més enzims
de restriccié. Segons la compatibilitat de les dianes entre el vector i el insert, pot caldre
el reompliment d’extrems cohesius. D’altra banda, a fi tal d’evitar possibles
recircularitzacions del vector, abans de realitzar la lligaci6 amb l'insert, es poden

eliminar els grups fosfat de I'extrem 5’ del vector.

2.5.7.2.1. Reompliment d’extrems

L’aplicaci6é d’aquesta tecnica permet obtenir de fragments de DNA amb extrems roms.
i.  Enun tub eppendorf s'hi afegeixen:

= 50 pl de DNA en soluci6 o del producte de la restricci6 de DNA
= 20 pl del tampod 5 x de la DNA polimerasa del fag T4 (Roche Diagnostics SL)
= 20 pl d'una barreja de dNTP 5 x (Roche Diagnostics SL)
= 5 pl dela DNA polimerasa del fag T4 (1 unitat/pl) (Roche Diagnostics SL)
= 5yl d’aigua ultrapura

ii.  S’incuba el tub a 37°C durant 15 min.

iii.  S’inactiva la reacci6 per calor, incubant a 70°C durant 10 min.

iv.  Es precipita el DNA (apartat 2.5.7.2.3).

2.5.7.2.2. Defosforilacioé de I’'extrem 5’

i.  Safegeixen en un tub Eppendorf:

= 100 pl del producte que caldra defosforilar
= 20 pl del tampo 10 x de la fosfatasa alcalina (Roche Diagnostics S L)
= 79 ul d’aigua ultrapura
* 1 pl de fosfatasa alcalina (1 unitat/ul) (Roche Diagnostics S L)

ii.  Esbarreja béies fa un pols de microcentrifuga.

iii. ~ S’incuba a 37°C durant 30 min.

iv.  S'hiafegeix 1 pl d’enzim i es torna a incubar a 37°C durant 30 min més.

v.  S’atura la reacci6, tot i incubant el tub a 70°C durant 10 min.
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Vi.

Es precipitar el DNA (apartat 2.5.7.2.3).

2.5.7.2.3. Precipitaci6 del DNA

Aquesta técnica permet obtenir DNA purificat, després que aquest hagi estat

defosforilat o els seus extrems reomplerts.

i.

ii.

ii.

iv.

Vi.

Vii.

Viii.

ix.

xi.

Xii.

S’augmenta el volum de la reaccié de reompliment o de defosforilaci6 amb
aigua ultrapura fins a 400 pl.

Es realitza un tractament amb 400 pl de la solucié fenol/cloroform/isoamilic
(apartat 2.8).

Es barreja per inversi6 i es centrifuga a 12.000 rpm durant 5 min.

Es recupera la fase aquosa i afegir 400 ul de la soluci6é cloroform/isoamilic
(apartat 2.8).

Es barreja per inversio i se centrifuga a 12.000 rpm durant 3 min.

Es recupera la fase aquosa i s’afegeixen 2,5 volums d’etanol absolut i 0,1 volums
d’acetat sodic 3 M (Merck) (apartat 2.8).

Es deixa precipitant el DNA a -80°C de 1-12 hores.

Se centrifuga el tub a 12.000 rpm a 4°C durant 10 min.

S’elimina el sobrenedant i es renta el sediment de DNA afegint-hi 1 ml d’etanol
70%.

Se centrifuga el tub a 12.000 rpm a 4°C durant 5 min.

S’asseca el sediment de DNA amb el Speed Vac® (Savant).

Es ressuspéen el DNA en 20 pl d’aigua ultrapura.

2.5.7.2.4. Reaccio de lligacié

Les diferents reaccions de lligament es van fer utilitzant la DNA ligasa del fag T4

(Promega).

La reacci6 de lligament permet unir fragments que tinguin extrems compatibles.

Aquesta reacci6é depen de la concentraci6 relativa d’extrems de vector i d'insert. Quan

es tracta d'una reaccié entre fragments amb extrems cohesius, la relacié d’extrems

vector-insert van ser 1:2, mentre que si eren extrems roms era d'1:1.
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Per calcular les quantitats de vector i d'insert necessaris s’utilitza la segtient formula:

ng d’insert = [(ng de vector x kb d’insert) / kb de vector] x relacié insert/vector

i.  Safegeixen en un tub Eppendorf:

=  2,5ul detamp6 2 x de la lligasa (Promega)
= Els volums de vector i d"insert necessaris
= 0,5ul de DNA lligasa del fag T4 (Promega)

* Aigua ultrapura necessaria fins a un volum final de 5 ul

ii.  Sincuba la barreja de reacci6 un minim de 2 hores o més a temperatura

ambient.

iii. S’inactiva la reaccig, incubant a 70°C durant 10 min.

2.5.8. Amplificacio del DNA

2.5.8.1. PCR (Polymerase Chain Reaction)

Per fer les PCR dutes a terme en aquest treball es va utilitzar la Taq Expand High Fidelity

(Roche Diagnostics SL).

El protocol utilitzat per a un volum final de 25 ul de reaccié de PCR és el segtient:

1. S’irradia el material amb llum ultraviolada durant 15 min, en una camera de

flux vertical per PCR (FLV60 Euro Aire).

ii.  Esbarregen en un tub de 0,5 ml de capacitat:

2,5 pl de tampd 10 x de PCR (Expand High Fidelity) (Roche Diagnostics SL)

2,5 pl d'una barreja de dNTPs (2 mM ¢/ dNTP) (Roche Diagnostics SL)

1,25 pl de cada un dels oligonucleotids (10 pmol/pl)

0,2 pl de I'enzim (3.5 unitats/pl) (Expand High Fidelity) (Roche Diagnostics SL)
200 ng de DNA motlle

Aigua ultrapura fins arribar a un volum final de 25 pl.

iii.  Es barrejaies fa un pols de centrifuga.

iv.  Es programar el termociclador segons la reaccié de PCR que es vol realitzar.
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v.  Escolloquen els tubs en el termociclador i es posa en marxa el programa.

2.5.8.2. Sequienciaci6

El metode seguit per seqiienciar els fragments de DNA va ser el de Sanger (1977),
utilitzant el seqiienciador ALFexpress DNA Sequencer (Amersham Pharmacia Biotech),
el protocol es va modificar seguint les instruccions del fabricant. Es van utilitzar dos
kits de marcatge amb fluorescéncia diferents: el fmol®DNA Sequencing System de
Promega, amb oligonucleotids marcats amb Cy5 (Roche Diagnostics SL) i el thermo
sequenase Cy5 Dye terminator cycle sequencing System (Amersham Biosciences), amb els
didesoxinucleotids (ddNTP) marcats amb Cyb5.
Per obtenir la seqiiencia d’un fragment de DNA per aquest metode sén necessaris
diferents components:
e El DNA motlle que s’ha de seqiienciar; aquest pot ser DNA genomic o un
segment de DNA clonat en un vector apropiat.
e Un oligonucleotid, aproximadament de 20 pb de longitud que hibridi amb el
DNA motlle que es vol seqiienciar.
e Els quatre nucleotids trifosfat (dAATP, dCTP, dGTP i dTTP) utilitzats en la PCR.
¢ Quatre didesoxinucleotids (ddATP, ddTTP, ddCTP i ddGTP). Aquests sén
nucleotids modificats que no presenten el grup hidroxil en la posicié 3" de la
desoxiribosa, de manera que poden ser incorporats per la DNA polimerasa a la
cadena de DNA naixent, pero no permeten la prolongacié de la cadena. Per
tant, una vegada s’incorpora un didesoxinucleotid s’acaba la sintesi de la
cadena de DNA.
e La DNA polimerasa, que té la capacitat de polimeritzar el DNA, a partir de
I'extrem 3’ del oligonucleotid, fins que s’incorpora un ddNTP.
S'utilitzen quatre tubs diferents, que contenen quatre barreges de reacci6. Cada una
d’aquestes conté els quatre nucleotids trifosfat, la DNA polimerasa, 1'oligonucleotid i
un tipus de dideoxinucleotid, a una concentracié limitant, que produeix la terminacié
de la sintesi en el moment i lloc on s’incorpora.
Amb aquest sistema, en cada barreja de reaccié hi ha una série de molécules de DNA

de nova sintesi de diferent llargaria, que acaben totes amb el mateix nucleotid. Per tant,
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I'oligonucleotid que s’obté acaba selectivament en una G, A, T o C segons el dideoxi
analeg que hi ha a la reaccio.

Els fragments de DNA de nova sintesi obtinguts en cada barreja de reacci6 se separen
per grandaria mitjangant electroforesi en gels verticals d’acrilamida (0,5 mm de gruix i
de 50 cm de longitud) que permeten discriminar entre fragments de DNA que es
diferencien tan sols en un nucleotid. Els productes de cada una de les quatre barreges
de reacci6 s’insereixen en quatre carrils diferents del gel.

Tenint en compte que el DNA de nova sintesi creix en la direccié 5° — 3’, si es comenga
a llegir el gel pels fragments de grandaria més petita (extrem 5’) i s’avanca augmentant
la grandaria dels fragments (cap a l'extrem 3’), s’obté la seqiiencia de DNA de nova
sintesi en la direcci6 5" — 3'.

La incorporacié6 de la marca fluorescent dels oligonucleotids amb Cy5 permet la
visualitzar la seqiiencia del DNA en el gel d’acrilamida desnaturalitzant mitjancant el

ALFexpress Sequencer.

2.5.8.2.1. Marcatge amb el kit fmol®DNA Sequencing System

Aquesta teécnica aprofita l'avantatge de les propietats intrinseques de la DNA
polimerasa aillada de Thermus aquaticus (Taq). El protocol utilitzat és una modificacié
del protocol descrit per Heiner (1988) i els encebadors o oligonucleotids utilitzats per
aquest treball van ser el direct, el reverse i el T7 promoter (Roche Diagnostics SL), marcats
no radioactivament amb Cy5 en el seu extrem 5.
Les reaccions de PCR de marcatge amb aquest kit, es van fer seguint les instruccions
del fabricant:
i.  Primerament, s’hi afegeixen 2 pl de la barreja d/ddNTPs al tub corresponent
per a cada reaccio.
ii.  Esbarregen:
* 5l del tamp6 5 x (Promega)
* 1,5 pl d'un primer marcat amb Cy5 (Roche Diagnostics SL)
= 0,5-1pugde DNA
* Aigua ultrapura fins a un volum final de 16 pl
* 1 pldeTaq polimerasa (Promega)
iii.  Es reparteixen els 4 pl de la barreja a cada Eppendorf on hi ha els d/ddNTP.
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iv. Sagiten els tubs, fer un pols a la microcentrifuga i es colloquen al
termociclador.

v.  Les reaccions d’amplificaci6 utilitzades per aquest tipus de marcatge son les

seglients:
= 95°C30s
= 42°C30s
= 72°C1min

= Aquest cicle es repeteix 30 vegades.

vi.  Una vegada han finalitzat les reaccions de polimeritzaci6 en cadena, s’afegeixen
a cada tub Eppendorf 3 pl d'una solucié desnaturalitzant, anomenada STOP,
que permet la conservaci6 de les mostres a -20°C i evita la formaci6
d’estructures secundaries entre els diferents fragments.

vii.  Cal desnaturalitzar les mostres amb calor a 95°C durant 2 min 30 s abans de
carregar-les al gel d’acrilamida; en aquest punt la formamida de la solucié
STOP (apartat 2.8) manté separades les cadenes de ssDNA obtingudes en

I"amplificacié desnaturalitzada.

2.5.8.2.2. Marcatge amb el kit thermo sequenase Cy5 Dye terminator cycle sequencing

System

Aquest kit utilitza dideoxinucleotids marcats amb Cy5, per aixo també rep el nom de
seqilienciaci6é per terminadors, ja que el marcatge es troba a 1'extrem 3’ del producte
amplificat. Utilitza com a DNA polimerasa la thermo sequenase I. La DNA polimerasa
thermo sequenase | és estable a 90°C com a minim durant 1 hora, i genera pics de senyals
molt uniformes.
Les reaccions de PCR de marcatge amb aquest kit es van fer segons les instruccions del
fabricant, es van preparar les barreges per quatre mostres diferents alhora d'un DNA
motlle comd, ja que la mesura dels diversos components de la reaccié per a una tinica
mostra va ser imprecisa.
i.  Primerament, cal preparar les barreges de dNTP, i per a cada nucleotid s"han
d’afegir els components segiients:

= 1,6 ul de ANTP (Amersham Biosciences)

= 0,8 ul de Cy5-ddNTP (Amersham Biosciences)

= 64 pl d’aigua ultrapura

ii.  Cal barrejar bé i repartir 2 pl al tub de reacci6.
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1ii.

iv.

Vi.

Vii.

Viii.

iX.

xi.

Xii.

xiii.

Xiv.

XV.
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Seguidament per a cada mostra, s’han de preparar les barreges de reaccié
segiients en un tub eppendorf:

* 300ngde DNA

= 0,4 ul d’oligonucleotid (Roche Diagnostics SL)

* 3,5 ul de tamp6 (Amersham Biosciences)

= 1 pl de thermo sequenase (Amersham Biosciences)

* Aigua ultrapura fins a un volum final de 27 pl
Es barreja i es reparteixen 6 pl de reacci6 a cada tub.
Es col loquen les reaccions al termociclador. Les condicions d’amplificaci6
utilitzades van ser les segtients:

= 095°C30s

* Tm del'oligonucleotid 30 s

= 72°C80s

= Aquest cicle es repeteix 30 vegades.
Una vegada han finalitzat les reaccions de polimeritzaci6 en cadena, s’afegeixen
a cada tub Eppendorf:

= 2 ul d’acetat d’amoni 7,5 M

= 2 pl dela solucié de glicogen (10 mg/ml)

= 30 pl d’etanol absolut (Carlo Erba)
Cal barrejar i fer un pols de centrifuga, i deixar que el DNA amplificat precipiti
a -20°C durant un minim de 20 min.
Se centrifuguen els tubs a 12.000 rpm durant 30 min a temperatura ambient o a
4°C.
Se n’elimina acuradament sobrenedant amb una micropipeta.
Es rentar acuradament petit sediment amb 200 pl d’etanol 70% (apartat 2.8)
fred.
Se centrifuga a 12.000 rpm durant 5 min a temperatura ambient o a 4°C.
Se n’elimina acuradament el sobrenedant amb una micropipeta.
S’assequen suaument els sediments al Speed Vac®.
Es ressuspen el sediment en 6 pl de soluci6 STOP. Aquesta solucié permet
conservar les mostres a -20°C.
Es desnaturalitzen les mostres per calor a 72°C durant 3 min abans de ser

carregades al gel d’acrilamida.



2.5.8.2.4. Preparacio del gel de sequienciacio

ii.

iii.

iv.

Vi.

Vii.

Viii.

ix.

xi.

Xii.

Es netegen els vidres i les pintes acuradament, en primer lloc amb una espatula,
aigua i sabd, per treure les restes del gel anterior, i seguidament, es netegen
amb aigua destil lada, ultrapura i etanol absolut.

S'assequen els vidres acuradament amb papers kimwipes (Amersham
Bioscience).

S’humiteja la part superior dels 2 vidres, on aniran les pintes, amb una solucié
de bind-sila.

Es tornen a netejar els vidres amb aigua ultrapura i etanol absolut.

Es munten els vidres.

Es prepara el tampé TBE (0,5 x) a partir d'un estoc (10 x) (Amersham
Bioscience).

Preparar l'acrilamida ReproGel™ tal com indica el fabricant Amersham
Bioscience.

S’aboca acuradament I'acrilamida per evitar la formacié de bombolles.

Es col 1oca la pinta al gel.

Es polimeritza el gel irradiant amb llum ultraviolada durant 15 min.

Es col loquen els vidres i el tamp6 d’electroforesi.

Es carreguen les mostres que s’han de seqtienciar.

La lectura del pas de les bandes marcades amb Cy5 es fa gracies al laser del

seqlienciador ALFexpress DNA Sequencer (Amersham Pharmacia Biotech), que excita

les bandes fluorescents. La llum emesa és detectada per uns fotodetectors. Els senyals

recollits son digitalitzats i processats pel programari ALFwin proporcionat pel

fabricant.

2.6. Metodes de manipulacié de ’'RNA

Tots els metodes de manipulacié d’'RNA impliquen una série de mesures per evitar la

seva degradacié. Tot el material i les solucions que es van utilitzar estaven lliures de
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RNases. El material de vidre va ser tractat a 150°C durant un minim de 3 h. El material

fungible és lliure de RNases.

2.6.1. Extraccié d’RNA

L’extracci6 de I'RNA bacteria implica un primer pas de lisi cel lular, seguit per la

separacié6 de I'RNA de les proteines i del DNA. Es va fer una extraccié organica i

finalment, una precipitaci6 de 'RNA amb alcohols i sals.

2.6.1.1. Extraccio d’RNA utilitzant el kit RNeasy®Mini (QUIAGEN)

Les extraccions d'RNA d’aquest treball es van fer utilitzant el kit d’extraccié d’'RNA de

QUIAGEN, que permet I'extraccié partint de petites quantitats de cultiu.

L.

ii.

1ii.

iv.

Vi.

Vii.
viii.

ix.

xi.
Xii.
xiii.

Xiv.
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Se centrifuguen 10 ml d"un cultiu en fase exponencial, és a dir, a una DOss0 nm
de 0,6, a 8.000 rpm durant 10 min.

Se n’elimina el sobrenedant i s"hi afegieixen 300 ul d"una solucié de lisozim (100
mg/ml) dissolt en aigua amb DEPC (apartat 2.8).

Es ressuspén al vortex.

Es deixa el tub 10 min a temperatura ambient.

S’afegeixen 350 pl de la soluci6é RLT.

S’agita al vortex. (Si apareix un precipitat, se centrifuga a 12.000 rpm durant 2
min, i es continua treballant amb el sobrenedant).

S’afegeixen 250 ul d’etanol absolut i barrejar amb la micropipeta.

Es col loca el contingut del tub a una columna del kit.

Se centrifuga la columna a 10000 rpm durant 15 s i se’'n descarta el liquid
sobrant.

S’afegeixxen 700 pl de la solucié RW1.

Se centrifuga la columna a 10.000 rpm durant 15 s.

S’elimina el tub que suporta la columna i se’n posa un de nou.

S’afegeixen 500 pl de la solucié RPE.

Se centrifuga la columna a 10.000 rpm durant 15 s i se'n descarta el liquid

sobrant.



xv.  S'afegeixen 500 pul de la solucié RPE.
xvi.  Se centrifuga la columna a 10.000 rpm durant 2 min.
xvii. ~ S’elimina el tub i es col loca la columna a un tub Eppendorf.
xviii.  Se centrifugar la columna a 10.000 rpm durant 1 min per acabar de netejar la
columna, i es col Joca un nou tub eppendorf.
xix. ~ S’afegeixen 50 pl d’aigua ultrapura lliure de RNases.
xx.  Se centrifuga la columna a 12.000 rpm durant 1 min, a fi d’obtenir 'RNA en

solucio.

2.6.2. Tractament amb DNAsal

Per eliminar les possibles restes de DNA que hi pugui haver, es fa un tractament amb
DNasal.
i. Al tub Eppendorf on hi ha I'RNA s’hi afegeixen:
= 10 pl de tampd Ace (10 x) (apartat 2.8)
= 38 pl d’aigua ultrapura amb DEPC
* 2 pl de DNasal lliure de RNases (Roche Diagnostics SL)

ii. S’incuba a 37°C durant 30 min-1 hora.

2.6.3. Precipitacio del RNA

i. Al tub on s’ha fet el tractament amb DNAasal s’hi afegeixen:
= 300 pl d’aigua ultrapura lliure de RNases
= 400 pl de soluci6 fenol/cloroform/isoamilic (apartat 2.8)
ii.  Esbarreja per agitaci6 i centrifugar a 12000 rpm durant 3 min.
iii.  Se’nrecupera la fase aquosa i s’hi afegeix 1 ml d’etanol absolut.
iv.  Es deixa precipita 'RNA a -80°C durant tota la nit.
v.  Se centrifuga el tub, a 12.000 rpm durant 10 min, per pelletejar ' RNA precipitat.
vi.  S’elimina I’etanol i s’hi afegeix 1 ml d’etanol 70% (apartat 2.8).
vii.  Se centrifuga el tub a 12.000 rpm durant 5 min.

viii. ~ S’elimina l’etanol i s’hi afegeixen 30 pl d’aigua ultrapura lliure de RNases.
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2.6.4. Quantificacié de RNA

e Espectrofotometria. Es mesura la DO nm de la mostra o d’una dilucié seva
utilitzant l'espectrofotometre. Per a aquest treball de la tesi doctoral, s’ha
utilitzat 1'espectrofotometre Gene Quant (Amersham Biosciences). Les mesures
de DO20 nm 0 DO nm, permeten determinar la puresa d’una mostra.
S’estableixen com a parametres de puresa valids les proporcions:

DO260 nm/ DO280 nm > 1.8

DO260 nm/ DO230 nm > 2
Per comprovar que no hi ha contaminaci6 de DNA, es fa una PCR utilitzant
oligonucleotids propis del microorganisme del qual s’ha extret 'RNA. Si apareix
producte d’amplificaci6 es deu a la presencia de DNA contaminant i s’ha de tornar a

sotmetre 'RNA a un tractament amb DNasal.

2.6.5. Amplificacio del RNA

2.6.5.1. RT-PCR

Per fer els experiments de retrotranscriptase-PCR (RT-PCR) es va fer servir el kit Titan
One Tube RT-PCR System (Roche Diagnostics SL) que permet la realitzacié de les
reaccions de retrotranscripcié i PCR en un tnic pas.
Aquest meétode permet una analisi rapida, sensible i reproduible de 'RNA, utilitzant
una barreja d’enzims de I'Expand High Fidelity PCR System (Roche Diagnostics SL) i
I’AMV Reverse Transcriptase. La reacci6 produeix la transcripcié inversa de I'RNA
generant cDNA i la posterior amplificacié del cDNA per PCR.
Per fer les RT-PCR s’han seguit les instruccions i recomanacions del fabricant i s’han
utilitzat oligonucleotids interns de la regié codificant de diferents gens (taula 2.3).
El protocol habitual utilitzat per a un volum final de 50 pl de reaccié de RT-PCR és el
segiient:

i.  Cal irradiar, préviament, tot el material que s’utilitzara mantingut en gel, amb

llum ultraviolada, en una camera de flux vertical per PCR (FLV60 Euro Aire).
ii. ~ S’han de preparar per separat 2 barreges mare.

La barreja 1, per a un volum final de 25ul, es fa en un tub de 0,5 ml de capacitat:
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= 5pldedNTP (10 mM c/dNTP)
= 2l oligonucleotid up (10 pmol/ pl)
= 2 pl oligonucleotid down (10 pmol/ pl)
= 2.5 ulsolucié DTT (100 mM)
* 13,5 ul d’aigua ultrapura tractada amb DEPC
La barreja 2, per un volum final de 25pl, es fa en un tub de 0,5 ml de capacitat:
= 10 pl del tampo6 5 x RT-PCR amb Mg?*
= 1 pldelabarreja d’enzims (AMV+Expand High Fidelity PCR-System)
* 14 pl d’aigua ultrapura tractada amb DEPC
ili.  Cal unir els 25 pl de cada una de les barreges mare.
iv.  S’hi afegeix 'RNA (100 ng).
v.  Esbarrejaies fa un pols de centrifuga.

vi.  Es programa el termociclador segons la reaccié de PCR que es vol fer. El
programa ha de tenir un pas previ d’incubacié a 50°C durant 30 min, durant el
qual tindra lloc la retrotranscripcid. Posteriorment s’utilitza un programa
normal de PCR:

1 cicle: 95°C 2 min
30 cicles: 95°C 40 s min

* Tm del'oligonucleotid 40 s
= 72°C 2 min

e lcicle: 72°C7 min

e Cal mantenir els tubs a 4°C indefinidament.

vii.  Es col loquen els tubs al termociclador i es posa en marxa el programa.

2.7. Metodes de manipulacié de proteines

2.7.1. Clonaci6 i sobreexpressi6 de proteines

Aquest sistema s’utilitza per clonar i expressar proteines recombinants en E. coli
seguint les intruccions del fabricant. Els gens que interessen van ser clonats en el
plasmidi pET-15b (Novagene) sota el control d'un promotor reconegut per la RNAP
del fag T7 i sota un Ribosome Binding Site (RBS) molt eficient de la proteina majoritaria

de la capside del fag T7. L’hoste escollit per a 1'expressi¢ i produccié de la proteina
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desitjada ha estat la soca d’E. coli BL21 DES3, lisogenica per al bacteriofag DE3. Aquest
bacteriofag conté un fragment de DNA amb el gen lacl i el gen de 'RNAP del T7 sota el
control del promotor lacUV5. En una soca lisogenica per DE3, 1'tinic promotor capag de
produir la transcripcié de I'RNA polimerasa del T7 és el lacUV5 induible per IPTG.
D’aquesta manera, quan s’afegeix IPTG al cultiu, s’indueix I'RNA polimerasa del T7,
aquesta transcriura el DNA clonat al vector pET-15b i la seva traduccié sera massiva a
causa de l'eficiencia del seu RBS. A més, aquesta soca es caracteritza, a més, per ser
deficient en la proteasa Lon i en la proteasa de membrana OmpT; d’aquesta manera
s’evita la degradaci6 de la proteina.

D’altra banda, el vector pET15b té altres caracteristiques avantatjoses: permet la
clonaci6 en fase del gens que codifiquen per les proteines que es volen sobreexpressar
per una diana. També permet la insercié6 d'una cua de sis histidines “HiseTag” a
I'extrem amino terminal de la proteina sobreexpressada, que facilita la purificacié de la
proteina i, finalment, presenta codons STOP de traducci6 en els tres possibles marcs de
lectura a continuacié de la regié de clonaci6 i un terminador de la transcripcié del fag

17.

2.7.1.1. Clonacio en el vector pET15b

2.7.1.1.1. Preparaci6 del DNA que codifica per la proteina que es desitja sobreexpressar

i. ~ S’ha d’amplificar del fragment utilitzant els oligonucleotids adients que a més
continguin a la seva seqiiencia les dianes de restriccié6 Ndel i BamHI, per a una
posterior clonaci6, seguint el protocol de I’apartat 2.5.8.1.

ii. ~ Cal lligar el producte de la PCR al vector plasmidic pGEMT®, seguint el
protocol de l'apartat 2.5.7.2.4.

ili.  S’electrotransforma el lligament a les cél lules competents DH5a, seguint el
protocol de l'apartat 2.4.1.2.

iv.  Es procedeix a fer una miniextraccié plasmidica de diversos clons obtinguts de
la transformaci6, seguint el protocol de I'apartat 2.5.3.1.

v.  Es comprova la clonacié dels plasmids mitjancant restriccié6 o PCR seguint el

protocol de I'apartat 2.5.8.1.
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Vi.

Vii.

Es fa la seqiienciacié del fragment clonat amb el kit fmol*DNA Sequencing
System, seguint el protocol de I'apartat 2.5.8.2.2.
S'extrau el fragment clonat en el vector plasmidic pGEMT® mitjancant la

restriccié amb els enzims Ndel i BamHI, seguint el protocol de I’apartat 2.5.4.

2.7.1.1.2. Preparacio del vector plasmidic de sobreexpressio pET15b

L.

ii.

ii.

iv.

S’electrotransforma el vector a cel lules competents DHb5a., seguint el protocol
de I'apartat 2.4.1.2.

Es fa una maxiextraccié del vector, seguint el protocol de I'apartat 2.5.3.2.

Es fa una restriccié del vector pels enzims Ndel i BamH]I, seguint el protocol de
I'apartat 2.5.4.

Finalment, es procedeix a fer la defosforilacié del vector, seguint el protocol de

I'apartat 2.5.7.2.2.

2.7.1.2. Sobreexpressio de proteines

Primerament, es comprova la sobreexpressio a petita escala.

i

ii.

1ii.

iv.

Vi.

Vii.

Vviii.

iX.

Es fa ressembra 1/100, de 4 cultius de nit del transformants de
BL21CodonPlus®/pET15b problema, en 20 ml de medi LBDifco amb
ampicilina (50 pg/ml).

S’incuba en agitacié constant de 110 rpm a 37°C fins a una DOs50 nm de 0,8.

Es divideixen els cultius i a un d’ells s’hi afegeixen 15 pl de IPTG 1 M (apartat
2.8).

Es mantenen tots dos cultius 3 hores en agitacié a 37°C.

Se centrifuga 9 ml dels diferents cultius a 8.000 rpm durant 10 min a 4°C.

Se’n descarta el sobrenadant i es congelen els pellets a -20°C.

Se centrifuga 1 ml dels diferents cultius a 12000 rpm durant 3 min.

S’extrauen les proteines totals del pellet d'1 ml, resuspes en 90 ul d’aigua
ultrapura i 5 pl de tamp6 de carrega de proteines 4 x (apartat 2.8), per diversos
tractaments de congelaci6 (-80°C) /descongelacit (95°C) i per I'efecte de 'SDS
del tamp6 de carrega de proteines.

L’extracte obtingut es visualitza en un gel de electroforesi de proteines (apartat

2.7.4) per saber si la proteina s’ha sobreexpressat i en quin clon.
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Una vegada s’ha comprovat que la proteina es pot sobreexpressar quan es tracta amb

IPTG, es fa una sobreexpressi6 a gran escala del clon adequat, utilitzant 1 L de medi LB

liquid, i seguint el protocol anterior, mantenint les proporcions i les condicions per

purificar la proteina desitjada.

2.7.2. Extractes crus de proteines

En determinades ocasions va ser necessaria 1’obtencié d’extractes crus de cel lules que

sobreexpressen una determinada proteina. Aquests es van fer a partir d'una

sobreexpressi6 a petita escala, lisant les cellules per sonicacié i aconseguint un

homogeneitzat cel lular que conté diferents proteines citoplasmatiques solubles.

i.

ii.

ii.

iv.

Vi.

Vii.

Viii.
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Se centrifuga un cultiu sobreexpressat de 10 ml a 10.000 rpm durant 10 min a
4°C.

Se n’elimina el sobrenedant i es resuspenen tots els sediments en 2 ml de tamp6
de sonicaci6 (apartat 2.8).

Se sonica utilitzant I’homogeneitzador ultrasonic LABSONIC U (B. Braun), amb
una sonda mitjana de titani (12T). Se selecciona la font d’energia en la posicié
low i s’hi aplica una poténcia maxima de 50 W, en cicles de sonicaci¢ de 0,8 s i
0,2 s de descans, durant el temps necessari fins a aconseguir la lisi cel lular.
Durant la sonicacié és important mantenir la mostra a temperatura baixa (en un
recipient amb gel).

Per observar l'eficiencia de sonicacié es carreguen 30 pl de ’homogeneitzat
cel lular obtingut en un gel d’electroforesi de proteines.

Se centrifuga el llisat a 12.000 rpm a 4°C durant 20 min.

Es recupera el sobrenedant i se centrifuga a 12.000 rpm a 4°C durant 30 min a fi
d’eliminar-ne tots les restes cel lulars.

Es carreguen 30 pl del sobrenedant en un gel d’electroforesi de proteines per
observar la solubilitat de la proteina sobreexpressada.

Es preparen aliquotes de 0,2 ml del sobrenedant obtingut i conservar-les a -

20°C.



2.7.3. Purificacio de proteines

La purificacié de proteines es va fer amb el kit Talon ™ Metal Affinity Resins (Clontech)

seguint les instruccions del fabricant. Aquesta técnica es basa en la interacci6 reversible

entre la cua d’histidines inserida a la proteina clonada en el vector pET15b i 1'i6 Co*2

immobilitzat en la resina Talon™, La proteina purificada s’elueix mitjangant columnes

de flux gravitatori amb una lleugera disminucié del pH. Per a la purificacié de la

proteina cl del fag SE1 va ser necessaria I’addici6 d’EDTA 100 mM a pH 8 a la columna

i la posterior eliminacié d’aquest compost i de Co*2 per osmosi.

i.

ii.
1ii.

iv.

Vi.
Vii.
Viii.

ix.

xi.

Xii.

xiii.

Xiv.

XV.

XVI.

XVii.

XViil.

Xix.

Es neteja la resina Talon™ afegint 750 pl de resina a un tub eppendorf, per
obtenir 500 pl de resina (beds).

Se centrifuga a 12.000 rpm durant 2 min per pelletejar la resina.

Se n’elimina el sobrenedant.

S’afegeixen 10 vegades el volum de beds de Extraction/Wash buffer i es barreja.

Se centrifuga a 12.000 rpm durant 2 min.

Se n’elimina el sobrenedant.

Es repeteix des del pas iv per netejar la resina Talon i es tampona al pH adient.
Se centrifuga 1 L de cultiu sobreexpressat (apartat 2.7.1.2), i es reparteix en 4
tubs, a 8.000 rpm durant 10 min.

Se n’elimina el sobrenedant.

Es resuspenen les cél 1ules de cada pellet en 6 ml d’Extraction buffer.

Se soniquen els quatre tubs fins a obtenir la lisi cel lular.

Se centrifuga a 8.000 rpm durant 10 min a 4 °C.

Se’n recupera el sobrenedant i s’afegeixen 500 pl de resina Talon neta.

Deixar la barreja en agitacié suau a 4°C durant tota la nit.

Es compacta la resina unida a la proteina en una columna de flux gravitatori a
4°C.

Es neteja la resina de la columna amb 15 ml d’Extraction/Wash buffer.

S’elueix la proteina amb 500 pl d’Elution buffer amb EDTA 100 mM a pHS8
(apartat 2.8), i es recull el tamp6 amb la proteina eluida en diferents aliquotes.
Dialitzar el volum, eluit de les diferents aliquotes, dins d'unes bosses de dialisi
en 2 L d’Elution buffer en una columna amb agitacié suau, a fi d’eliminar-ne el
cobalt i 'EDTA eluits i obtenir aixi la proteina pura.

Es repeteix el pas xviii.

115



XX.

Es carreguen les diferents fraccions de I'elucié en un gel SDS-PAGE per poder

determinar el grau de purificacio.

2.7.4. Gels d’electroforesis de proteines SDS-PAGE

Es van fer minigels desnaturalizants d’SDS-poliacrialmida (15% d’acrilamida),

(Sambrook et al., 1989). L’aparell d’electroforesi utilitzat és 1"Hoefer MINIVE Complete

(Vertical electrophoresis system) i els vidres, suports, pintes, etc.,, son d’Amersham

Pharmacia, utilitzant com a font d’electroforesi el model APELEX ST304 (Electrophoresis

power supply).

Primerament es prepara el gel d’acrilamida i les mostres que s’han de carregar:

1.

ii.

1ii.

iv.

Vi.

Vii.
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Es neteja 'aparell d’electroforesi.
Es munten correctament els vidres amb els espaiadors en el suport on es fara el
gel.
Es polimeritza la part inferior (gel separador) del gel de proteines.
Barreja del gel separador 15% (volum final 15 ml):
= 30% Acrylamide/Bis solution 37.5:1

(Biorad) 7,5 ml
» Tamp6 separador 4 x (apartat 2.8) 3,75 ml
= APS (Ammonium persulphate) 10%

(AMRESCO) 50 pl
* Temed (AMRESCO) 10 ul
* Aigua ultrapura 3,75 ml

Es transfereix la barreja del gel separador al suport del vidre fins a arribar a
omplir-lo aproximadament % parts de la longitud dels vidres.
Es posen algunes gotes d’SDS a 1'% en la superficie del gel per definir
nitidament el limit de la superficie del gel, i es deixa polimeritzar durant 30 min
aproximadament.
Se n’eliminen les gotes d’SDS.
Es polimeritza el gel compressor.
Barreja del gel compressor (volum final 6 ml):

= 30% Acrylamide/Bis solution 37.5:1

(Biorad) 0,78 ml

* Tampo6 compressor 4x (apartat 2.8) 1,5 ml



Viii.

iX.

xi.

Xii.

xiii.

Xiv.

XV.

XVI.

XVIii.

Material i métodes

= APS (Ammonium persulphate) 10%

(AMRESCO) 30 ul
= Temed (AMRESCO) 6 ul
* Aigua ultrapura 3.66 ml

Es posa la pinta dels pous a la part superior.

Es deixa polimeritzant durant 30 min.

Es preparen les mostres de proteines que s’han de carregar i els marcadors de
pes molecular (SDS-PAGE Molecular Weight Standard Low Range BIO-RAD) (0,5
ul/10 pl). Les mostres es carreguen utilitzant el tamp6 de carrega de proteines
(transportador Laemmli 4 x) i es preparen segons el volum de mostra que s’ha
de carregar. Generalment, el volum de carrega és de 15 a 20 pl.

Es desnaturalitzen les mostres a 95°C durant 5 min.

Es colloca el suport a la cubeta d’electroforesi, i s’hi afegeix el tampo
d’electroforesi TGS 1 x (apartat 2.8).

L’electroforesi es fa a 20 mA i 200 V per un gel.

Una vegada ha finalitzat I'electroforesi, es treu el suport de la cubeta, i es treu el
gel del suport acuradament.

Es col loca el gel en la solucié de tincié de proteines en agitacio lenta durant 10
min.

S’elimina la soluci¢ de tinci6 i es destenyeix el gel amb solucié d’acid acetic
glacial 10%, canviant-la quan estigui blavosa.

Una vegada destenyit el gel se n’elimina 1'acid acetic i s’hi afegeix aigua

destil 1lada.

El marcador de pes molecular SDS-PAGE Molecular Weight Standard, Low Range BIO-

RAD permet veure les bandes segtients:

Proteines Pes molecular (Da)
Fosforilasa b 97 400
Albtmina del serum 66 200
Ovoalbtimina 45 000
Anhidrasa carbonica 31 000
Inhibidor de tripsina 21 500
Lisozim 14 400
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2.7.5. Assaig de mobilitat electroforetica (EMSA)

L’assaig de mobilitat electroforetica (Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)) en gels
de poliacrilamida (PAGE) és un metode rapid, simple i extremament sensible per
detectar la uni6 de les proteines a unes seqiiencies especifiques de DNA. Permet
determinar 1’afinitat, la quantitat i I'especificitat de la uni6 entre la proteina i el DNA.
El protocol es divideix en diferents fases, que inclouen: la preparacié dels fragments de
DNA, la preparacié de la barreja de la proteina amb el DNA marcat, la preparaci6 del
gel d’acrilamida, I'electroforesi, la transferencia i, finalment, el revelat, on es veura la
unio.

El protocol que s’utilitza és el descrit en el Current Protocols in Molecular Biology

(Ausubel et al., 1995), amb algunes modificacions.

2.7.5.1. Marcatge de fragments de DNA

i.  Samplifica per PCR el fragment de DNA utilitzat en I'estudi de mobilitat
(apartat 2.5.8.1), previament clonat en el vector pGEMT (apartat 2.5.7) i
seqlienciat (2.5.8.2.2), utilitzant 1’oligonucleotid directe o reverse marcat amb
digoxigenina.

ii.  Esrealitza una electroforesi del producte de la PCR en un gel d’agarosa, seguint
el protocol descrit a 'apartat 2.5.5.

iii.  Es recupera la banda de DNA utilitzant el métode que utilitza les columnes
Wizard (Promega), seguint el protocol descrit a I'apartat 2.5.7.1.
iv.  Es quantifica el fragment de DNA marcat, seguint el protocol descrit a I'apartat

2.5.6.

2.7.5.2. Reaccio d’unid6 proteina-DNA

i.  Es preparen les barreges de reacci6:

Les barreges de reacci6 d'unié de la proteina al fragment de DNA es fan a 4°C, i

contenen els components segiients:

* Aigua ultrapura 12 pl
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* Fragment de DNA marcat (20 ng/pl) 1l

=  Tampé d'unié (apartat 2.8) 4l
* DNA inespecific (Herring Testes Carrier DNA

(10 mg/ml) (Beckton & Dickinson) 2ul
»  Proteina Tul

Quan es fan assaigs amb competidors s’afegeix a la barreja els diferents fragments
especifics o inespecifics a la concentracié necessaria, mantenint les proporcions dels
altres components i el volum final de 20 pl.

ii.  Efaun pols de centrifuga.

iii.  S’incuba els tubs a 30°C durant 30 min. A aquesta temperatura disminueix

'acci6 de les DNases i proteases, i és suficient per a la unié proteina-DNA.

2.7.5.3. Preparacio del gel de poliacrilamida i electroforesi

Els gels de poliacrilamida utilitzats en els EMSA es van fer utilitzant vidres, suports,
espaiadors, pintes i cubetes d’electroforesi BIO-RAD. La font d’electroforesi és de
GROC Instruments G-201 i la concentracié de poliacrilamida a la qual es va treballar va
ser del 6%.

i.  Esneteja I'aparell d’electroforesi.

ii.  Es col locuen correctament els vidres i els espaiadors al suport.

iii. ~ Es prepara el gel de poliacrilamida al 6%:

= Acryilamide/Bis solution 37.5:1(BIO-RAD) 3 ml
=  Tampo glicina 5x 3 ml
* Aigua ultrapura 9ml
= APS (Ammonium persulphate 10%) (AMRESCO) 69 pl (o doble)
* Temed (AMRESCO) 19 pl (o doble)

iv.  Es transfereix la barreja del gel al suport de vidre i es col loca la pinta a la part
superior.
v.  Esdeixa que polimeritzi durant 30 min.
vi.  Escolloca el suport amb el gel fet a I’aparell d’electroforesi.
vii.  S’afegeix a la cubeta el tamp6 glicina 1 x (apartat 2.8).
viii.  Es fa una pre-carrera per estabilitzar 'amperatge de la font, connectant la font a
150 V durant 15 min sense carregar cap mostra.

ix.  Es carreguen les barreges de reaccio.
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x.  Esfa correr el gel a una potencia molt baixa, a 10 mA, fins que les mostres han
sortit dels pous durant 10 min aproximadament.
xi.  S’incrementa el voltatge fins a 150 V, sense que I’'amperatge superi els 20 mA.
xii. ~ Una vegada realitzada I'electroforesi, es treu el suport i es prepara el gel per a la

transferéncia.

2.7.5.4. Transferéncia

Per poder fer el revelat i la deteccié es van transferir les bandes del DNA marcat
corregudes en el gel d’electroforesi a una membrana de biodina (Pall).
El procediment de transferencia és el segtient:

i. Es retalla una membrana de biodina carregada positivament (Biodyne®B
Membrane, 0.45 pm de PALL Gelman Laboratories) de manera que tingui la
mateixa grandaria del gel.

ii.  Es treu un dels vidres del suport del gel, de manera que quedi exposada tota la
superficie del gel.

iii. = Es colloca la membrana sobre el gel d’acrilamida, evitant la formacié de
bombolles d’aire entre la membrana i el gel. La membrana ha de contactar
perfectament amb tota la superficie del gel.

iv.  Es col loquen tres trossos de paper 3MM de la mateixa grandaria que el filtre
sobre la membrana.

v.  Es colloca el vidre que s’havia enretirat anteriorment, i es posa un pes damunt
perque es pugui produir la transferéencia del DNA des del gel a la membrana.

vi.  Passats 30 min, se n'extreu la membrana acuradament, i es fixa el DNA
utilitzant I'equip UV Stratalinker 2400 (Stratagene).

vii.  Es pot conservar la membrana a 4°C si el revelat és posterior.

2.7.5.5. Revelat i deteccio
Els fragments de DNA marcats amb digoxigenina es detecten amb una reacci6

colorimetrica, utilitzant els reactius del kit DIG DNA Labeling and Detection Kkit

Nnradiactive (Roche Diagnostics S. L.) i seguint el protocol descrit pel fabricant.
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i.  Sequilibra la membrana amb 50 ml de tampé 1 (apartat 2.8) durant 1 min.
ii.  Es bloqueja la membrana amb 30 ml de tamp¢ 2 (apartat 2.8), durant 30-60 min
a agitacio lenta.
iii. ~Es prepara la soluci6 d’anticos, diluint l'anticos (Antidigoxigenina-AP Fab
Fragment) 1:5.000 (2 pl d’anticos/ 10 ml de tamp6 2 (apartat 2.8)).
iv.  S’elimina el tamp6 2 i mantenir en agitacié lenta la membrana durant 30 min
amb la solucié d’anticos.
v.  S'elimina la solucié d’anticos i es fan tres rentats de 10 min amb tamp6 1 a
agitacio rapida, per eliminar I’anticos no unit.
vi.  Es prepara la solucié colorimetrica.
vii.  S'elimina el Tampod 1 (apartat 2.8) i equilibrar el pH de la membrana amb el
tampo6 3 durant 5 min a agitaci6 rapida.
viii. ~ S'elimina el tampdé 3 (apartat 2.8) i cobrir la membrana amb solucié
colorimetrica (apartat 2.8).
ix.  Es mante a la foscor sense agitaci6 fins que es visualitzin les bandes.
x.  Rentar la membrana amb aigua destil 1lada per aturar la reaccio.

Xi. S’asseca la membrana i es desa.

2.7.6. Assaigs de proteccio contra la DNAsal o de footprinting

Aquesta tecnica permet detectar la regié d'uni6é d’una proteina a un fragment de DNA,
basant-se en la proteccié que aquesta interacci6é confereix al fragment de DNA, fent-lo
inaccessible a I'accié de la DNAsal, enzim que talla inespecificament el DNA (Galas et
al., 1978). El fragment de DNA que s’estudia es marca per un extrem amb
fluorescencia, de manera que la digestié amb la DN Asal resultara en diferents talls per
tota la llargaria del fragment. Tanmateix, si hi ha una regi¢ protegida, no hi haura
fragments d'una llargaria concreta, corresponent a la zona protegida. En un gel vertical
aquest fet es visualitza com una regi6 sense bandes.
Els assaigs de proteccié davant de 1’acci6 de la DNAsal s’han dut a terme utilitzant el
sequenciador ALF (Pharmacia Biotech), de manera similar a la descrita en treballs
anteriors (Patzer i Hantke, 2000 i Mazon et al., 2004).

i.  S’amplifica mitjancant PCR un fragment de 100 a 400 pb. L’assaig es duu a

terme sobre totes dues cadenes de DNA, la codificant i la no codificant, per tant,
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s’amplifiquen dos fragments, cada un d’ells marcat a I'extrem 5. Aquest
marcatge s’aconsegueix utilitzant els oligonucleotids universals marcats amb
Cyb, a partir del plasmidi pGEMT® on hi ha clonat el promotor del gen d’estudi
(taula 2.2).
Cal fer la reacci6é d’unié segtient, en un volum final de 20 pl:
= 100 ng del fragment de DNA marcat
= 4 pl del tamp6 d'unié de footprinting 5 x (apartat 2.8)
= 1 pl de DNA inespecific (Herring Testes Carrier DNA)
(10 mg/ml) (Beckton & Dickinson)
= 10 pl de proteina (quantitat suficient perque tot el fragment de DNA marcat
estigui unit a la proteina, aixo es calcula a partir dels EMSA fets anteriorment
amb el tampé6 d'unié de footprinting 5 x), o bé 10 ul d’aigua ultrapura per tenir
un control negatiu de la reaccio.
* Aigua ultrapura fins a 18 pl
S’incuba a 30°C durant 20 min.
S’hi afegeixen 2 pl de glicerol (concentraci6 final de 5%).
S’incuba a 30°C durant 10 min.
S’hi afegeixen 2 ul d'una dilucié 1/1.000 de la DNAsa I 10.000 u/ul (Roche)
(concentraci6 final de 0,5 u/ pl) (apartat 2.8).
S’incuba a 30°C durant 3 min.
S’atura la reacci6 afegint-hi:
* 180 pl de tamp6 Tris 10 mM amb EDTA 40 mM (apartat 2.8)
= 200 pl d’aigua ultrapura
Es tracta amb 450 ul de solucié solucio fenol/cloroform/isoamilic.
Es tracta amb 450 pl de solucié cloroform/isoamilic.
Es precipita el DNA amb 1 ml d’etanol absolut i 40 pl d’acetat sodic 3 M a pH 8.
Afegir 2 pl d’aigua ultrapura i 4 pl de solucié STOP (apartat 2.8).
Es carreguen les reaccions de footprinting, amb proteina i sense, i una reaccié de
seqlienciaci6é del fragment de DNA desitjat, clonat al vector pGEM-T®, en un
gel d’acrilamida d’electroforesi vertical analeg a I'utilitzat per seqiienciar,
seguint el protocol de l'apartat 2.5.8.2.4.
Comparant els fluorogrames obtinguts de les mostres amb proteina i sense, es
pot detectar I'abséncia de fragments de restricci6 en la regié de DNA protegida
per la unié proteica. Aquesta regié es tradueix en la seqtiéncia identificant-la

amb la seqiiencia del fragment clonat al pPGEM-T®.



2.8. Tampons i solucions

Solucid de CaCl; 100 mM
e A 90 mldaigua ultrapura s’hi afegeixen:
CaCl, (Merck) 147 g
e Es barreja fins a la seva total dissoluci6 i s’arrasa a un volum final de 100 ml.

e Sesterilitza a ’autoclau.

Solucid6 de glicerol al 10%
Glicerol (Scharlau) 10 ml
Aigua destil 1ada fins a 100 ml
e Sagita fins a una total dissolucio.
e Sesterilitza a I'autoclau (121°C 15 min).

e Esconserva a 4°C.

Solucio d’arabinosa 1 M
¢ A 10 ml cal afegir-hi:
DL-Arabinosa (SIGMA) 15¢g
e Es barreja fins a la total dissolucié.

o Slesterilitza per filtraci6.

RNasal
e A 987 ul d’aigua ultrapura s’hi afegeixen:

RNasa (Roche Diagnostics S.L.) 001g
Soluci6 de Tris-Cl1 1 M pH 7.4 (AppliChem) 10 pl
Solucié NaCl 5M (AppliChem) 3ul

e Es barreja fins a la total dissoluci6 i s’escalfa durant 15 min a 100°C, per activar
I'enzim.
e Es deixa refredar i es fan aliquotes de 25 pl que es conserven a -20°C. Aquestes

aliquotes s’utilitzen resuspeses amb 500 ul de TE.

Tampo TE
e A 97 mld'aigua ultrapura s’hi afegeixen:

Solucié d’EDTA 0.5M pH 8 (18,6125 g/100 ml) (SIGMA) ~ 2ml
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Soluci6 de Tris-C1 1 M pH 7,4 (Applichem) 1ml

e Esbarreja i s’esterilitza a 'autoclau (121°C, 15 min).

Solucio cloroform/isoamilic
Cloroform (Carlo Erba Reagenti) 480 ml

3-metil-1-butanol (Etanol isoamilic) (Panreac) 20 ml

Fenol bidestil-lat

Per preparar el fenol bidestil lat, aquest ha d’estar equilibrat a un pH superior a 7,8.
S’escalfa el fenol amb la 8-hidroxiquinoleina fins que es liqtii, s’hi afegeix un volum de
tampo tris-HCI 0.5 M (pH 8); es deixen separar les dues fases, se n’elimina la fase
aquosa superior i es fan rentats afegint-hi un volum de tamp¢ tris-HCl 0,1 M (pH 8)
fins a arribar a un pH més elevat de 7.8. Es conserva el fenol amb 0.1 volums de tamp6
Tris-HC1 0,1 M (pH 8), que contingui 0.2% de B-mercaptoetanol, a 4°C a una ampolla

de vidre fosca.

Solucio fenol/cloroform/isoamilic

Soluci6 cloroform isoamilic 250 ml

Fenol (Panreac) bidestil 1at 250 ml
Primerament es mesura el fenol, es deixa que se separin dues fases i s’aspira la fase
superior, seguidament s’afegeix la solucié cloroform isoamilic i es deixa a 37°C durant
12-18 hores perque s’homogeneitzi la barreja. Es conserva a 4°C a una ampolla de vidre

fosca.

Acetat sodic 3 M
Acetat sodic x 3 H,O 4081 ¢g
e Sarrasa fins a un volum de 100 ml amb aigua ultrapura i s’ajusta el pH a 5,2

amb acid acétic glacial. Finalment, cal esterilitzar-ho a I’autoclau (121°C 15 min).
Etanol 70%

Etanol absolut (Carlo Erba Reagenti) 70 ml
Aigua destil 1lada 30 ml
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Proteinasa K
e A 1ml d’aigua ultrapura s’hi afegeixen:
Proteinasa K (Roche) 20 mg
e Es barreja fins a la total dissolucié. Es reparteix en aliquotes de 50 pl i es

conserven a -20°C.

Solucié CTAB/NaCl
e A 80ml d’aigua ultrapura s’hi afegeixen:
NaCl (Panreac) 41g
CTAB (hexadecil trimetil bromur d’amoni) (SIGMA) 10g
e Es barreja i si és necessari, s’escalfa a 65°C fins a la seva total dissolucié.
e S'arrasa a 100 ml amb aigua ultrapura.

e Esconserva a temperatura ambient.

Solucio |
La solucié I de treball es prepara a partir d"una solucié 2x per dilucié a la meitat amb
aigua ultrapura.
Per preparar la soluci6 2x, que es manté a temperatura ambient:
e A 910 ml d’aigua ultrapura, s’hi afegeixen:
Soluci6 de tris-C1 1 M pH 8 (AppliChem) 50 ml
Soluci6 de EDTA 0.5 M pH 8 (18,6125 g/100 ml) (SIGMA) 40 ml

e Esbarregen els components i s’esterilitza a I'autoclau (121°C 15 min).

Solucio 11
e A 44 ml d’aigua ultrapura, s’hi afegeixen:
SDS 10% (Merck) 5ml
NaOH 10 N (40 g/ 100 ml) (Panreac) 1ml

Solucio I
e A 200 ml d’aigua ultrapura, s’hi afegeixen:
Acetat potassic 5 M (294.4 g/600 ml) (Panreac) 600 ml
Acid acetic glacial (Panreac) 115 ml
e Esbarregen els components i s’ajusta el pH a 4,8.

e S'arrasa a un volum final d’1 L amb aigua ultrapura.
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Terra de diatomees

Terra de diatomees (SIGMA) 35¢g

Hidroclorur de guanidina (SIGMA) 100 g
Soluci6 de tris-Cl1 1M a pH 7,4 (Applichem) 8,75 ml
Soluci6 de EDTA 0,5 M a pH 8

(18,6125 g/100 ml) (SIGMA) 14 ml

e Cal diluir la terra de diatomees en 50 ml d’aigua ultrapura, i es deixa
precipitant durant 3 hores com a minim. Una vegada la terra de diatomees ha
sedimentat completament, se n’elimina el sobrenedant.

e S'afegeixen a 50 ml d’aigua ultrapura, I'hidroclorur de guanidina, la solucié
d’EDTA i la solucié de tris-Cl. Es dissol completament i s’arrasa a un volum
final de 175 ml amb aigua ultrapura.

e S'afegeix aquesta soluci6 al sediment de la terra de diatomees i es barreja.

e Es desa el contingut resultant en una ampolla protegida de la llum i a
temperatura ambient.

e Abans d’utilitzar la resina s’ha d’agitar vigorosament, a fi que la suspensio

sigui el més homogenia possible.

Tampo 50x TAE

e A 750 ml d’aigua ultrapura s’hi afegeixen:

Trizma Base (SIGMA) 242 g
Solucié de EDTA 0,5 M a pH 8

(18,6125 g/100 ml) (SIGMA) 100 ml
Acid acetic glacial (Panreac) 57 ml

e Es barreja fins a una completa dissolucio.

e S’arrasa amb aigua ultrapura fins a un volum final d'1 L.

Solucio transportadora 6x

e A 90ml d’aigua ultrapura s’hi afegeixen:

Glicerol (Scahrlau) 30g
Xilencianol (Clontech) 025¢
Blau de bromofenol (Panreac) 025¢

e Esdissol el glicerol i els colorants.

e Afegirla soluci6 d’'EDTA
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Soluci6 EDTA 0,5M a pH 8
(18,6125 g/100 ml) (SIGMA) 2 ml

e Slesterilitza a I'autoclau (121°C 15 min).

Nal 6 M (Panreac)
Nal 89g
e S’arrasa a 10 ml amb aigua destil 1ada.

e S'agita fins a la total dissoluci6.

Solucio STOP desnaturalitzant.
e Safegeixauntub:
Formamida (Roche Diagnostics S. L.) 10 ml
Blau Dextra 2000 (Pharmacia Biothec) 50 mg

e Esdissol per agitacio, es preparen aliquotes i es conserven a -20°C.

Solucio6 del lisozim (Roche Diagnostics SL)
e Es prepara la solucié de lisozim a una concentracié de 100 mg/ml en aigua

ultrapura lliure d’RNases.

Tampo Ace (10x)

Per preparar 1 ml de tamp6 Ace (10x) s’afegeixen:
400 pl de tris-C11 M a pH 7,5 (Aplichem)
120 pl de MgCl» 500 mM (Merch)
480 pl d’aigua ultrapura lliure d’'RNases

IPTG 1M

e A 10 ml d’aigua ultrapura s’hi afegeix:

IPTG (isopropil B-D-tiogalatopiranosid) (Roche Diagnostics SL) 238¢g

e Es barreja fins a aconseguir a una total dissolucio i s’esterilitza per filtracio.

Tampo de carrega de proteines (Tampo transportador Laemmli 4x)

e Es prepara la barreja segtient:

Tamp6 compressor 4x 25ml
Glicerol (Scharlau) 20 ml
SDS (Merck) 4¢g
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Blau de bromofenol (Panreac) 02¢g
e Sarrasa fins a 50 ml amb aigua ultrapura.
e Es fan aliquotes de 900 pl i es conserven a 4°C.
e En el moment d’utilitzacio, s’afegeixen 36 ul de 2-mercaptoetanol (Merck) i 64
ul de la solucié DTT (6,25 M) (9,64 g/10 ml agua ultrapura) (Roche Diagnostics
SL).

Tampo de Sonicacio
e A 70mld aigua ultrapura s’hi afegeixen:

Soluci6 tris-HCl 1 M pH 7,4 (AppliChem) 5ml
Glicerol (Scharlau) 5ml
Solucié NaCl 5 M (AppliChem) 2 ml

e Es barregen els components i s’ajusta el pH a 7,5.

e S’arrasa a 100 ml amb aigua ultrapura i s’esterilitza per filtracio.

e Safegeix, en el moment del seu Gs, una comprimit Complete®Mini, protease
inhibitor cocktail (Roche Diagnostics S.L.) per cada 10 ml de solucié i DTT a una

concentracio final 1 mM.

Solucio DTT1M
1,4 Dithiothreitol (Roche Diagnostics S.L.) 01543 g

e Esdilueix en 1 ml de aigua ultrapura esteril.

Elution buffer EDTA 100 mM a pH8

e S’afegeix en un Eppendorf:

Elution buffer (Clontech) 800 pl
EDTA 0,5M a pH8
(18,6125 g /100 ml) (SIGMA) 200 pl

e S'agita per inversi6 per homogeneitzar.

Tampo separador 4x
e A 300 ml d’aigua ultrapura s’hi afegeix:
Tris Base (SIGMA) 91¢g
e Es barreja fins que es dissolgui completament i s’ajusta el pH a 8,8 amb HCl

37% (Panreac).
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e S’arrasa a 500 ml amb aigua ultrapura.
o Slesterilitza per filtraci6.
e S’hi afegeixen 2 g de SDS (Merck).

e Esbarrejaies conserva a 4°C.

Tampo compressor 4x
e A 40ml d'aigua ultrapura s’hi afegeix:
Tris Base (SIGMA) 6.05¢g
e Es barreja fins que es dissolgui completament i s’ajusta el pH a 6,8 amb HCl
37% (Panreac).
e Sarrasa fins a un volum final de 100 ml amb aigua ultrapura.
e Sesterilitza per filtracio.
e S'hi afegeixen 0,4 g d’SDS (Merck).

e Esbarrejaies conserva a 4°C.

Tampo d’electroforesi TGS 1x
Es dilueix 1:10 el tampé TGS 10x (tris glicina SDS, pH 8,3 de BIO-RAD) amb aigua

ultrapura.

Soluci6 de tincié

e A 180 ml d’aigua ultrapura s’hi afegeixen:

Comassie Brilliant Blue (BIO-RAD) 05¢g
Acid acetic glacial (Panreac) 50 ml
Metanol (Panreac) 250 ml

e Es barregen els components i s’arrasa a un volum final de 500 ml amb aigua

ultrapura.

Soluci6 acid acétic glacial 10% (solucio6 per destenyir)
e A 450 ml d’aigua ultrapura s’hi afegeix:
Acid acetic glacial (Panreac) 50 ml

e Es barreja fins a obtenir una solucié completament homogenia.

Tampo d’unid

e Cal afegir per 100 ml de tamp6 els components segiients:
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Agua ultrapura 30 ml
HEPES 1 M (4-(2-hidroxietil)-1-piperazin-etan-sulfonacid

238,3 g/l aigua ultrapura) (Roche Diagnostics SL) 10 ml
Soluci6 tris HC1 1 M pH 7,4 (AppliChem) 10 ml
Glicerol (Scharlau) 25 ml
Solucié KCI11 M (74,56 g/1 aigua ultrapura)

(Panreac) 25 ml
Solucié EDTA 0.5M pH 8

(18,6125 g /100 ml) (SIGMA) 0.2ml

e Sajustael pHa7,51ies conserva a 4°C.
e En el moment en que s'utilitzi, cal afegir per cada 500 ul de tampoé els
components segiients:

DTT 0.5 M (1,4 Dithiothreitol 0,0765g/ml)

(Roche Diagnostics SL) 1l
BSA (6 mg/ml) (Bovine Serum Albumine)
(SIGMA) 4,16 pl

Tampo glicina 5x

e A 500 ml de agua ultrapura s'hi afegeixen:

Glicina (Roche Diagnostics S.L.) 1927 ¢
Tris Base (SIGMA) 30.28 g
EDTA (SIGMA) 392¢g

e Esdissolen tots els components i s’ajusta a pH 8,5.
e S’arrasa a un volum final d’1 L amb aigua ultrapura.

e Lasoluci6 de treball és 1 x.

Tampo 1
¢ A 1.500 ml d’aigua ultrapura s’hi afegeixen:
NaCl (Panreac) 175¢g
Acid maleic (Merk) 232¢g
NaOH (Panreac) 160¢g

Es barreja fins a dissoldre completament i s’ajusta a pH 7,5.
e Sarrasafinsa 2 L amb aigua ultrapura.

e Slesterilitza a I'autoclau (121°C 15 min).
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Tampo 2
e A 100 ml de Tampo 1 s’hi afegeix:
Agent bloquejant (llet en pols Nestlé) lg

e S’ha de dissoldre totalment.

Tampo 3

e A 1500 ml d’aigua ultrapura s’hi afegeixen:

NaCl (Panreac) 11,68 g
Trizma HCI (SIGMA) 1,60 g
MgCl> 6H2O (Merck) 20g
Tris-Base (SIGMA) 2316 g

e S’ha de dissoldre totalment tots els components i ajustar-ho a pH 9,5.

e Sarrasafins a2 L amb aigua ultrapura.

Solucio colorimetrica
e A 10ml de tamp6 3 s’hi afegeixen:
Solucié NBT 45 ul
Solucié BCIP (5-brom-4-clor-3-indolfosofat) 35 ul
e Aquesta soluci6 es prepara just al moment d’utilitzar-la, i només la quantitat

necessaria, ja que és fotosensible.

NBT
e Per preparar 1 ml de soluci6 cal afegir a un tub Eppendortf:

NBT (4-nitroblue tetrazolium chloride crystals)

(Roche Diagnostics S.L.) 75 mg
N, N dimetilformamida (Panreac) 700 pl
Aigua ultrapura 300 pl

e Es barreja per agitaci6 al vortex i conservar a -20 °C.

BCIP
e Per preparar 1 ml de soluci6 cal afegir a un tub Eppendortf:
BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate 4-toluidine
salt powder) (Roche Diagnostics S.L.) 50 mg

N, N-dimetilformamida (Panreac) 1ml
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e Barrejar per agitaci6 al vortex i conservar a -20 °C.

Tampo d’unio de footprinting 5x

e A unvolum final de 5 ml s’hi afegeixen:
250 pl de tris 1 M pH 7,4 (Applichem)
500 pl de MgCl»0,5 M (Merck)
250 pl de CaCl2 0,1 M (Merck)
1 ml de KCI 2,5 M (Panreac)

e Esfiltra la soluci6 i es conserva a 4°C.

e En el moment de fer la barreja de la reacci6, cal afegir-hi DTT 1 M (1,4

dithiothreitol 0.0765 g/ml) (Roche Diagnostics SL) a 500 pl de tampé a una

concentraci6 final de 2 mM.

Tampo de dilucio de la DNAsal

e Per un volum final de 25 ml, s’han afegir:
500 pl de tris 1 M pH 7,6 (Applichem)
250 pl de NaCl 5 M (Panreac)
2,5 ml de Glicerol
Aigua ultrapura fins a un volum final de 25 ml.

e (Cal esterilitzar-ho a I'autoclau (121°C 15 min).

e En el moment de fer les dilucions s’han d’afegir DTT 1 M (1,4 dithiothreitol

0,0765 g/ml) (Roche Diagnostics SL) i BSA (Bovine Serum Albumine) (SIGMA) a

unes concentracions finals d’1 mM i 10 ug/ml, respectivament.

Tampo tris 1 M amb EDTA 40 mM
e (Cal afegir a una ampolla de 100 ml:
1 ml de tris1M
8 ml de EDTA (0,5 M)
99 ml d’aigua ultrapura

e Es barreja fins a una total dissolucié.
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Resultats i discussio

3. Resultats i discussio

3.1. Sequenciacio completa i caracteritzacié génica del genoma del

bacteriofag SE1

3.1.1. Sequéncia completa del genoma del bacteriofag SE1

El genoma del bacteriofag SE1 es va seqiienciar completament mitjancant les dues
tecniques de marcatge descrites a l'apartat 2.5.8.2. Es va seqlienciar amb el kit
fmol “DNA Sequencing System utilitzant com a motlle els plasmidis de la genoteca del
fag, previament construida, i amb el kit Thermo Sequenase® Cy5 Dye terminator cycle

sequencing System directament a partir del DNA fagic.

3.1.1.1. Construccio de la genoteca fagica

Genoma del fag SE1 (41941 pb)

Sau3Al Sau3AlSau3Al Sau3Al Sau3Al Sau3AlSau3Al Sau3Al  Sau3Al Sau3Al Sau3AlSau3Al

GATC
CTAG

—
kS
Ap 'acz\“ G GATC C
C CTAG G
pBluescript Il SK (+/-) mes | BamH
(2961 pb) | 1
IIII
-'.r..
rd
e ColE1

Figura 3.1. Esquema de la construccié de la genoteca del fag SE1. Representacié de la restriccié
parcial del genoma del fag SE1 amb Sau3A i la compatibilitat amb la diana BamHI del vector
plasmidic pBluescript II SK.
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Primerament es va extreure el DNA viral a partir d'un lisat fagic. El DNA obtingut es
va digerir parcialment amb l'enzim Sau3A, enzim que reconeix la diana de 4 bases
GATC, altament representada al DNA, i es van obtenir fragments de diverses
longituds. La restriccié es dugué a terme fins a obtenir la majoria de fragments dins
d’un interval entre 0,5 i 1 kb. Paral lelament, es va fer una restricci6 del vector
plasmidic pBluescript-II SK® (taula 2.2) amb I'enzim BamHI. Aquest reconeix la diana
de 6 bases GGATCC i permet la linearitzacié d’aquest plasmidi; d’aquesta menera
s’obtenen extrems cohesius i compatibles als dels fragments del DNA fagic digerit
anteriorment amb 1’'enzim Sau3A (figura 3.1). Finalment, es va lligar el DNA viral al
vector plasmidic i es va electrotransformar a la soca DH5a. d’E. coli per aconseguir la

genoteca del fag SE1.

3.1.1.2. Sequenciacio i alineament de les sequéncies obtingudes

Es van seqtienciar els fragments de DNA de 235 clons blancs de la genoteca fagica,
préviament comprovats per PCR amb els oligonucleotids direct i reverse (taula 2.3)
obtinguts de les electrotransformacions. Se seqiienciaren utilitzant el marcatge amb el
kit fmol®DNA Sequencing System, sense obtenir una cobertura total de la seqiiencia
genomica viral. Per aquest motiu, al llarg del treball es va posar a punt la seqtienciacié
directa a partir del DNA fagic amb el kit de marcatge Thermo Sequenase Cy5® Dye
terminator cycle sequencing System, seqiienciant per primer walking. Els oligonucleotids
utilitzats amb aquest kit de seqiienciaci6 es van dissenyar a partir de les seqiiéncies
obtingudes de la seqiienciacié de la genoteca i de les obtingudes directament del
marcatge del DNA fagic.

Es va seqtienciar el genoma complet en tots dos sentits, utilitzant el marcatge per
terminadors, i es van repetir diversos marcatges fins a la total dilucidacié i confirmacié
de totes les indeterminacions nucleotidiques obtingudes en els marcatges.

Les seqtiéncies obtingudes es van alinear utilitzant el programa Seqman II (DNASTAR
Inc.) fins a obtenir un dnic contig, una tnica seqiiencia consens del genoma complet del
bacteriofag SE1, amb una cobertura de marcatge mitjana de 3,71.

La seqiiéncia del genoma del bacteriofag SE1 esta formada per 41.941 pb i el seu

numero d’accés en el GenBank és el DQ003260.
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El fag SE1 té un contingut total de GC de 46,99%, lleugerament més baix que el 52%,

que presenta el seu hoste Salmonella enterica (Lawrence i Ochman, 1997).

3.1.2. Analisi de la sequiéncia genomica del bacteriofag SE1

3.1.2.1. Comparacio de la sequéncia genomica del fag SE1 amb la base de dades
GeneBank

L’analisi dels possibles ORF i la seva traducci6 a seqiiencies aminoacidiques es van fer
utilitzant el programa EdiSeq (DNASTAR Inc.). Les seqiiencies nucleotidiques dels
gens del fag SE1 es van establir després de la cerca dels ORF amb EdiSeq, i la
comparacié amb la base de dades utilitzant el programa BlastX (NCBI). Les proteines
obtingudes es van analitzar, per similitud amb les del banc de dades, utilitzant el
programa BlastP (NCBI) (taula 3.1).

El genoma del bacteriofag SE1 esta format per 67 Orf. Es va designar orfl el gen que per
homologia correspon al primer gen caracteritzat en el bacteriofag P22 (Vander Byl i
Kropinski, 2000).

La seqiiencia que s’obtingué del marcatge de I'esquerra del gen orfl correspon a la
seqliencia provinent del marcatge de la dreta del gen orf67; aquest fet mostraria la
redundancia terminal dels extrems del genoma del fag SEI1, caracteristic dels fags
similars al P22.

El genoma del bacteriofag SE1 és dsDNA i els seus gens es distribueixen en les dues
cadenes. S’ha anomenat cadena directa o (+) la qual correspon a la seqiiencia anotada a
la base de dades del GenBank i reversa o (-), la cadena complementaria.

Es va fer una cerca dels possibles tRNA amb el programa tRNAscan-SE (Lowe i Eddy,
1997), pero no es va trobar cap seqiiéncia corresponent a tRNA en tota la seqiiéncia del

bacteriofag SE1.
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Resultats i discussio

Taula 3.1. Caracteritzacié dels orfs i proteines del bacteriofag SE1.

. L Longitud
Producte Posici6 Posicio &

Gen e Direcciéb Jinicic  finalc de la proteina  Funci6 de la proteinad  Seqtiéncies amb més similitude Valor ef

(aa)
orfl  GuC - 1457 387 356 1C ﬂ;ﬁff%h?iiﬁﬁ? - éﬁél[%‘ﬁ;e riofag STEAT] e170
transferasa
o Gnn - am w5 TaignObkomen AL 00
glucosil transferasa
Conversio6 lisogenica de
ot GeA - e 0 Ui IR e (Bnterobacerotag P2) e
fosfat flipasa
orf4 Int - 4250 3087 387 Integrasa ?ﬁ%:;g;o fag ST104] 0.0
orfs Xis - 4477 4127 116 Escissionasa iil?é:cl’fe Ei‘.ii‘);fag ST104] 6e61
orf6 ) 5216 4689 175 Desconeguda ?1‘1232315&13§i;[>0tética[Bacteri()fag HK620] e
orf7 ) 5409 o218 63 Desconeguda ?£%§;i4ﬁ;otética [Bacteriofag HK620] se
orf8 - o638 54l 7> Desconeguda gi?jfizoﬁi;;otética [Bacteriofag H19]] e
orf9 + 5424 5777 117 Desconeguda gi]f;i Zoﬁli;"o fetica [Bacteriofag H19]] 767
orf10 - 6249 5866 127 Desconeguda ?ﬁiﬁiiﬁgg tetica [Bacteriofag HK620] 2e8
orfll - 6887 6246 213 Desconeguda ?ﬁﬁ?:ﬁ;gtéﬁca [Bacteriofag HK620] 6e*!
orfl2 - 7054 6884 56 Desconeguda (B)%Ell (? 1[;23,(”3 riofag ST104] 6e26
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Taula 3.1. Continuacio.

Resultats i discussio

Longitud
Prcidl.lcte DirecciéP P?.SI.CI.O P951c1o de la Funci6 de la proteinad Seqiiéncies amb més similitude
genica d’inicic  finalc proteina
(aa)
BAD15174.1;
i} i ’ -50
orfl3 Abc2 7358 7065 97 Anti-RecBCD Abe? [Bacteridfag ST104] 4e
BAD15175.1;
; i ’ 47
orfl4 Abcl 7689 7405 94 Anti-RecBCD Abel [Bacteridfag ST104] 8e
. S BAD15176.1; 138
orfl5 Erf - 8396 7689 235 Proteina de recombinaci6 ORF13 [Bacteriofag ST104] e
Proteina de recombinaci6 DAA01012.1;
) ’ -19
orf16 Arf 8336 8393 47 estimulada per Erf Arf [Enterobacteriofag P22] oe
Inhibidor de la formacié BAD15177.1;
. ) ; -30
orfl7 kil 8714 8526 62 del septe cel lular Kil [Bacteridofag ST104] S
AAK28863.1;
i " ; 15
orfl8 clll 8847 8695 50 Proteina reguladora Tl [Bacteriofag HK620] 3e
BAD15180.1;
) ’ -04
orf19 9455 9171 94 Desconeguda ORF18 [Bacteriofag ST104] 8e
DAAO01018.1;
i T Iy ; 31
orf20 Ral 9686 9492 64 Proteina d’antirestriccié Ral [EnterobacteriofagP22] 5e
Proteina d’exclusi6 de la DAAO01019.1;
; ’ 91
orf21 SieB i 9900 10487 195 sobreinfecci6 SieB [Enterobacteridfag P22] S
BAD15184.1;
_ .o . ) 7 __49
orf22 24 10802 10500 100 Proteina antiterminadora 24 [Bacteriofag ST104] 5e
AAQ94677;
orf23 - 12487 11414 353 Desconeguda Possible proteina reguladora [Pseudomonas fag 2e31
Pf1]
AAD25429.1;
- ’ 54
orf24 12967 12626 113 Desconeguda Proteina hipotetica [Bacteriofag 933W] S
orf25 cl - 13723 13034 229 Proteina repressora BADI5186.1; e126

CI [Bacteriofag ST104]
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Resultats i discussio

Taula 3.1. Continuacio.

Producte Posici6 Posicio Longitud
Gen o Direccié® ,." .. . de la proteina Funci6 de la proteinad Seqiiencies amb més similitude Valor ef
genica d’inicic  finalc
(aa)
BAD15187.1;
.. : 7 33
orf26 Cro + 13834 14049 71 Proteina antirepressora Cro [Bacteridfag ST104] 3e
AAL15499.1;
. . 7 -45
orf27 cll + 14160 14441 93 Activador transcripcional C1 [Bacteriofag ST64T] 6e
DAA01024.1
-20
orf28 i 14476 14622 48 Desconeguda Proteina hipotetica [EnterobacteriofagP22] 2e
Proteina de replicacio. AAL15500.1; 16
orf29 Cpl8 i 14615 19514 299 Primasa gp18 [Bacteriofag ST64T] ©
Proteina de replicaci6 BAAS4310.1;
orf30 Gp12 + 15504 16940 478 Helicasa P ' similar a la proteina P del bacteriofag 0.0
HKO022 [Bacteriofag VI2-Sa]
. CAB39286.1;
orf3l NinA + 16940 17017 25 Desconeguda Proteina hipotética [Bacteriofag 933W] 0.003
AAL15504.1;
7 -09
orf32 + 17211 17501 96 Desconeguda Orf-86 [Bacteriofag ST64T] 7e
AAL15505.1;
7 -48
orf33 + 17504 17800 98 Desconeguda Orf-98 [Bacterifag ST64T] 7e
AAL15506.1;
. % -52
orf34 NinB + 17898 18203 101 Desconeguda NinB [Bacteriofag ST64T] 8e
DAAO01029.1;
] 7 -32
orf35 NinD + 18200 18373 57 Desconeguda NinD [Enterobacteridfag P22] 4e
AAL15508.1;
i ’ 28
orf36 NinE + 18340 18516 58 Desconeguda NinE [Bacteriofag ST64T] 2e
AAL15509.1;
i ’ -65
orf37 NinX + 18513 18860 115 Desconeguda NinX [Bacteriofag ST64T] 5e
DAAO01032.1;
] 7 -26
orf38 NinF + 18853 19029 58 Desconeguda NinF [Enterobacteriofag P22] e
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Resultats i discussio

Taula 3.1. Continuacio.

Producte Posici6  Posicio Longitud
Gen o Direccio® . . . de la proteina  Funci6 de la proteinad =~ Seqtiéncies amb més similitude Valor ef
genica d’inicic  finalc (aa)
AAD25442.1;
i ’ -98
orf39 NinG + 19022 19627 201 Desconeguda Protetna hipotetica [Bacteriofag 933W] 5e
BAD15199.1;
. ; 38
orf40 NinY + 19624 19848 74 Desconeguda NinY [Bacteriofag ST104] 7e
BAD15200.1;
] ’ -33
orf41 NinH + 19845 20048 67 Desconeguda NinH [Bacteriofag ST104] 2e
BAD15201.1;
- ’ 26
orf42 NinZ + 20029 20208 59 Desconeguda NinZ [Bacteridfag ST104] 2e
BAD15202.1;
A i i ’ -146
orf43 23 + 20205 20978 257 Proteina antiterminadora 23 [Bacteriofag ST104] e
CAA09709.1;
. ’ -34
orf44 Gpl3 + 21409 21612 67 Holina op13 [Bacteriofag PS119] 4e
CAA09710.1;
.. s -87
orf45 Gp19 + 21584 22087 167 Endolisina op19 [Bacteriofag PS119] 5e
CAA09711.1;
. s -76
orf46 Gpl5 + 22084 22551 155 Endopeptidasa op15 [Bacteriofag PS119] 5e
BAD15207.1;
orf47 + 22764 23294 176 Desconeguda ORF45 [Bacteriofag ST104 de Salmonella 7e%
typhimurium]
AAL15520.1;
orf48 + 23403 23759 118 Desconeguda Orf-118 [Bacteriofag ST64T de Salmonella 2e8
typhimurium]
AAL15521.1; s
orf49 + 23763 24152 129 Desconeguda Orf-129 [Bacteriofag ST64T] 5e
orf50 + 24152 24556 134 Desconeguda AALIS522.1; 6e 7!

Orf-134 [Bacteriofag ST64T]
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Resultats i discussio

Taula 3.1. Continuacio.
Longitud

Posici6  Posicio " v -
de la proteina Funci6 de la proteinad

d’inicic  finalc

Producte . .
Gen Direcciob

.. Valor ef
genica

Seqtiéncies amb més similitude

(aa)
Subunitat petita del
complex terminasa )
orf51 Gp3 + 24560 25048 162 d’empaquetament del ZA?[lg thl r11 fag ST104] 283
DNA. Reconeixement del po Lbacteriolag
lloc pac
Subunitat gran del complex
terminasa BAD15212.1;
orfs2 Gp2 " 25026 26525 499 d’empaquetament del Gp2 [Bacteriofag ST104] 00
DNA
. AAIL15525.1;
orf53 Gpl + 26525 28702 725 Proteina portal 1 [Bacteriofag ST6AT] 0.0
DAA00986.1;
" ; -158
orf54 Gp8 + 28716 29627 303 Proteina cadafal Proteina cadafal [Bacteriofag P22] e
Proteina de la carcassa de AAL15527.1;
orfSS Cpd i 29627 30919 430 la capside 5 [Bacteriofag ST64T] 00
BAD15216.1;
7 -96
orf56 + 30957 31517 186 Desconeguda ORF54 [Bacteriofag ST104] 2e
Proteina estabilitzadora del BAD15217.1;
7 -90
ortS? Cpd i 31501 32001 166 DNA enl'empaquetament  Gp4 [Bacteriofag ST104] ¢
Proteina estabilitzadora del AAL15530.1;
orfs8 Gpl0 i 31961 33579 472 DNA enl'empaquetament 10 [Bacteriofag ST64T] 00
Proteina estabilitzadoraen = BAD15220.1; 106
orfS9 Gp26 i 33383 34084 233 I'empaquetament del DNA 26 [Bacteridofag ST104] ¢
Proteina d’ensamblatge de ~ AAL15532.1; .
orf60 Cpld i 34084 34539 151 la capside 14 [Bacteriofag ST64T] Se
Proteina d’injecci6 del DAA00993.1; .
orfe1 Cp7 i 34542 35231 229 DNA injection protein [Bacteriofag P22] be

142



Resultats i discussio

Taula 3.1. Continuacio.

. L. Longitud
Producte Posici6 Posicio &

Gen Direcciéb de la proteina  Funci6 de la proteinad  Seqtieéncies amb més similitude Valor ef

genica d’inicic  finale

(aa)

Proteina d’injecci6 del AAQ12202.1; 1%
orf62 Gp20 * 35242 36546 434 DNA Proteina 12 [Enterobacteriofag Sf6] ¢
Proteina d’injecci6 del AAF75055.1;
orf63 Gpl6 + 36546 38462 638 ) Proteina de transferencia de DNA Gp16 0.0
DNA N
[Enterobacteriofag P22]
AAK28904.1;
s -66
orfed i 38836 39201 121 Desconeguda Proteina hipoteética [Bacteriofag HK620] de
DAA00997.1;
) ’ -29
orfe 39894 39215 > Desconeguda Proteina hipoteética [Enterobacteriofag P22] Be
Repressor
transcripcional. DAA00998.1; 20
orf66 Mnt ) 39745 39494 8 Manteniment de la Mnt [EnterobacteriofagP22] de
lisogeénia
Proteina de la cua. BAD15227.1;
orf67 GpY * 39881 41883 667 Endorhamnosidasa 9 [Bacteriofag ST104] 0.0

a Estan anotats els productes génics amb els quals es va trobar homologia i se'n coneix la possible funcié.

b La cadena codificant dels gens és anotada com a (+) si correspon a la seqiiéncia dipositada al GenBank (5-3") o bé com a (-) si correspon a la cadena
complementaria.

¢ Coordenades de l'inici i final dels codons de traducci6, respectivament.

d Funci6 de la proteina inferida per similitud.

e Nimero d’accés i nom de la seqiiéncia del bacteriofag amb major similitud en les recerques amb el programa BlastX.

f Valor de similitud entre el gen del bacteriofag SE1 i la seqiiéncia més semblant donada pel programa BlastX.
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La seqtiencia nucleotidica i les seqiiencies aminoacidiques del bacteridofag SE1 sén
similars a la d’altres fags lambdoides. Per aquesta similitud i ja que comparteix un
important grup de gens amb ells (Clark et al., 2001), considerem que el fag SE1 pertany
al grup dels fags lambdoides.

3.1.2.2. Possibles terminadors de transcripcio en el genoma del fag SE1

Les seqtiencies nucleotidiques primaries dels terminadors sén generalment semblants
en els genomes de procariotes i bacteriofags. També ho son les seves estructures
secundaries caracteristiques de stem-loops, formades generalment per un stem de 5 a 8
nucleotids de longitud ric en GC, 4 bases de loop i, finalment, seguida per diverses
bases de timina, que a vegades es troben interrompudes per 1 o 2 bases que sovint sén
adenines. La forta conservacié d’aquestes estructures, incloent-hi la seva localitzacié
intergenica, indica que els terminadors transcripcionals es troben sota una seleccié

positiva en tota evolucié genomica.

Per detectar els possibles terminadors transcripcionals del genoma del bacteriofag SE1
(taula 3.2) es va utilitzar el programa TransTerm (Ermolaeva et al., 2000), es va detectar
la presencia de 14 terminadors. Els cinc primers correspondrien als terminadors t. que
serien suprimits pel producte genic antiterminador 24 en la transcripcié durant el cicle
litic. El sise formaria part del transcrit que codifica el producte genic SieB. El sete es
troba adjacent al gen orf23. Els quatre terminadors segiients correspondrien als
terminadors tr que serien suprimits pel producte genic antiterminador 23 en el cicle
litic. I, finalment, els tres Gltims terminadors se situen entre els gens responsables de la

morfogenesi del cap de la capside i el de la cua.
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Resultats i discussio

Taula 3.2. Terminadors Rho independents inferits en el genoma del fag SE1.

Genb52a Gen3b Cadenac Inicid |Finale Sequeénciaf

CACAGCCTCACACTCGATGAGGCCTGT
orf5 orfé - 4468 4436
GCATTT
orf5 orf6 - 4684 4661 CCTCGCACTCGCGGGGATTTITTT
orfl4 orfl5s - 7670 7647  CTCCAGCTGAGATGGAGTCAGTTT
orfl8 orfl9 - 8936 8910 GCCGCTCTCAGTCAGGGCGGCTTTTTIT
GACTACGACTATTGATACAAATCAATG
orf20 orf21 - 9684 9645 -
GTGTAGTCGTTTT
orf21 orf22 + 10735 10757 CGCCGCTCATGACGGCGAGTTTT
orf22 orf23 - 11403 11383 GCCCGGCCACCGAGGCGTTTT
orf30 orf31 + 16969 16996 AGGCCTGCTGGTAATCGCAGGCCTTTTT
orf43 orf44 + 21082 21107 GGCCCTGCAATGATGCGGGGCTTTTT
CCCTTGCTCATTCGTGGCGACTGGGTAG
orf43 orf44 + 21170 21205
GGCGTTTT
GGGCAAGAGGTTGCGCTAACAACCTCC
orf43 orf44 + 21251 21286
TGCCGTTTT
orf63 orf64 + 38515 38536 TCCTGATGTTICAGGAGATTTT
orf65 orf66 + 39487 39500 CCCACCGTCAGGIGGTTTITTTT
orf66 orfe7 + 39678 39693 CGCTGITTCAGCTITTT

a Gen que limita amb el terminador a I'extrem 5" de la seqiiencia anotada.

b Gen que limita amb el terminador a I'extrem 3" de la seqiiéncia anotada.

¢ Cadena on es troba la seqiiencia del terminador respecte de la seqiiencia dipositada al
GenBank (5-3").

d Posici6 del punt d'inici de la seqiiéncia del terminador.

e Posici6 del punt final de la seqiiencia del terminador.

fSequiencia del terminador stem-loop-stem-poly(U).

3.1.2.3. Control traduccional: Ribosome Binding Sites (RBS)

L’adjudicacié dels possibles llocs d’inici dels gens va ser clara en la major part dels
OREF del fag SE1, gracies a la preséncia del codé d’inici de traduccié ATG, present en
tots els gens, excepte en dos casos, en 1'orfl i 'orf 52, on el codé d’inici és el GTG. Els
codons STOP més utilitzats son el TAA i el TGA amb un 4s d'un 55,22% i un 44,77 %,

respectivament.
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Es va utilitzar el programa TransTerm (Ermolaeva et al., 2000) per detectar els millors
RBS (Ribosome Binding Site) del genoma del bacteriofag SE1. L’alineament d’aquests
RBS en el Weblogo (Crooks et al., 2004) va permetre la representacié dels RBS del fag
SE1 (figura 3.2).
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Figura 3.2. Logo dels RBS del fag SE1 respecte del codé d’inici dels gens.

La distancia en bases entre la seqtiéncia de I'RBS i el codé ATG és variable en els
diferents gens, només conserven clarament dues posicions: la A i la G (figura 3.2).
Aquesta variabilitat en la distancia indica una diferencia en les eficiencies de traduccié

dels diferents gens del bacteriofag SE1.

3.1.2.4. Us de codd

La comparaci6 de I'ts de cod6 dels ORF del fag SE1 i del seu hoste es mostra a la taula
3.3. Les dades de 1'tis de cod6 de I'hoste i del fag SE1 van ser elaborades utilitzant el

programa countcodon output de la pagina web: http:/ /www .kazusa.or.jp/codon/.

Comparant el percentatge de GC en els triplets pel que fa a les posicions d’aquests
nucleotids (taules 3.3 i 3.4), es va observar que hi ha una disminucié del percentatge de
GC en totes tres posicions del triplet. Aixd no obstant, la que es veu més afectada per
aquesta disminuci6 és la tercera posici6. Aquesta dada seria una de les explicacions per

les quals el fag SE1 té un percentatge de GC lleugerament inferior al del seu hoste.
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Taula 3.3. Us de codé del fag SE1 i el seu hoste.

U C A G
U|Phe 179 215 Ser 112 84 Tyr 166 164 Cys 48 47 |U
Phe 186 153 Ser 7,2 10,7 Tyr 155 11,7 Cys 85 6,2 'Cc
Leu 124 132 Ser 168 80 Stop 28 18 Stop 19 172 A
Leu 96 121 Ser 65 95 Stop 06 03 Trp 159 143 G
‘C|Leu 176 122 ©Pro 106 80 His 98 121 Arg 12,1 181 U
Leu 87 110 Pro 31 72 His 77 94 Arg 17 212 [C
Leu 7,6 47 Pro 139 66 Gln 153 126 Arg 83 43 A
Leu 225 493 Pro 118 226 GIn 295 305 Arg 49 79 G
"A| Ile 266 274 Thr 135 82 Asn 231 191 Ser 76 86 |U
lle 227 240 Thr 151 236 Asn 247 21,1 Ser 147 178 [C
lle 12,1 6,7 Thr 143 81 Lys 336 324 Arg 101 34 A
Met 284 260 Thr 108 185 Lys 27,7 128 Arg 63 25 G
G| Val 225 164 Ala 268 146 Asp 340 326 Gly 210 180 U
Val 1055 178 Ala 183 279 Asp 252 21,7 Gly 206 325 c
Val 14,7 11,7 Ala 291 150 Glu 373 358 Gly 161 93 A
Val 111 242 Ala 174 364 Glu 257 212 Gly 110 118 G

La columna de I'esquerra conté el primer nucleotid dels codons. El segon nucleotid es troba a la
fila de dalt i el tercer esta llistat a la columna de la dreta. Els nombres representen la freqiiéncia
per 102 de cada codd, en negreta per als del fag SE1 i en cursiva per als de S. typhimurium. Es
troben marcats aquells valors on la disminuci6 de la freqiiéncia de codé és més acusada.

Taula 3.4. Percentatge de GC respecte de les posicions en els codons.

Posici6 del triplet % GC Fag SE1 % GC S. typhimurium
lera 54,17 58,47
2ona 40,72 41,49
3era 47,78 57,91

Per tant, la probabilitat que una proteina contingui els aminoacids codificats

predominantment per triplets rics en GC (Arg, Ala, Gly i Pro) és més baixa respecte de

la resta d’aminoacids, en el bacteriofag SE1 que en el seu hoste.
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Resultats i discussio

3.1.2.5. Organitzaci6 genica. Evidencia modular

El bacteriofag SE1 comparteix el mateix ordre i la mateixa organitzacié de les funcions
genetiques que els genomes d’altres fags lambdoides, com el lambda i el P22.

El genoma del fag SE1 s’organitza en set moduls funcionals, formats per diferents gens
propers fisicament i relacionats amb una funcié concreta (figura 3.3).

Es va adoptar el nom dels gens amb funci6é coneguda del fag P22 pel fag SE1, i es van
descriure ordenadament els diferents gens, moduls i regions géniques que formen el
genoma del fag SE1, segons les seves posicions dins del genoma comengant pel

principi de la seqtiéncia anotada.

~ o - o~
. ’ £ £ = g g kil
] gtrC gtrB gtrA int Xis of6 © ;G 5 S5 & abc2 abcl erf arf™ clll orfl9 ral
g P P 1 h 0
=] g < (|
Iy N N
S i ! !
]
Q ° N Y @moow X w

— . N < i) S c€E£ ¢© . z T
a SIEBIZ4 orf23 orf24 cl cro cll'5 gpls gp12 £ §%5 £ €€ ¢ € nnc £ E
= 4 )\ N t
& | | [] N
‘C_> 1 N T V

N gp19 orf49
o] € 23 gp13 gp15 orf47  orf48 orf50  gp3 gp2 gpl gp8
X
3 m ) ) O ) aeaamnnlD- ) I
@
=)
«

8
] gp5 orf56  gp4 gp10 gp26  gplda  gp7 gp20 gpl6 orfé4 5 mnt
9
= N t 1
o [ n
3 V
3
Terminasa
= Conversi6 lisogénica = Regulacié -
— o ‘D . Procapside
a 9 . Integracid/escissio = Replicacié 2
~ '% Empaquetament del DNA/
3 |:> B Regic “ea o hia” B Regic “nin” £ Ensamblatge
Q B S [ tnieccié del DNA
I Llisi
D Recombinaci = Cua/endorhamosidasa
[ [ [ [ [ [ [ [ [ [ I
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000

(kb)

Figura 3.3. Organitzaci6 geénica i modular del genoma del bacteridfag SE1. S’ha adoptat el nom
dels gens del fag P22 per als gens amb funcié coneguda.

L’organitzaci6 genica des dels gens de conversi6 lisogenica fins al gen que codifica
I’endorhamnosidasa és la segiient:
e Modul de conversio lisogénica. La lisogenitzacié6 d'una cel lula pel fag SE1 fa

que hi hagi una transferencia d'un residu glicosil al lipopolisacarid de la paret
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de Salmonella. D’aquesta manera es permet aixi, la conversié de I'antigen O i,
com a resultat d’aixo, hi ha un canvi de serotip de I'hoste evitant la uni6 d’altres
fags d’aquest hoste que reconeguin el mateix receptor cellular. Aquest
fenomen és conegut com a seroconversié lisogénica. Els gens encarregats
d’aquesta conversié en una infeccié per SE1 son els gens gtrC, gtrB i gtrA, molt
similars a d’altres fags de S. typhimurium com ara P22, ST64T i ST104 (>85%
d’homologia). Caldria destacar que el gen gtrC del fag SE1 és més curt que el
dels altres, sent la regi6é C-terminal diferent.

Modul d’integracid/escissio. La integracio i I'escissio del fag SE1 tindria lloc
mitjancant dues proteines: la integrasa (Int) i I'escissionasa (Xis). En aquest
estudi s’observa que ambdues proteines sén molt semblants a les del P22,
ST64T i ST104 (>95% d’homologia).

Regi6 “ea” o “hka”. Aquesta regié conté una serie de proteines hipotetiques
amb funcié desconeguda que s’assemblen a les de la regié designada com a
“ea” en el fag P22 i com a “hka” en el bacteriofag HK620 (bacteriofag que
infecta E. coli). Aquesta regi6 és altament variable en els fags lambdoides, no es
troba present en el bacteriofag HK97 que infecta E. coli, pero en altres fags com
el P22, 933W (fag que infecta E. coli) i HK620 és extensa. En aquesta regi6
s’acumulen diversos gens implicats en patogenia o en I'aportacié d’avantatges
selectives per a alguns dels seus hostes (Clark et al., 2001). A causa de la
semblanca del producte genic de 1'orf10 del fag SE1 a un orf d’un clon portador
de I’enterohemolisina (Beutin et al., 1993), podria ser que aquesta regié també
aportés algun benefici a I'hoste del fag SE1. Aquesta regi¢ del fag SEI1, a
diferencia dels fags lambdoides descrits anteriorment, presenta dues proteines
hipotetiques codificades pels gens orf8 i orf9 (situats en la mateixa posicié pero
en sentit invers) que tenen una certa homologia (38 i 67%, respectivament) amb
dues proteines de funcié desconeguda del bacteriofag H19J, que infecta la soca
E. coli 0:26H, anomenada E. coli H19, la qual és verotoxigénica ja que aquest fag
codifica la verotoxina 1 i 'enterohemolisina 2 (Beutin et al., 1990).

Modul de recombinacid. Aquest modul presenta més del 91% d’homologia amb
el dels fags ST64T i P22. S’hi agrupen els gens abc2, abcl (tots dos tenen la funcié
anti-RecBCD), erf i arf, els productes dels quals estan relacionats amb la
recombinaci6 i la recircularitzacié del DNA de doble cadena quan aquest entra

a la cel 1ula hoste.
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El gen kil del fag SE1 codifica la proteina Kil, molt similar a la del fag ST64T i
P22 (>95% d’homologia), vinculada amb la inhibicié de la formacié del septe de
la cél 1ula hoste.

El gen clll codifica la proteina clll, forma part dels gens de regulaci6 de
I'expressié genica, intervé en la decisié entre lisi i lisogenia i s’encarrega
d’estabilitzar la proteina cll. La proteina cIlII del fag SE1 és similar a la proteina
clII del fag HK620 (73% d’homologia).

El gen ral codifica una proteina que evita la restricci6 del DNA fagic quan
aquest entra a la cel lula. Aquesta proteina és idéntica a la del fag ST104 o del
fag P22.

El producte del gen sieB, molt semblant a la del fag P22 (84% d’homologia),
evita la infeccid per altres fags heteroimmunes.

El gen 24, del qual resulta la proteina antiterminadora 24, gairebé identica a la
proteina 24 del fag P22 (97% d’homologia), permet que I'RNA polimerasa
continui transcrivint sense tenir en compte els terminadors especifics, fent aixi
més llargs els transcrits des del promotors P i Pr.

Modul de regulacio génica. Entre la proteina antiterminadora 24 i el repressor
del fag SE1 hi ha dos gens amb funcié desconeguda, els orf23 i orf24. L'Orf 23 és
similar (57%) a una proteina anomenada CII del retrofag phi-R73 (profag criptic
d’E. coli (Inouye et al., 1991), i a una proteina reguladora del fag Pf1 (que infecta
Pseudomonas putida (Liu i Day, 1994)) que, a més, té una homologia del 42% amb
una familia d’ATPases relacionades amb la particié del cromosoma bacteria.
L’altre gen, 1'0rf24, s’assembla, amb més d"un 85% d’homologia, a una proteina
hipotetica del fag 933W de funcié desconeguda. El modul de regulacié del fag
SE1 conté diversos gens: cl, cro, cll, clll i mnt. Els dos darrers es troben en dues
posicions llunyanes respecte dels altres gens d’aquest modul de regulacié. El
gen cl codifica el regulador genétic cl, aquest és identic al del fag ST104 i
presenta similitud amb el repressor CI del bacteriofag HK022 (fag d’E. coli) i
caldria destacar que és diferent al dels fags P22 i ST64T (per aix0 no s’ha
mantingut en aquest cas la nomenclatura del P22 per descriure’l). El gen cro es
troba en sentit invers al gen cl i, igual que aquest, és idéntic al del fag ST104 i
s’assembla a la proteina Cro del bacteriofag HK022; també és diferent al dels
fags P22 i ST64T. Aquestes dues proteines formen part del regulador o

interruptor genetic. El gen cll codifica la proteina activadora cll, responsable de



la decisi6 entre lisi i lisogénia, que indueix el promotor d’establiment, activant
aixi, la produccié de la proteina repressora cl.

L'orf28 és identic al gen del P22 que codifica una proteina amb funcié
desconeguda i es troben en la mateixa posici¢ dins del genoma.

Modul de replicacio. Durant la fase litica, per dur a terme la replicacié del
genoma viric sén necessaries diverses proteines de I'hoste i dues proteines del
fag. Els dos gens fagics que constitueixen el modul de replicacié sén: el gen
gp18, d’elevada homologia amb la primasa del fag ST64T (93%) i similar a la
proteina O del bacteriofag HK022; i el gen gpl12, que codifica una helicasa, molt
semblant a les proteines P del fag HK022 (94% d’homologia).

Regi6é “nin”. Aquesta regi6 del fag lambda conté 10 gens de funci6
desconeguda, els quals poden ser eliminats sense produir cap efecte important
en el creixement del fag en el laboratori (Sharples et al., 1998). Pero, tot i aixi, es
troben sota una clara seleccié positiva, ja que es conserven tant els gens com la
seqliencia aminoacidica d’un fag a un altre. Dels aproximadament 30-50 gens
nin descrits en el pool de gens dels fags lambdoides, cada fag n’escull
aproximadament uns 10. Sembla, doncs, que la funci6 d’aquests podria ser
I'adaptacié de cada fag al seu ninxol ecologic particular (Juhala et al., 2000). El
bacteriofag SE1 conté 12 gens en aquesta regié amb elevada homologia amb els
fags 933W, ST64T, P22 i ST104.

El gen 23 codifica la proteina antiterminadora 23. Aquesta regula I'expressi6
dels gens tardans, que codifiquen les proteines estructurals necessaries per
construir el bacteriofag i per lisar la céllula. La proteina 23 del fag SE1 és
identica a la del fag ST104.

Modul de lisi. Aquest conté els tres gens encarregats de lisar la cel lula una
vegada s’han format els virions. Els gens gp13 (holina), gp19 (endolisina) i gp15
(proteina controladora de la lisi), tenen una elevada homologia (>92%) amb els
seus homolegs del bacteriofag PS119 (bacteriofag de S. typhimurium).

Entre el modul de lisi i el de morfogenesi hi ha una zona que conté quatre gens
amb funcié desconeguda altament similars als gens dels bacteridfags ST64T i
ST104.

Modul de morfogénesi. Aquest modul, encarregat de la formacié de les

particules viriques, se subdivideix alhora en cinc moduls diferents. Els quatre
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primers s’encarreguen de la formacié del “cap” i I'tltim de la formacié de la
“cua” del bacteriofag SE1.

% Modul de la terminasa. Aquest conté els gens gp2 i gp3 que
codifiquen les subunitats petita i gran, respectivament, de la terminasa,
encarregada d’empaquetar el DNA fagic. Les seqiiéncies aminoacidiques
de la proteina Gp3 del fag SE1 i les del fag P22 son identiques, i
segurament també denoten la similitud de les seqiiencies d’inici
d’empaquetament reconegudes especificament per les terminases (Casjens
etal., 1992b) (Wu et al., 2002).

% Modul de la procapside. Aquest conté els gens relacionats amb la
formaci6é d’aquesta estructura. El gen gpl codifica la proteina portal, el
gen gp8 codifica la proteina cadafal de la procapside i el gen gp5 codifica
la proteina que forma la carcassa de la capside madura.

% Modul d’empaquetament del DNA/ensamblatge. Format pels
gens gp4, gpl0 i gp26, que codifiquen les proteines que estabilitzen el DNA
viral i el gen gpl4 que permet I'ensamblatge del “cap” de la particula
viral.

Aquests tres moduls tenen una homologia de més del 87% amb els dels
bacteriofags ST104 i ST64T.

%+ Modul d’injeccié del DNA. Conté els gens que codifiquen les
proteines d’injeccié del DNA viric a la cel lula hoste (gp7, gp16 i gp20) que
son homolegs a la proteina d’injeccié6 del DNA del fag P22 i del fag Sf6
(bacteriofag de S. flexneri) amb més d'un 65% d’homologia.

Entre els moduls encarregats de la morfogenesi del “cap” i els de la “cua” hi ha
tres gens. El primer, 1'0rf64, és gairebé idéntic a un gen del bacteriofag HK620
que codifica per proteina de funcié desconeguda. El segon, 1'0rf65, és identic a
un hipotetic gen que hi ha entre els gen sieA i mnt del P22. Tenint en compte
que el fag SE1 no presenta sieA, la presencia d’aquesta regi6 intergenica podria
ser I'empremta de la presencia d’aquest gen en un ancestre seu. El tercer gen, el
mnt, codifica el repressor transcripcional que regula 1'expressié del gen ant i
manté la lisogénia, té una homologia del 74% amb el repressor Mnt del fag P22,
tot i que no s’ha trobat que hi hagi el gen ant, ni tampoc el gen arc, els quals
formarien la regi¢ imml, fet que també podria indicar que aquests dos gens es

podrien haver perdut durant I’evoluci6 del fag SE1.



7

% Modul de la cua. Aquest modul conté el gen gp9 que codifica un
homotrimer multifuncional que actua en la fase final d’ensamblatge, en
"absorci6 del fag SE1 i en la hidrolisi de 1'antigen O de 1'hoste durant els
primers estadis de la infecci6 del fag. Aquest gen és practicament identic

al del fag ST64T i al del fag P22.

3.1.2.6. El genoma del fag SE1 com a mosaic genetic

L’evoluci6 fagica pot ser conceptualitzada en termes d’intercanvi recombinacional de
moduls genetics (o unitats funcionals) que agrupa gens amb una funcié relacionada
(Casjens et al., 1992). L’examinacié i comparaci6 de les seqtiéncies aminoacidiques entre
les del fag SE1 i els fags més relacionats amb ell (figura 3.4) mostren una clara
evidencia que l'intercanvi és el responsable de 1'evolucié del bacteriofag SE1.

Els genomes fagics de dsDNA sén mosaics amb accés, per intercanvi horitzontal, a un
gran pool genetic comtd que no és uniforme per a tots els fags. Aquests intercanvis
podrien ocorrer per sobreinfeccié d'una ceél lula hoste comuna, per dos fags diferents, o
a través de recombinacions entre fags infectius i genomes profagics residents. Aquells
fags que tenen I'habilitat d'infectar diferents hostes bacterians podrien passar segments
genomics nous a altres fags per recombinacid, i en resultaria que fags no relacionats
posseeixen gens homolegs. Com a conseqiiencia de la suma de tots aquests processos
de recombinaci6 se suggereix que es duen a terme considerables recombinacions entre
virus, i entre aquests i els genomes dels seus hostes (Hendrix et al., 1999).

La naturalesa fisica del mosaic fagic és complexa, pero esdevé més clara com més
genomes fagics sén seqiienciats, ja que una gran quantitat de recombinacions i
transferéncies horitzontals han tingut lloc durant la historia dels fags lambdoides.

Es va trobar un grau de similitud proteica significatiu entre els productes genics del fag
SE1 i membres de families com Podoviridae (HK620, 933W, ST64T, ST104, P22, etcetera),
Siphoviridae (A, HK022, etcetera), Myoviridae (P1) i fins i tot, Inoviridae (S£X i Pf1).
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En l'analisi comparativa del bacteriofag SE1 amb els fags més relacionats amb ell es va
poder observar la tendencia dels genomes dels fags lambdoides a tenir organitzat el
genoma en el mateix ordre. Tanmateix, els gens d'un modul concret de dos fags
diferents poden ser o no homolegs. Els genomes mosaics dels fags lambdoides tenen
regions alternants d’homologia i no homologia, tant a nivell de seqiiencia nucleotidica
com a nivell aminoacidic. Per tant, el mosaic es refereix a 'homologia en una regié del
genoma fagic entre dos fags i I’absencia d’homologia entre ells en una altra regio.

Les regions homologues es relacionen de manera divergent ja que les seqiiéncies
mantenen suficient similitud per provenir d'un gen ancestral comu. D’altra banda, es
considera que les regions no homologues sén relacionades de manera convergent, ja
que en aquests casos, la similitud funcional s’aconsegueix, aparentment, per
descendéncia de proteines ancestrals amb origens evolutius separats, que han

convergit fins a arribar a ser funcionalment similars.

El mosaic genomic del fag SE1 evidencia tres classes de mosaic:

e Mosaic multigénic. Aquest tipus de mosaic fa referencia als gens agrupats que
corresponen per homologia a altres grups de gens d’altres bacteriofags, com és
el cas dels gens dels moduls de conversi6 lisogenica, integraci6/escissio,
replicacid, terminasa, procapside, ensamblatge o cua. Caldria destacar que les
proteines dels moduls encarregats de l'estructura virica, exceptuant-ne el
modul d’injeccié del DNA, han coevolucionat mantenint intimes interaccions
proteina-proteina, i aix0 suggereix que no poden ser barrejades aleatoriament.
També és remarcable la regularitat i eficiencia en qué s’empaqueten junts
alguns gens de la regi6 “nin”.

e Mosaic de gens fraccionats. Es refereix al fet que diferents zones d’un mateix
gen tenen diferent homologia, és a dir, s’assemblen a fags diferents. En el fag
SE1 es van trobar concretament quatre gens amb aquest tipus de mosaic: 1'0rf6,
I'orfll, 1'orf62 i l'orf63. El producte del gen orf6 és compost per un extrem
carboxi terminal homoleg a la proteina Eaa2 del fag ST64T i un extrem amino
terminal homoleg al fag HK620. El producte del gen orfll esta format per un
extrem carboxi terminal semblant a la proteina EaE del P22 i 'amino terminal
dels fags ST104, HK620 i HK022. Aquest dos gens pertanyen a la regi6é genica
“ea” o “hka”, de funci6 desconeguda i d'una gran variabilitat genetica. La

proteina codificada per 1'0rf62 (Gp20) conté I'extrem carboxi terminal homoleg a
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la proteina corresponent (Gpl2) en el fag Sf6 i 'amino terminal a la Gp20 dels
fags P22, ST104 i HK620. El peptid codificat pel orf63 (Gp16) té I'extrem carboxi
terminal homoleg al fag P22 i 'amino terminal als fags Sf6, ST104, ST64T i
HK620. Ambdues proteines formen part, juntament amb el producte génic de
I'orf6l (homoleg als fags P22, ST64T, Sf6, HK620 i ST104), del modul d’injeccié
del DNA a la cel 1ula hoste. Es creu que, probablement, aquestes tres proteines
interaccionen entre elles conforme 1’homologia genica que presenten cada un
dels seus dominis (Casjens et al., 2004). Per tant, comparant les homologies del
les proteines dels fag SE1 amb les respectives del fag P22 i el Sf6, es podria
hipotetitzar que les interaccions es duen a terme entre les proteines d’injeccio
del DNA del fag SE1. Aixi, 'extrem carboxi terminal de la proteina Gp20
interaccionaria amb l'extrem amino terminal de la proteina Gpl6 i l'extrem
amino terminal de la proteina Gp20 podria interaccionar amb 1’extrem carboxi
terminal de la proteina Gpl6. Finalment, la proteina Gp7, amb la finalitat
d’injectar el DNA a la cel lula hoste, podria interaccionar amb qualsevol domini
proteic de les altres dues proteines.

e Mosaic de gens Unics. Es refereix als gens en que cada un d’ells t¢ homologia
amb diferents fags. Aquesta homologia semblaria ser atzarosa. Per exemple, hi
ha una gran quantitat de reorganitzacions geniques en la regié “ea”, en el
modul de regulacié, en alguns gens de la regié “nin” i en el modul de lisi. En

aquests moduls hi ha una gran variabilitat genica.

La combinacié d’aquests tres tipus de mosaic s’englobaria en el que s’anomena mosaic
de modul funcional, pel qual la combinacié de les seqiiéncies del genoma del fag SE1
formaria el conjunt de proteines fagiques funcionals.

El mosaic genétic format per un collage de seqiiencies provinents d'un pool de gens
comuns és el resultat de la recombinacié homologa i no homologa o il legitima. Els
llocs de transicié entre seqiiencies es localitzen majoritariament en els limits genics.
Juhala et al. (2000) han postulat que la recombinaci6 no seria especifica de lloc. Es a dir,
els fendomens de recombinacié no serien inicialment restrictius, sin6 atzarosos i que els
tnics fags que sobreviuen a les recombinacions sén els que podem analitzar i
sequienciar, aquells en qué després de la recombinacié no disminueix la funcionalitat
de les proteines fagiques, on la selecci6 natural actua. La seleccié natural probablement

desafavoriria la majoria de les recombinacions que tenen lloc en les regions codificants
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de les proteines. Tanmateix, els successos recombinatoris podrien tenir lloc en els limits
dels dominis proteics i produir un intercanvi de dominis d’interaccié proteica (Juhala
et al., 2000). En el genoma del fag SE1 es van trobar quatre proteines que haurien patit
aquest tipus de recombinacié (mosaic de gens fraccionats).

Clark et al. (2001) afegiria dos apunts a la teoria anteriorment esmentada. El primer
seria que les recombinacions que produeixen deficiencies funcionals a les proteines
podrien sobreviure en els profags necessariament acomodats al genoma. El segon, que
la recombinaci6 il legitima atzarosa entre fags molt distants pot produir seqiiéncies
curtes properes a seqiiencies nucleotidiques similars que actuarien com a llocs de
recombinacié homologa que permetrien l'intercanvi de moduls i gens. Aquestes
seqiiencies, arriben a ser evidents quan es comparen dos genomes. S6n seqiiéncies limit
que es troben entre dues regions heterologues i entre una d’heterdloga i una
d’homologa (Clark et al., 2001). Aquesta podria ser també l'explicacié del mosaic de
gen Unic i del multigenic del bacteriofag SE1, on es van poder observar zones
intercalades d’homologia i de no-homologia quan es compara amb altres fags

lambdoides (figura 3.4)

3.1.2.7. Comparacié génica del fag SE1 en relaci6 amb altres bacteriofags.

Consideracions evolutives

A la figura 3.4 es pot observar que el fag SE1 comparteix un gran nombre de regions
similars amb els fags P22 (Vander Byl i Kropinski, 2000), ST64T (Mmolawa et al., 2003a)
i ST104 (Takana et al., 2004). Amb la finalitat de fer una analisi exhaustiva de la
composici6 genica de cada un d’aquests quatre bacteriofags s’han representat
esquematicament els seus genomes (figura 3.5).

Les diferéncies de longitud que es van observar entre els fags P22 (41.724 pb), SE1
(41.941 pb), ST64T (40.679) i ST104 (41.391) s6n conseqiiencia de la seva diferent
composicié genica.

El fag SE1 té una longitud genomica superior a la dels altres bacteriofags a causa,
principalment, de la presencia de dos gens (I'0rf23 i I’'0rf24) amb funcié desconeguda.

Aquests gens no es trobarien en cap dels altres tres fags de Salmonella comparats.
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158



Els moduls més conservats entre aquests quatre fags soén els de morfogenesi,
recombinaci6, replicacid, integracio, lisi i conversié lisogenica. Cal tenir en compte que
en aquest altim modul el bacteriofag SE1 difereix del altres, té el gen gtrC més curt, que
doéna lloc a una proteina amb 1'extrem carboxi terminal reduit.

Els fags SE1, ST64T i ST104 no presenten els gens arc i ant de la regié imml, pero
conserven el gen mnt. Aquest podria haver estat adquirit separadament dels altres dos
gens, provinent d’algun altre profag, o directament d’un fag ancestral amb la regi6
sencera, que durant el procés evolutiu va anar perdent els gens arc i ant en aquests tres
fags. L’absencia dels gens arc i ant en tres fags molt homolegs al P22 reforga la segona
hipotesi, que aquests tres fags provinguessin d'un ancestre comt que hauria perdut
aquests gens prescindibles per al desenvolupament del cicle replicatiu.

Adjacent a aquesta zona imml del fag P22 hi ha el gen sieA, que esta absent en els fags
SE1, ST64T i ST104. A més, s’ha demostrat fenotipicament que el fag SE1, a diferéncia
del bacteriofag P22 salvatge, pot transduir marcadors geneétics sobre soques lisogenes
per ell mateix, la qual cosa indica que no presenta un sistema d’exclusié semblant al
SieA del fag P22 (Llagostera et al, 1986). En el present treball s’ha demostrat
genotipicament aquesta abséncia (figura 3.5), ja que el gen sieA es trobaria proper a la
regié que s’hauria perdut en un ancestre comu d’aquests tres fags. Aixi que és factible
pensar que hi podria haver hagut una reorganitzacié genica en aquesta zona i haver
perdut aquest gen juntament amb els gens arc i ant durant 1’'evolucié d’aquests tres
fags.

Hi ha una gran variabilitat genica en les regions “ea” i “nin” dels quatre bacteriofags
comparats, tot i que la funcié dels gens d’aquestes dues zones és practicament
desconeguda, aquestes regions es conserven en els quatre fags. Aixo indicaria que
possiblement aporten diverses funcions avantatjoses per als fags o per als seus hostes.
També hi ha una important variacié genica dels gens amb funcié desconeguda que es
troben situats entre el modul de lisi i el modul de la terminasa.

El fag SE1 conté el gen sieB en el seu genoma com el fag P22, és a dir, pot excloure els
fags heteroimmunes respecte del fag SE1, a diferencia del fag ST64T. Tanmateix, el fag
SE1 no posseeix el gen 17, per tant, possiblement deu ser susceptible a 1'exclusié per
part del profag Fels-1, present en moltes soques de S. enterica serovar Typhimurium
que exclou els mutants del fag P22 defectius en el gen 17. Fels-1 codifica una funcié,
similar al mecanisme d’exclusi6 SieB, que és antagonitzada pel producte 17 (Susskind i

Botstein, 1978).
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3.1.2.7.1. Comparaci6 filogenética entre els fags P22, ST64T, ST104 i SE1

Amb la finalitat d’estimar el grau de parentesc i la ratio de les substitucions
aminoacidiques entre els fags més relacionats amb el fag SE1 s’ha escollit la comparacié
filogenetica de la proteina major de la capside (figura 3.6), ja que és una de les
proteines més ben conservades del genoma fagic i constitueix el gruix de l'estructura
del “cap” viric. Fent alineaments amb el programa Clustalw s’han determinat les

distancies filogenetiques mesurades en substitucions aminoacidiques (figura 3.6).

ST64T 0,00465

P22

SE1 0,001

Figura 3.6. Representacié grafica de la distancia evolutiva de la proteina major de la capside del
fag SE1 respecte dels tres fags més relacionats a ell. La distancia es troba representada com a
substituci6 per residu aminoacidic.

S’observa que la proteina major de la capside és molt semblant entre tots quatre fags,
les diferéncies observades podrien ser degudes a la deriva mutacional. No hi ha
diferencies entre els fags ST104 i ST64T, i la distancia és petita entre el fag SE1 i els dos
anteriors, i entre aquests dos fags i el fag P22, perd on trobem una distancia més gran
és entre el fag SE1 i el P22. Aquestes dades indicarien que els fags ST64T i ST104 es

podrien trobar en una situaci6 filogenetica intermedia entre el fag P22 i el fag SE1.
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3.2. Conversio lisogenica

Els gens gtr, encarregats de la conversi6 lisogenica es troben en les primeres 3.000 pb
del genoma del fag SE1. Si es representa la variacié del contingut de GC en funci6 de la
posici6 en la longitud del genoma del fag SE1 (figura 3.7), s’observa una disminuci6é en
el contingut de GC en la regié que compren els gens involucrats en la seroconversié
respecte de la resta de gens del genoma del fag SE1.

La mitjana del contingut de GC dels gens gtrA i gtrB és d"un 42%, tanmateix per al gen
gtrC és inferior al 35%, tal com passa en el bacteriofag P22 (Vander Byl i Kropinsky,
2000). Aquest baix percentatge juntament amb 1'as de codé sén els responsables que el

contingut de GC del fag SE1 sigui inferior al del seu hoste.
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Figura 3.7. Representaci6 grafica del contingut de GC en funcié de la longitud del genoma. La
linia groga central correspon a la mitjana del contingut de GC (46'99%).

El contingut atipic de GC d’aquesta regié podria ser un modulador de 1'expressio
d’aquests gens, i és comparable al d’altres gens relacionats amb la sintesi del
lipopolisacarid (LPS), com els cassets de conversié antigenica de Shigella i d’E. coli
(Allison i Verma, 2000) o el gen de conversié antigenica del bacteriofag D3 de P.
aeruginosa (Kropinski, 2000), la qual cosa indica que aquests gens podrien provenir

d’una transferencia genica lateral, des d'un altre fag o bacteri evolutivament diferent,
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amb un percentatge de GC més baix, i presenta un gran nombre d’aminoacids
hidrofobics en les respectives proteines, que correspondrien a regions o dominis

transmembranals.

La proteina del fag SE1 que intervé en el reconeixement de 1’antigen O en el moment
d’adsorci6, és a dir, el producte génic Gp9 és identic al del P22, per tant, és factible
pensar que tots dos fags interaccionarien de la mateixa manera amb el seu hoste.

L'LPS dels bacteris gramnegatius s’estructura en tres segments: el lipid A, un cor
polisacarid i I'antigen O, que correspon a una cadena de sucres caracteristica de cada
serovarietat.

S. enterica serovarietat Typhimurium pertany al serogrup B, el qual es caracteritza per
tenir una repeticié trimérica de D-manosa-o1—2-L-rahamosa-a1—3-D-galactosa amb
un residu 3,6-dideoxi hexosa abequosa unit per un enllag¢ al—3 al residu manosil.
Aquest tetrasacarid correspon a 'antigen O4. La lisogenitzacié d’aquesta serovarietat
per al fag P22 provoca la modificaci6é del tetrasacarid per glicosilacié al—6 en els
residus galactosils (Weintraub et al., 1992) que no permet la infecci6é de la cel lula per
part d’un altre fag P22, a causa de la modificacié del receptor per 1'adsorcié. Els gens
relacionats amb la conversié antigénica del bacteriofag SE1 s’organitzen de la mateixa
manera que els del P22 i els d’altres fags, I'exemple més estudiat és el bacteriofag StV
que infecta S. flexneri (Korres i Verma, 2004).

S'utilitza el programa d’analisi TMHMM (Hofmann i Stoffel, 1993) per a la
determinacié biocomputacional de les regions transmembranals dels tres productes
genics de conversio lisogenica del fag SE1.

Les proteines GtrA i GtrB del bacteriofag SE1 corresponen a la mateixa arquitectura
que les seves homologues en els bacteriofags P22 i SfV (Vander Byl i Kropinsky, 2000,
Allison et al., 2002 i Korres et al., 2005).

e La proteina GtrA consisteix en quatre dominis transmembranals amb
els extrems amino i carboxi terminals al citoplasma. Podria formar un
complex multimeric i ser capa¢ de translocar o transportar I'UndP-
glucosa des del citoplasma al periplasma.

e La proteina GtrB consisteix en un llarg extrem amino terminal
citoplasmatic ancorat a la membrana per dos dominis transmembranals

i un petit extrem carboxi terminal, també situat al citoplasma. L’extrem
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N-terminal catalitzaria la transferéncia de la glucosa des de 1'UDP-
glucosa al bactoprenol fosfat per formar I'UndP-glucosa.

El producte genic de 'orfl del bacteriofag SE1, el GtrC, és homoleg al
del bacteriofag P22 exceptuant-ne I'extrem C-terminal (figures 3.5 i 3.8),
a causa d'una mutacié puntual, concretament la pérdua d’un nucleotid,
una adenina (A) en la posicié 1.057 respecte del punt d’inici del gen,
aquesta adenina es troba entre nou timines (T) en el gen gtrC del
bacteriofag P22. Aquesta perdua seria facilment atribuible a un possible
error de la DNA polimerasa en la replicaci6 a causa de I'entorn ric de T,
i genera un canvi del marc de lectura que provocaria un codé Stop
quatre aminoacids després de la mutacié i alhora l'escurcament del

producte geénic resultant.

En aquest treball per observar les diferéncies aminoacidiques produides per aquest

escurcament es va fer un alineament entre les dues proteines GtrC del fag SE1 i del

bacteriofag P22 (figura 3.8). La proteina GtrC del fag SE1 esta formada per 355

aminoacids, a diferéencia de la del P22, formada per 486 amminoacids.
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Figura 3.8. Alineament de les proteines GtrC dels bacteridfags SE1 i P22.
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Aquesta diferencia aminoacidica ha interferit en el nombre de dominis

transmembranals i en l'arquitectura de la proteina GtrC del fag SE1, formada per 10
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dominis transmembranals, a diferéncia dels 11 que presenta la proteina GtrC del fag
P22 (figura 3.9). Ambdues presenten 1'extrem N-terminal al citoplasma, pero l'extrem
C-terminal del fag SE1 es trobaria formant un petit bucle (11) al citoplasma, a

diferencia de la GtrC del fag P22 que forma un gran bucle hidrofilic (12) al periplasma.

A) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

1 II III v \% VI VII VIII IX X

12
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Figura 3.9. A) Representaci6 grafica dels dominis transmembranals de la proteina GtrC del fag
SE1. B) Representaci6 grafica dels dominis transmembranals de la proteina GtrC del fag P22. Els
dominis transmembranals estan numerats amb xifres romanes, i els bucles, xifres arabiques.

El producte genic GtrC és probablement la glucosiltransferasa relacionada directament

amb la seroconversié antigénica, les proteines GtrA i GtrB en serien accessories
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(Vander Byl i Kropinsky, 2000). L'altim bucle periplasmatic de la glucosiltransferasa
homologa a la GtrC corresponent al fag SfV, assumeix un paper significatiu en la
glucossilaci6 i, per tant, en la seroconversi6, no tan sols per la seva relativa llargaria,
sin6 perque la modificacié de I'antigen O té lloc al periplasma (Korres i Verma, 2004).
Per analogia, aquest bucle també deu ser importat en el fag P22, per tant, la seva
absencia al fag SE1 podria ser la responsable de la diferent conversié antigénica
provocada per aquests dos bacteriofags, deguda a les diferéncies en l'altim domini
transmembranal i, sobretot, en 1'altim bucle de les respectives glucosiltransferases.
Aquesta suposici6 es veuria confirmada pel fet que una soca de S. typhimurium
lisogena per al fag SE1 pot ser infectada pel fag P22 (Llagostera et al., 1986), és a dir, la
possible conversi6 lisogenica provocada pel fag SE1 seria diferent de la del P22 i, per

tant, no afectaria el receptor per I'adsorci6 del fag P22.

3.3. Estudi del regulador o interruptor genetic del bacteriofag SE1

3.3.1. Establiment de la lisogénia. Activador transcripcional cll del
bacteriofag SE1

La proteina clI del bacteriofag SE1 conserva una elevada homologia amb els activadors
transcripcionals del bacteriofags ST104, ST64T i L. Tanmateix, també presenta una certa
homologia amb els activadors transcripcionals C1 del fag P22 i cIl del fag HKO022.
Ambdoés regulen la transcripcié del regulador C2, en el cas del fag P22, unint-se al
motiu TTGC(Ng)TTGY (Ho et al., 1992), i I, en el cas del fag HK022, unint-se a al motiu
TTGC(Ne) TTGC (Wulff i Mahoney, 1987).

Es va fer una cerca de les potencials seqiiencies d'uni6 de la proteina clIl del fag SE1. La
recerca es va fer en el total del seu genoma usant el programa EditSeq (DNAstar Inc.), i
utilitzant com a consens la seqiiencia TTGC(Ne)TTGY, amb la finalitat de trobar la
sequiencia a la qual s’uniria la proteina clI per activar la transcripci6 del repressor C2,

és a dir, el promotor d’establiment (Pg) (taula 3.5).
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Taula 3.5. Possibles motius d’unié de la proteina cII.

Inicia FinalP Cadenac Sequenciad

2929 2942 + TTGCATCGGCTTGC Pal
2939 2952 + TTGCAAGGCTTTGC Pal
13793 13806 + TTGCTATTATTTGT

14109 14122 + TTGCGTGTATTTGC

14185 14172 - TTGCITITAGTTGC Pe
19716 19703 - TTGCCTGACCTTGC

20505 20492 - TTGCGAGCGTTTGC

23229 23242 + TTGCTTCATGTTGC

25694 25681 - TTGCCCGTATTTGT

28346 28333 - TTGCCGGGTCTTGT

28900 28877 - TTGCCGGGTCTTGT

35882 35869 - TTGCTGCGGATTGT

41010 40997 - TTGCGAGAGGTTGT

a Punt d’inici del motiu d'unié de la proteina clI.

b Punt final del motiu d"unié de la proteina cII.

¢ Cadena on es troba el motiu d'unié de la proteina cII.

d Seqtiiencia del motiu d’unié de la proteina cll; marcats amb negreta els nucleotids repetits
directament.

Com calia esperar, el possible Pk es va trobar a la dreta del gen cro (taula 3.5). A més, es
varen trobar dues seqiiencies d'unié immediatament després del gen int que podrien
tenir una funcié reguladora de I'expressié de la integrasa, tal com passaria en el fag P22
(Wulff et al., 1993).

Caldria destacar les seqtiéncies d’unié situades entre els gens cl i cro (13793-13806) i a
l'interior del gen cro (14109-14122), aquestes podrien tenir algun efecte en el regulador
o interruptor genétic. També es desconeix el significat dels altres potencials motius

d’uni6 de la proteina cll, localitzats en els gens de morfogenesi.
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3.3.2. Clonaci6, sobreexpressio i purificacio del repressor cl del fag SE1

El repressor cl del bacteriofag SE1 és homoleg a altres repressors fagics involucrats en
el regulador o interruptor genetic, és a dir, en el manteniment del cicle lisogenic i en la
inducci6 del cicle litic activat per la proteina RecA.

El repressor del cicle litic del bacteriofag SE1 esta format per 229 aminoacids i conserva
els residus caracteristics dels repressors com el LexA, I'enlla¢ Ala-Gly, on es produeix
I'autoproteolisi i els residus Lys i Ser implicats, a una distancia similar a la d’altres

bacteriofags (figura 3.10).
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SE1 ----MKKETLSD[JILNKAMELAG|US - - - - QGA|ELIKASG\/AQP T/W88TS(c/- NARGSTK- IV 50
ST104 - - - -MKKETLSDILNKAMELAG|/S - - - - QGA|EL.YKAS G\/AQP T{| -NARGSTK- IV 50
HK220 MVQQKERETFSQILALACDKAGLPLHGRQAD|ZAVRLK\/TPKA|ISKWFN[(ES IPRKDK-ME 59

vy
ST64B RLLDC|Hc)\YD IAESFTSDPKGNTVC[({HSDMRKDSANVKDLFR I E I|8VSAENcN(cL 1QGGD 109
Fels-1 KILEABQU/PVSESEFSTETDSDTVN[{YSVLSLSHQRRNDV YRV[3VM[sIVS AEINEIN[CINSSR-D 109
SE1 EILINA|SCA\YS S E STG- - - IGPMK[{DGTTP INASPSSNTFK I[aI[EsLEVENcP(c-VINRE 106
ST104 E ILINAEC)UNS E STG--- IGPMK[({DGTTP INASPSSNTFK I[2I[EsLEVENcP(c-VINRE 106
HK220 SLLISV[ECETTAAYEH- - - - - - GYADDDGITVNHLSRSNDYYRV[V[ENVQAENCP[CTMVSNE 113

v
VIHA I[ZAINKDK/I\LAM[ZG P INVRGDSMTIEPGDLFVDFDGD 169
VISS I|ZMVTEELKTLEGHPLINQV K LIRSl || QeRE B=AHciRE | A | GV N Y| bicis) 169
I LRSV[=H{SQDDLIRHM|3D AT RGN I NVRGDSMEIGT | EPGD LINF VDS I[$IFDGD 166
ILRSV[=A{SQDDLIRHMZD KAEN I R | IENZARELS CEEPIA L A2V L QIFDGD 166
KIRAI[SMTTEQLIR I LGN PQESVKVIT\ ek ECRPINEC E 1AV L4FDGD 173
v
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Figura 3.10. Alineament dels repressors, relacionats per homologia, amb el repressor cl del
bacteriofag SE1. Es troben marcats (v ) els residus Ala, Gly, Ser i Lys implicats en
I'autoproteolisi.

Per amplificar la seqiiencia del repressor cI per PCR es van utilitzar els primers
cISElupNdel i cISEldwBamHI (taula 2.3), i s'obté un fragment de 696 pb que va ser
clonat al vector pGEM-T® (taula 2.2), comprovat per seqiienciacié (usant els primers
Direct-Cy5 i Reverse-Cy5 (taula 2.3). El plasmidi resultant s’"anomena pUA1066 (taula
2.2).
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Posteriorment, I'insert de DNA clonat es va alliberar, utilitzant els enzims de restriccié
Ndel i BamHlI, per ser clonat al vector d’expressié pET15b(+) (taula 2.2) immediatament
després del promotor que es troba sota el control de 'RNA polimerasa del fag T7, i en
el mateix marc de lectura que la cua de sis His, present en aquest vector. El plasmidi

que es va obtenir s"Tanomena pUA1067.

Per sobreexpressar el repressor cl del fag SE1 es va transformar el plasmidi pUA1067
en la soca E. coli BL21(DE3) (taula 2.1) i es va induir la sobreexpressié de la proteina cl
amb IPTG (isopropyl-B-D-thiogalactopyranoside) seguint el protocol del fabricant.
Posteriorment, es va visualitzar la sobreexpressié en un gel d’electroforesi SDS-PAGE

al 15% tenyit amb solucié Comassie (0,1%) (figura 3.11).
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Figura 3.11. Sobreexpressi¢ del repressor cI del fag SE1. Hi son representats 'extracte cru de
cel lules E. coli BI21DE3 que porta el plasmidi pUA1067 en abséncia (-) o en presencia (+) de
IPTG, respectivament.

En el gel d’electroforesi s’observa la sobreexpressié del repressor cl (25,2 kDa) en
'extracte cru de la soca crecuda en presencia d'IPTG, a diferencia d’una soca control
sense el plasmidi pUA1067.

La purificaci6 de la proteina cI es va duu a terme utilitzant l’afinitat de la cua
d’histidines del repressor cl sobreexpressat, per 1'i6 Co*2 de la resina Talon™, d’aquesta

manera s'obtenen diferents fraccions de proteina de diferents graus de purificacio.
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Aquestes fraccions es carregaren en un gel d’electroforesi SDS-PAGE al 15% tenyit amb

soluci6 Comassie (figura 3.12).
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Figura 3.12. Purificaci6 de la proteina cl. En els diferents carrils es troben carregades les diverses
fraccions eluides de proteina. A cada carril s’hi van carregar 5 pl de cada fraccio.

En el quart carril es va poder concentrar fins a 80 mM i purificar la proteina cI amb un
90% de puresa. Aquesta fraccié proteica és la que es va utilitzar posteriorment per fer

els EMSA il'assaig de footprinting.

3.3.3. Identificaci6 dels operadors als quals s’uneix la proteina cl del

bacteriofag SE1

Els gens que codifiquen el cI i el Cro en els bacteridfags es troben en posicions
contigiies en el genoma fagic, perd es transcriuen de manera divergent. Els punts de
partida per a la transcripcié d’aquests dos gens es troben separats per una regié on hi
ha els promotors, als quals s"uneix I'RNA polimerasa, i els operadors, on s'uneixen els
reguladors cl i Cro. L’operador dret esta format per tres llocs d"unié consecutius, Orl,
Or2 i Or3, que presenten seqiiencies repetides en tandem amb simetria invertida,
similars pero no identiques, a les quals les proteines cl i Cro s6n capaces d"unir-se amb

diferent afinitat.
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3.3.3.1. Especificitat de la proteina cl del fag SE1 per la regi6 reguladora

Per clonar els operadors Orl, Or2 i Or3 en el vector pGEM-T® (taula 2.2) es va
amplificar la regi6 reguladora que els conté mitjangant els oligonucleotids pcISElup i
pcISEldw (taula 2.3). El resultat de la PCR va clonar-se a pGEMT i va donar lloc al
plasmidi pUA1068 (taula 2.2). La seqiiencia de l'insert va ser confirmada utilitzant el
marcatge amb el kit fmol® i els oligonucleotids Direct-Cy5 i Reverse-Cy5 (taula 2.3).

Es va amplificar, per PCR, un fragment marcat amb digoxigenina que contenia la regi6
reguladora (usant els oligonucleotids Dig-Direct i pcISEldw (taula 2.2) i el plasmidi
pUA1068 com a DNA motlle). Amb aquest fragment es van fer els assaigs de mobilitat
electroforética (EMSA) per detectar la uni6 de la proteina cI a aquesta regié reguladora
(figura 3.13). Per definir I'especificitat de la unié es van fer assaigs de competicié usant
el mateix fragment pero sense marcar (utilitzant els oligonucleotids Direct i pcISEldw
(Taula 2.3). L’addicié d’aquest DNA en excés fara que la proteina s’hi uneixi amb una
major probabilitat, evitant-ne la unié amb el fragment marcat, que correra lliure en el

gel d’acrilamida.

+ DNA especific
+ DNA inespecific

_ .

Figura 3.13. EMSA del fragment marcat que conté tota la regi6é reguladora en presencia de
proteina cl. En el primer carril 1'assaig es va fer en abséncia proteina (-), en el segon amb
presencia de proteina (+), en el tercer carril s’hi va afegir fragment de la regi6 reguladora sense
marcar en excés i, finalment, en el quart carril s’hi va afegir DNA inespecific (Herring Testes
Carrier DNA) en excés.
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Com a control en els assaigs d’especificitat s"utilitza també DNA inespecific (Herring
Testes Carrier DNA) en excés, al qual no s’hauria d'unir si la unié al promotor és
especifica; per tant, no competiria amb el DNA marcat.

Els resultats dels EMSA (figura 3.13) evidencien que la proteina cl s'uneix a aquesta

regi6 reguladora especificament.

3.3.3.2. Unio6 cooperativa de la proteina cl a la regi6 reguladora

Caldria destacar que apareixen tres bandes de retard electroforeétic en els assaigs EMSA
(figura 3.13); aquestes indiquen que la proteina s’uneix als tres operadors caracteristics
i es dona lloc a tres tipus de conformacions, la que es formaria quan només la proteina
cl es trobaria unida a I'operador Orl, la segona quan es trobaria unida als operadors
Orl i Or2 i la darrera conformacié tindria lloc quan tots tres operadors Or1, Or2 i Or3
estiguessin ocupats per la proteina cl.

A fi de veure la unié cooperativa de la proteina cl es van fer EMSA utilitzant el

fragment marcat anteriorment i diferents concentracions de proteina (figura 3.14).

0.032 uM 8 uM

ool <4— OR1-OR2-OR3

<+— OR1-OR2

<+— OR1

pa——
SN S A N e aEm

Figura 3.14. EMSA del fragment de la regi6 reguladora en presencia de diferents
concentracions de proteina cI. Com a control en el primer carril no s’hi addiciona proteina.
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Els resultats dels EMSA de la figura 3.14 evidencien la uni6 cooperativa de la proteina
cl del fag SE1 a tots tres operadors, caracteristica d’aquest tipus de proteina, sent
similar a la uni6 del repressor clI del bacteriofag lambda. La unié a un tnic operador és
dificil; primerament s’uniria a 'Orl i gairebé de manera immediata s'uniria a 1'Or2, i
només quan s’augmenta molt la concentracié s’observa unié a tots tres operadors.

Aquest fet concordaria amb la baixa afinitat de la proteina cI per 1'Or3.

3.3.3.3. Acotament de I’'operador Or3 del bacteriofag SE1

Amb la finalitat d’acotar I'operador Or3, es van amplificar per PCR els fragments pcl.1,
pcl2 i pcl3 (figura 3.15). Aquests fragments es van obtenir utilitzant els
oligonucleotids pcISElup-42, pcISE1lup-32 i pcISElup-27, respectivament, i juntament
amb l'oligonucleotid marcat Dig-Reverse (taula 2.3), utilitzant com a motlle el plasmidi
pUA1068. Els fragments, de 166, 156 i 151 pb respectivament, juntament amb el
fragment pcl, anteriorment utilitzat (figura 1.14), van ser usats per als assaigs EMSA

(figura 3.16).

A)

of +55 -249 . o

124 ol 27 -32 42 Cro

pUA1068

Figura 3.15. Esquema on es representen els diferents fragments amplificats de la regio
reguladora utilitzats en els EMSA.
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pcl pcl.1 pcl.2 pcl.3

-+ -+ -+ - %

Figura 3.16. EMSA dels fragments pcl, pcl.1, pcl.2 i pcl.3 en presencia (+) i en abséncia (-) de 80
ng de proteina cI del fag SE1.

Els resultats dels EMSA de la figura 3.16 evidencien que es perdia la uni6 al fragment
pcl.3, és a dir, que és necessaria la seqiiéencia compresa entre el fragment pcl.2 i pcl.3.

La regi6 d'uni6 es troba entre aquests dos fragments.

3.3.3.4. Assaig de proteccié de la DNAsal o footprinting de la regié reguladora per
part de la proteina cl del bacteriofag SE1

A fi d’identificar les seqtiencies d'uni6é de la proteina cI al DNA es van fer els assaigs
de proteccié de la DNAsal o footprinting utilitzant dos fragments que comprenen la
regié reguladora completa i proteina (800 mM) (figura 3.17). Per obtenir aquests
fragments s’utilitzaren els oligonucleotids Reverse-Cy5 i pcISElup (taula 2.3) per
amplificar la cadena codificant, els oligonucleotids Direct-Cy5 i Reverse (taula 2.3) per

amplificar la cadena no codificant, i el plasmidi pUA1068 (taula 2.2) com a motlle.
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A) CADENA CODIFICANT

-cl

+ cl

attcaatttatacgcttgcgtattaatggtcaaaacacgttttgctattgctttgattaatactcattgctattatttgttgtgtygttatacgaaagggaataagcaatgactaa

/ \ / \ / \

| AtaceetTeceTATT | [ AcacerTTTaCTATT | | ATACTCATTGCTATT |
OR3 OR2 Or1

CADENA NO CODIFICANT

+ cl
tgcttattocctttogtataacacacaacaaataatagcaatgagtattaatcaaagcaatagcaaaaggtgttttgaccattaatagg@ggtataaattgaatattatgaaaa

/ \ / \

| aaTaccaaTeacTaT || AATAGCAAAACGTGT| | AATACGCAAGCGTAT |
ORr1 OR2 OR3

Figura 3.17. Assaigs de proteccié enfront de la digesti6 per la DNAsal o footprinting. A)
Utilitzant la cadena codificant. B) Utilitzant la cadena no codificant. Ambdoés fragments
contindrien la regi6é reguladora de l'interruptor genic marcat amb Cy5 en absencia (-cI) i en
presencia de proteina (+cl). Tos tres operadors protegits es troben emmarcats.
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Els assaigs resultants van mostrar una proteccié en la regié que compren tres possibles

operadors, i van evidenciar que la proteina cl s'uniria a aquests tres operadors.

Tots tres operadors presenten seqiiencies lleugerament diferents, fet que fa que

I’afinitat de la proteina cl sigui diferent per cada un d’ells.

3.3.3.5. Analisi mutacional del motiu de reconeixement per cl

Per definir de manera més precisa el motiu de reconeixement per cl es van realitzar

analisis amb EMSA, cercant el motiu d'unié de l'operador Or3 en la regi6 de la

seqiliencia entre la posici6 -32 i el codé d’inici de traduccié del gen cl (figura 3.18).

A1 -12 A3 14 15 16 17 18 -19 -20 -21 22 -23 24 25 26 27 -28 -29 -30 -31 -32
TT ATACGCTTGCGTATTAATGG
1 1 1 1 ] ] ] ] ] ] ] ] ] 1 1 ] ] ] ] ] ] ] ]
Vo T R S T R
Vo T T S S S S S S R
e
T S S S S T S S S S T S S R S S S
Y Y vy Y YV YYVYYVYVYVYYVYYYVYVYVYYVYVYVYVVY
GG 6 6GGGCGGGCGEGCGGEGGGGGGEGCeocCe

Sequeéncia de I'operador OR3: ATACGCTTGCGTATT

Figura 3.18. Efecte de la mutagenesi en la possible caixa d'unié de 'Or3 del fag SE1 i en els
nucleotids adjacents en la mobilitat electroforetica del fragment pcl.2 mutat en preséncia (+) o
en absencia (-) de 80 ng de proteina cl. Per als controls es va utilitzar el fragment pcl.2 salvatge.
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En aquests assaigs EMSA es va procedir a determinar amb més precisi6 les bases
importants de la uni6 amb cl, incorporant diferents mutacions als diversos
oligonucleotids utilitzats per amplificar els promotors mutants. Les amplificacions es
van fer per PCR, utilitzant com a motlle el plasmidi pUA1068 (taula 2.2) i els
oligonucleotids segtients: MutlpcISE1, Mut2pcISE1, Mut3pcISE1, Mut4pclISEl,
Mut5pcISE1, MutbpcISE1, Mut7pcISE1, Mut8pcISE1, Mut9pcISE1, MutlOpcISE1 i
MutllpcISE1 (taula 2.3). Es van mutar tots cinc nucletotids entre la regi6 -32 i -27,
posteriorment, es varen mutar nucleotids de 2 en 2 fins a la posici6 -11 i, finalment, es
va fer una mutacié6 puntual en la posicié -13 per coneixer el limit concret de la
seqiiencia de 1'Or3, substituint cada nucleotid per una guanina i en el cas que la
substituci6 fos d'una guanina es va canviar per una citosina (figura 3.18).

L’operador Or3 esta format per 15 nucleotids i se situa entre les posicions -13 i -27
respecte el codé d’inici de traduccié del gen cl. Tot i que les bases localitzades entre la
posici6 -27 i -32 sén necessaries per a la interacci6 DNA-proteina (figura 3.16), el tipus

de nucleotid present en aquestes bases no seria rellevant per la unié.

3.3.3.6. Caracteritzaci6 de la seqliéncia consens dels operadors del interruptor genétic

A partir de les seqiiencies obtingudes en la regi¢ reguladora de la dreta, es van buscar
per homologia els tres possibles operadors de I'esquerra en la seqtiéncia promotora del
gen 24. Només es van trobar dues seqiiencies operadores similars a les obtingudes en el
promotor del gen 24, 'OL1 i I'OL2 estan situats en les posicions -220 i -245 respecte el
codé d’inici de traduccié del gen 24. Aquestes seqiiencies també es troben separades
per 10 nucleotids, tal com varem obtenir en els de la dreta.

El bacteriofag SE1 no seria 1'tinic que no presenta els tres operadors de I'esquerra, ja
que el bacteriofag 933W (Plunkett et al., 1999) i 'H19B (Neely i Friedman, 1998) només
tenen 1'OL1 i el bacteriofag D3, tal com passaria al fag SE1 li falta 'operador O.3
(Farinha et al., 1994).

Els operadors de I'esquerra no es troben implicats en cap funcié de canvi o switch entre
dos promotors orientats de manera divergent, com seria el cas dels operadors de la
dreta; per tant, semblaria ser un operador ordinari controlant només un promotor, i no
seria intrinsecament necessari tenir més d’un lloc operador (Fattah et al., 2000). Aixi, el

fag SE1 tindria dos operadors, i no tres com la majoria dels fags lambdoides. Es podria
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produir I’octameritzacié de la proteina cl, pero no es produiria la interaccié entre les
proteines unides als operadors Or3 i Or3. Aquests diferents casos d’abséncia
d’operadors esquerres podrien representar una divergencia evolutiva del regulador o

interruptor genetic dels bacteriofags.

Per trobar la seva seqiiéncia consens dels cinc operadors es va fer un alineament entre
ells utilitzant el programa Clustalw i, posteriorment, a fi de visualitzar millor la
seqliéncia consens es va fer un esquema representatiu dels operadors utilitzant el

programa Weblogo (Crooks et al., 2004) (figura 3.19).

o2 [WEYSGTilITGCi YRl 15
OR2 [N\CINJGTRITGC .l 15
OR1 [WFNATCARlTGClLNIy 15
OR3 [N NYGCRIIGCG.NIy 15
oLt LNILGCARRIGAGHLN 15

iglgg?_lTTE?Ig[Ei

Figura 3.19. Alineament i seqtiéncia consens de les seqtiéncies de tots cinc operadors.

Per poder analitzar la simetria dels llocs d"uni6é es van alinear les seves seqiiéncies
dividint-les en dues parts iguals i, posteriorment, per visualitzar millor la conservacié
nucleotidica de les posicions dins de les seqiiencies d'uni6 es va fer l'esquema
utilitzant el programa Weblogo (Crooks et al., 2004) (figura 3.20).

Els llocs d'uni6 sén gairebé simetrics, encara que cap d’ells no presenta un palindrom
amb simetria perfecta (figura 3.20.A). Aquesta simetria seria equivalent a la resultant
de la dimeritzaci6 de les proteines cI i Cro. Com s’observa a la figura 3.20B les bases

externes i la timina central sén les més conservades.
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A) ATACGTT T
OL2  aAaTAGCA

ATAGCAT T

oL GAGTATT

ATACGCT T
OR3  AATACGC

ACACGTT T
OR2 AATAGCA

ATACTCA T
ORf AATAGCA

Figura 3.20. A) Esquema on hi ha representada la simetria dels operadors per la proteina cl del
fag SE1. B) Esquema representatiu de la conservaci6é de les posicions i de la simetria de les
sequiéncies d'uni6 de les seqiiéncies operadores.

3.3.4. Comparacio de la proteina cl del fag SE1 i els seus operadors respecte

altres bacteriofags relacionats

Es va fer un alineament dels repressors de tots els fags relacionats per homologia amb
el bacteriofag SE1 utilitzant el programa ClustalW i es va construir un arbre filogenétic
mitjancant el programa Treeview, on es trobaven tots ells representats (figura 3.21).

En l'alineament es va poder observar que el repressor del fag ST104 és identic al del
bacteriofag SE1. La proteina cI del fag SE1 es troba relacionada filogenéticament amb la
proteina repressora de bacteriofag HK022, amb la del fag ST64B i amb les proteines
repressores dels fags D3 i D3112. Tanmateix, la proteina cI del fag SE1 es troba distant,
filogeneticament, de les proteines reguladores dels fags P22 i ES18, ambdues gairebé
idéntiques (Shicklmaier i Schmieger, 1997), i distant també de la del fag ST64T, la qual
és identica a la del fag L. Caldria destacar la gran distancia trobada entre el fag SE1 i els
fags P22 i ST64T, ja que aquests tltims comparteixen moltes altres proteines amb el fag

SEL.

178



PSP3

coliphage186

D3112

L

D3

ST64B

HKO022

!

ST104

933w

Stx2

phi4 795

i

H19B

\Y

HK620

P22

ES18

ST64T

HK97

1NN

lambda

p—\/T 2-Sa

—E Stx1
Stx2.2

Figura 3.21. Arbre filogeneétic on hi ha representades les proteines repressores del cicle litic dels
bacteriofags relacionats amb el fag SE1.

Respecte els fags més propers filogeneticament, pel que fa a la proteina reguladora cI,
seria destacable la diversitat d’hoste. El bacteriofag HK022 és un fag que infecta E. coli;
I'ST64B és un fag defectiu de Salmonella, incapac de produir calves com a conseqtiéncia
d’una deficiencia en l'expressi¢ de les proteines de la cua, i és un clar mosaic genétic
que ha adquirit moltes porcions del seu genoma de fora del genere de Salmonella
(Mmolawa et al., 2003b). El bacteriofag D3 és un fag que infecta Pseudomonas. Es el

primer fag fora de la familia Enterobacteriaceae que clarament mostra una relacié
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filogenetica amb membres del grup lambdoide, trobant-se altament relacionat amb el
fag HK022. Escherichia i Pseudomonas ambdés pertanyen a la subdivisi6 Gamma dels
Proteobacteris (Stackebrandt et al., 1988). Des d"una perspectiva ecologica, es van poder
aillar Pseudomonas del rumen, tot i ser microorganismes del sol, aquest fet explicaria
que hi hagi un intercanvi potencial de DNA a través de la transformacié natural
(Kropinski et al., 2000).

La semblanca de la proteina clI del fag SE1 amb fags tan diversos mostra, una vegada
més, el mosaicisme genétic dels bacteriofags i, concretament, del fag SE1. L'origen
d’aquest seria atribuible a la sobreinfeccié de les cel lules hostes comunes per fags
diferents o per transformacié natural de DNA fagic i posterior recombinacié amb
genomes profagics residents, resultant aixi que fags no relacionats filogeneticament pel

seu hoste posseeixin gens homolegs.

La proteina cl del fag HK022 presenta un efecte cooperatiu molt elevat d"uni6 als tres
operadors de la dreta (Carlson i Little, 1993). No es va poder observar aquest efecte tan
pronunciat en la proteina cl del fag SE1 (figura 3.14), possiblement a causa de la
diferencia entre les seqiiéncies nucleotidiques dels operadors i entre les seqiiéncies
aminoacidiques de les helixs de reconeixement entre tots dos bacteriofags, o bé
simplement, perque la purificacié de la proteina cI del fag SE1 va provocar que part de
la fracci6 proteica no fos funcional.

Es va fer un alineament dels extrems N-terminal dels repressors més propers
filogeneticament a la proteina cl del fag SE1 per poder observar les semblances i

diferencies entre les helixs de reconeixement d’aquestes proteines (figura 3.22)

Helix 2 gir Helix 3
SE1 GA HAKA AlQP THAWR|ETS | 20
ST104 GA BKA AQPT RIETS| 20
ST64B | | AE|SNEA|I DIAAN[ISRISET| 20
D3 EAQQR LD[QTS{ISN[EEQ]| 20
T

HK022 AD|S.AVR|LK PKAJIS KWFN| 20

Figura 3.22. Alineament dels extrems N-terminal dels repressors dels fags SE1, ST104, HK022,
ST64B i D3. Hi ha representades les dues helixs de reconeixement i el gir que hi ha entre elles.

Es va poder observar que les helixs de reconeixement del fag SE1 i ST104 sén

identiques i, per tant, com que la seqiiéncia promotora del repressor del fag ST104 és la
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mateixa que la del fag SE1, les seqiiencies de DNA a la qual es deu unir el repressor del
fag ST104 haurien de ser les mateixes seqtiencies operadores del fag SE1. Per tant, els
fags SE1 i ST104 tindrien la mateixa immunitat especifica i aquesta diferiria amb la dels
altres bacteriofags. D’altra banda, les helixs de reconeixement dels altres bacteriofags
son diferents, tot i que es conserven alguns aminoacids, aquests podrien ser els
responsables de la unié a les possibles bases conservades dels operadors dels diferents

bacteriofags.

Per discriminar les bases dels operadors conservades de les que no ho estan, es van fer
alineaments entre els operadors del fag SE1 i els descrits per HK022, també de 15
nucleotids (Oberto et al., 1989) i per D3, de 14 nucleotids i amb la mateixa distancia (10
nucleotids) de separacié entre les seqiiencies operadores que entre les del fag SE1 i

també amb 1'absencia de 'operador O11 (Farinha et al., 1994) (figura 3.23).

A) B)

OR3HK022 TGEACCAAAGTCA 15

OR1HK022 TGLLACCAJJAAGHITCA 15 OoL2D3 GAAACTCLY- 14
OR2HK022 TGTACTAJCAGHTCC 15 OoL1D3 CAA 14
OL1HK022 TGﬂACTTAAGCA 15 OR3D3 CAC 14
OL2HK022 TGTACTAUTGGHLICT 15 OR2D3 TA 14
OL3HK022 TGAGCTTWTTALICC 15 OR1D3 TA 14
OL2SE1 AT NCGTTUTGCHTT 15 OL2SE1 TT 15
OR2SE1 ACIN\CGTTUTGCHIITT 15 OR2SE1 TT 15
OR1SE1 AT NCTCATGCHIITT 15 OR1SE1 LMIACTCA 15
OL1SE1 ATLIGCATUGAGULITT 15 OL1SE1 LOIAGCAT 15
OR3SE1 ATLICGCTUGCGLITT 15 OR3SE1 ACECT 15

Figura 3.23. A) Comparaci6 dels operadors dels fags SE1 i HK022. B) Comparaci6 dels
operadors dels fags SE1 i D3.

Amb les dades obtingudes d’aquests alineaments caldria destacar la conservacié de la
timina central en la posici6 8 i la timina en la posici6 12 en els fags SE1 i HK022.
Semblaria que aquests dos nucleotids tindrien importancia en aquesta unié proteina
reguladora-operador. Caldria destacar, també, el manteniment de les adenines de les
posicions 3 i 13. En l'alineament dels operadors dels fags D3 i SE1 es conserven les
adenines de les posicions 1 i 13, i hi ha un cert manteniment de les timines en les
posicions 2, 8 i 9, i la guanina de la posici6 5. Tanmateix, aquests alineaments
mostrarien la divergencia evolutiva d’aquests bacteriofags, tot i mantenir algunes bases

conservades.
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3.4. Caracteritzacio del gen orf23 del bacteriofag SE1

3.4.1. Analisi transcripcional del gen orf23

El gen orf23 del bacteriofag SE1 presenta homologia amb el gen cll del retrofag phi R73
(61%) i amb 'orf317 del bacteriofag Pfl1 de Pseudomonas (46%), el producte del qual és
una possible proteina reguladora semblant a les proteines Soj i ParA (taula 3.1). Per
tant, aquest gen seria un bon candidat per presentar alguna funcié reguladora en el

bacteriofag SE1.

Aquest gen es troba, concretament, entre el gen 24, que codifica per a la proteina
antiterminadora 24, i els gens orf24, de funcié desconeguda, i cl, que codifica la
proteina reguladora cl, repressor del cicle litic. Es a dir, es troba proper al regulador o

interruptor genétic i als gens que pertanyen al modul de regulacio.

Es van dissenyar els oligonucleotids cISElup, cISEldw, Orf24SElup, Orf24SEldw,
Orf23SElup, Orf23SEldw i 24SEldw (taula 2.3) per poder realitzar diverses RT-
PCRsper analitzar si 1'orf23 forma part de la mateixa unitat transcripcional que el
repressor cl (figura 3.24A).

Primerament, es va extraure I'RNA d’un cultiu d'una soca lisogena pel fag SE1
(UA1829) (taula 2.1) en estat exponencial, utilitzant el kit RNeasy “Mini (QUIAGEN), es
quantifica I'RNA obtingut (300 ng/ul) i es va fer un tractament amb DNAsal a fi
d’eliminar les restes de DNA. Seguidament, es realitza una PCR utilitzant els primers
cISElup i cISEldw (taula 2.3) per comprovar que no hi quedaven restes de DNA a la
mostra obtinguda de I'extraccié RNA.

Una vegada comprovada la puresa de I'extracci6 d'RNA es procedi a la realitzacié de
les RT-PCR, utilitzant els oligonucleotids préviament dissenyats i, com a motlle, 'RNA
extret. Com a control, es feren també les PCR corresponents als mateixos fragments
amplificats per RT-PCR, utilitzant els mateixos oligonucleotids i com a motlle el DNA
fagic (figura 3.24B).

Es van poder observar fragments de cDNA amplificats provinents de I'expressi6 dels
gens 0rf23, orf24 i cl. S'observa amplificaci6 a partir dels oligonucleotids Orf24SElup i

Orf23SE1dw, la qual cosa indica que els gens orf23 i orf24 es transcriuen conjuntament,
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i també s’observa l'amplificacié conjunta dels gens orf24 i cl. Tanmateix, no s’observa

amplificaci6 utilitzant els oligonucleotids Orf23SElup i 24SE1dw.
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Figura 3.24. A) Esquema on hi ha representats els quatre gens de l'estudi transcripcional, els
oligonucleotids i les seves posicions en la seqiiencia genomica del fag SE1. B) RT-PCR i PCR on
hi ha marcats els oligonucleotids utilitzats per a cada una d’elles. En cada cas hi ha un control
negatiu (-) on no hi ha motlle. El marcador de pes molecular que es va utilitzar és una barreja de
A digerit amb l'enzim HindlIlIl i $X174 digerit amb HinfL.

Amb les dades obtingudes en la figura 3.24B es conclou que el gen orf23 forma part de
la mateixa unitat trascripcional que els gens cl i orf24, Per tant, el gen orf23 es transcriu
juntament amb el repressor cl en I'estat de lisogenia. En aquesta unitat transcripcional
no s’inclou el gen 24; aquest es transcriuria a partir del promotor esquerre (Pr). A més,
s’hi havia trobat un terminador transcripcional entre els gens orf23 i 24 (taula 3.2);

aquest seria responsable de la finalitzaci6 de la transcripcio.
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3.4.2. Construccio del mutant orf23 del bacteriofag SE1

Per poder observar quin podria ser el paper regulador del producte génic Orf23 es va
construir el mutant orf23 del bacteriofag SE1 (figura 3.25). Primerament, es van
dissenyar els oligonucleotids Orf23SE1P1up i Orf23SE1P2dw (taula 2.3) amb una cua
de 50 nucleotids amb homologia amb 1'0rf23, i s’Tamplifica amb ells la resistencia a Cm i
els FRT flanquejants del plasmidi pKD3. Es recupera la banda obtinguda per PCR, i es
tracta amb 1 pl l'enzim Dpnl per degradar el possible DNA motlle restant.
Seguidament, es va transformar el DNA purificat de la restriccié a la soca UA1820 de
Salmonella, préeviament construida, lisogena per al fag SE1 i que conté el plasmidi
pKD46 per electrotransformaci6 (taula 2.1) (taula 2.2). Aquesta soca expressa el sistema
de recombinacié Red del fag A per inducci6 amb arabinosa; sistema que permet la
recombinacié doble entre les seqiiencies homologues del gen 0rf23, incorporant aixi la
cassette de resisténcia a Cm i els FRT adjacents, tot i substituint el gen orf23. Es va
sembrar aquesta transformacié en plaques d'LB amb Cm i s’incubaren a 37°C. Es feren
cultius liquids de diferents clons obtinguts, que s’incubaren a 42°C per curar el
plasmidi pKD46. Posteriorment, es van fer reépliques dels clons resultants, en medi agar
LB complementat amb Ap i LB complementat amb Cm a 42°C, a fi d’assegurar que el
plasmidi pKD46 s’havia perdut i que se substituia el gen desitjat per la resisténcia Cm
flanquejada pels FRT.

Els possibles mutants es van comprovar per PCR (figura 3.26), utilitzant
oligonucleotids externs a la regié substituida (Uporf23SE1 i Dworf23SE1) i els
oligonucleotids (C1 i C2) interns de la cassette de resistencia Cmr (Taula 2.3).

Una vegada obtingut el mutant UA1821 (orf23::Cm) s’hi transforma el plasmidi pCP20
(taula 2.2), que expressa el sistema de recombinacié FLP a 42°C, i es va fer créixer a
aquesta temperatura per eliminar la cassette de resistencia a Cm i el plasmidi pCP20, és
a dir, curar el plasmidi i obtenir el mutant UA1822 Aorf23 (taula 2.3) (figura 3.27A).
Aquest mutant es va comprovar per PCR utilitzant els encebadors externs a la regi6

substituida (Uporf23SE1 i Dworf23SE1) (figura 3.26).
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1) Amplificacié del gen de resisténcia flanquejat per les seqiiencies FRT

Orf23SE1P1up

—>] Cm < pKD3

FRT FRT

Orf23SE1P2dw

2) Recombinaci6 del sistema Red del A del plasmidi pKD46 a la soca lisogena per al fag SE1

Uporf23SE1

Dworf23SE1

3) Obtenci6 del mutant lisogen SE1 orf23::Cm

Uporf23SE1 C1

R . ' Dworf23SE1

4) Escissi6 de la cassette Cm per recombinaci6 dels FRT pel sistema FLP contingut en el
plasmidi pCP20. Obtencié del mutant lisogen per SE1 orf23.

Uporf23SE1

Dworf23SE1

Figura 3.25. Esquema de la construccié del mutant defectiu per al gen orf23.
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Figura 3.26. PCR de comprovacié del mutant lisogen pel fag SE1 amb cassette i sense de
resisténcia al Cm. La soca UA1820 és una soca lisogena per al fag SE1 wt, la soca UA1821 conté
el fag SE1 orf23::Cm i la soca UA1822 conté el fag mutant Aorf23 (taula 2.1). El marcador de pes
molecular que es va utilitzar és una barreja de A digerit amb I’enzim HindIIl i $X174 digerit amb
HinfL.

Amb les PCR obtingudes varem comprovar que s’havia aconseguit fer el mutant amb
cassette de resisténcia al Cm i sense. Les bandes de PCR obtingudes amb els
oligonucleotids externs (Uporf23SE1 i Dworf23SE1) en la soca lisogena per al fag SE1
wt i pel mutant lisogen SE1 orf23::Cm no varien gaire de grandaria ja que s’havia
realitzat una substitucié del gen orf23 per la cassette de resistencia al Cm, i ambdés
tenen una grandaria similar. Tanmateix, es va poder observarla logica disminuci6 de la
banda d’amplificaci6 després de 1'escissi6 de la cassette, i es va obtenir el mutant
defectiu Aorf23. A més, tal com calia esperar, només es va poder observar amplificaci6
amb els oligonucleotids interns de la cassette (C1 i C2) en el mutant lisogen SE1
orf23::Cm, aquesta PCR confirmava que haviem aconseguit la soca lisogena per al fag

SE1 mutant defectiu Aorf23.
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3.4.3. Estudi del cicle litic dels bacteriofags SE1 salvatge i el SE1 mutant orf23

Amb la finalitat de saber si la mutacié en 1'0rf23 afecta els parametres caracteristics del
cicle litic del fag SE1 es realitzaren diversos experiments basats en les técniques de One
Step Growth i Doerman, tant per al bacteriofag SE1 salvatge com per al SE1 orf23,
utilitzant mutants de calva clara per a tots dos tipus de bacteriofag, és a dir, mutants
incapacos de fer cicle lisogenic.

Es feren tres assajos One Step Growth i Doerman per a dos mutants diferents, els
resultats d’ambdés foren equivalents.

Amb els assajos One Step Growth es va poder determinar el nombre de fags produits
per cel lula (mida d’explosid) i el periode de laténcia dels dos tipus de fags. A la figura
3.27 s’han representat només els resultats obtinguts en un dels assajos One Step Growth

per un dels mutants.
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Figura 3.27. Representaci6 grafica de I'assaig One Step Growth de tots dos tipus de fags SE1 wt
(—e—) i SE1 orf23 (—=—). Els valors de I'eix d’ordenades s’ha representat en escala logaritmica.

Les dades dels assaigs mostraven que la mida d’explosié d’ambdos tipus de fags (wt i
orf23-) era practicament identica, d'uns 330 bacteriofags per cellula, i el temps de
latencia per a ambdds també seria el mateix, 42 min. Per tant, no hi hauria afectacié
d’aquests parametres per part d'una mutacié en el gen orf23, i es mantindrien com els

ja caracteritzats anteriorment per al fag SE1 (Llagostera, 1983).
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Els assajos de Doerman van permetre determinar el temps necessari per trobar

particules fagiques actives al citoplasma de la cel lula infectada, és a dir, el temps

d’eclipsi (figura 3.28).
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Figura 3.28. Representaci6 grafica de I"assaig Doerman dels dos tipus de fags SE1 wt (—e—) i SE1
orf23 (—*—). Els valors de I’eix d’ordenades s’ha representat en escala logaritmica.

Les dades que es varen obtenir dels assajos de Doerman mostraren que no hi havia
variacions en els temps d’eclipsi entre tots dos tipus de fags, aquest temps es mantenia
identic entre ells; per tant, la mutacié en el gen orf23 tampoc no afectaria aquest
parametre.

El temps d’eclipsi era el caracteristic per al fag SE1 (Llagostera, Tesi 1983), de 37 min
per ambdos tipus de fag.

3.4.4. Analisi de I'efecte del mutant lisogen per SE1 orf23 en I’establiment de

la lisogenia

A causa de I'homologia trobada amb el gen cll del retrofag phi R73, profag que
s’integra en el tRNA selC de E. coli (Sun et al.,, 1991) que conté el retroelement Ec73
(Inouye et al., 1991), es va fer un test de I'eficiencia de lisogenitzaci6é (Tokuno i Gough,
1975) per determinar la possible funcionalitat de proteina Orf23 com a activador

transcripcional (cII) del gen cl del bacteriofag SE1.
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Resultats i discussio

El test d’eficiéncia de lisogenitzacié va permetre analitzar la freqtiéncia de la decisi6
entre lisi o lisogénia del bacteriofag SE1 mutat orf23 en el moment en queé el fag infecta
la cel lula (taula 3.6).

El test de lisogenitzaci6 es repeti tres vegades i es van infectar ceél lules de la soca
salvatge ATCC14028 de S. typhimurium (a MOIs 1 i 10 aproximadament) amb dos
mutants orf23 diferents i fent 150 repliques en cada test. Els resultats que es varen
obtenir dels dos mutants foren equivalents; per aquest motiu només s’han representat
les dades d’un dels dos mutants. S'utilitza com a control el bacteriofag SE1 salvatge

(wt).

Taula 3.6. Eficiencia de lisogenitzaci6 del bacteridfag SE1 orf23.

Bacteriofag MOla Fraccié Bo/B¢ Lisogens/ Frequéncia de
infectadap Coloniesd lisogenitzaciée
Test1
SE1 wt 1,03 0,643 3,571 142/150 0,266
SE1 orf23 1,03 0,643 2,167 146 /150 0,451
SE1 wt 10,03 0,999 1,841 147/150 0,530
SE1 orf23 10,03 0,999 2,532 150/150 0,394
Test 2
SE1 wt 0,65 0,522 5,143 144/150 0,191
SE1 orf23 0,65 0,522 5,812 149/150 0,170
SE1 wt 6,57 0,991 5,051 142/150 0,187
SE1 orf23 6,57 0,991 5,021 148/150 0,196
Test 3
SE1 wt 1 0,633 4,347 145/150 0,231
SE1 orf23 1 0,633 2,919 150/150 0,342
SE1 wt 10 0,999 3,703 150/150 0,272
SE1 orf23 10 0,999 2,61 147/150 0,383

aConcentraci6 de fags/ concentracié de bacteris.

b Fracci6 infectada: 1-P,, on P, es la poblacié no infectada a MOl =m . P, = e™.

¢B,/B és la relaci6 entre les cfu abans i després de la infeccié. Corregeix els bacteris infectats
que s’han lisat i no han estat comptats en les cfu, és a dir, en els quals el fag s’ha decidit pel
cicle litic, i no pel cicle lisogenic.

dDeterminat com esta descrit a Materials i métodes.

eL’eficiencia de lisogenitzaci6 es defineix com a lisogens / CFU x B,/B.

189



No s’observaren diferéncies entre les eficiencies de lisogenitzacié dels fags SE1 wt i SE1
orf23. Per tant, les dades obtingudes en el test de la lisogenitzacié indicarien que el gen
orf23 no afectaria la decisi6 del bacteridfag entre lisi i lisogenia i, per tant, no tindria la
funci6 activadora del cll. De fet, en I'article on es fa referencia al gen cll del retrofag phi
R73 (Sun et al., 1991) s’indica que la similitud d’aquest a un activador transcripcional
cIl és inferior al 5%, segurament, tot i el nom d’aquest gen en el retrofag phi R73,
aquesta no tindria la funcié tipica d’activador transcripcional. I d"altra banda, el gen cll
de Xanthomonas campestris, al qual es va trobar també homologia amb el gen orf23 dels
fag SE1, possiblement va ser anomenat aixi per homologia al gen cll del retrofag phi

R73 en el moment de seqiienciar-lo i anotar-lo (da Silva et al., 2002).

3.4.5. Analisi de la integraci6 del bacteriofag SE1

El gen orf23 del bacteriofag SE1 presenta homologia amb una possible proteina
reguladora semblant a les proteines Soj i ParA; ambdues pertanyen a la superfamilia
ATPases involucrades en la particié cromosomica.

Els gens parA i parB no es troben en tots els cromosomes; és possible que el seu paper
sigui auxiliar i que existeixin camins alternatius per a la particié6 cromosomica. La
parella de gens parA i parB son codificats per plasmidis amb un baix nombre de copies,
per alguns bacteriofags que no s’integren al genoma bacteria i per cromosomes
bacterians, a excepcié d’alguns bacteris enterics com E. coli i S. typhimurium. Les
proteines codificades per aquests gens treballen en cis amb una o més sequiéncies
anomenades centromere-like (ParS) per assegurar la bona particié predivisional de la
molecula de DNA que els codifica. Les seqiiéncies centromere-like uneixen suficient
proteina que permet la seva visualitzacié per microscopia d’immunoflorescencia,
normalment es troben en els complexos proteics de 1'oriC (Bignell i Thomas, 2001).

Fins ara, només s’havia trobat la proteina ParA, que pertany a aquesta superfamilia, en
bacteriofags que no s’integren al cromosoma de la cellula hoste, és a dir, que es
mantenen com a profags fora del genoma bacteria durant les successives divisions
cel lulars, replicant-se com els plasmidis. Aquest bacteriofags tenen 1'operd parAB,
responsable del manteniment dels genomes fagics mitjancant la polaritzacié d’aquests
a la cellula en divisi6; aixi n'eviten la perdua (Surtees i Funnell, 2003). A més, la

proteina ParA és un repressor dimeric que sautoregula, és a dir, inhibeix la
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transcripcié del seu propi promotor. Son clars exemples d’aquest tipus de fags, el P1 i
el P7 d’E. coli (Radnedge et al., 1998 i Lobocka et al., 2004) o el fag LE1 que infecta
Leptospira biflexa (Girons et al., 2000). També ho és el fag N15 d’E. coli que es manté de
manera lineal, on se suggeriria que el sistema de particié provinent de 'oper6 parAB
d’aquest fag podria controlar 1'expressié de les funcions litiques (Grigoriev i Lobocka,

2001).

Per confirmar que el bacteriofag SE1, que posseeix els gens d’integraci6 i escissio tipics
dels fags lambdoides, s’integra en el genoma al cromosoma bacteria, es va fer una
analisi del lloc d’insercié del genoma del bacteriofag SE1 (attP) i del lloc on s’insereix
en el genoma de I'hoste (attB).

El modul d’integracié del bacteriofag SE1 és altament similar al del bacteriofag P22
(figura 3.4). Es va fer una cerca per similitud utilitzant el programa bl2seq (NCBI) entre
aquests dos bacteriofags i es troba que el possible lloc attP del bacteriofag SE1 se
situaria a 'extrem 3’ del gen int i contindria el seu codé STOP. S’alinea aquest dos attP
utilitzant el programa ClustalW i s’assenyala els llocs d"uni6 de les proteines Int i IHF

(figura 3.29).

P1 P2
SE1_attP_ c c G [¢ 60
P22_attP_ T T T T 60
P3
SE1_attP_ T i& 120
P22_attP_ c f 120
SE1_attP_ 180
P22_attP_ 180
c? 4 c
SE1_attP_ 240
P22_attP_ 240
SE1_attP_ 271 P
P22_attP_ 271
P2
Int
IHF

Figura 3.29. Alineament dels attP dels bacteriofags SE1 i P22. Es troben assenyalades per
homologia les regions protegides per les proteines Int i IHF contra la restriccié de la DNAsal,
els llocs d'uni6 de la integrasa als bragos i al cor de la regié s’han anomenat P i C
respectivament, i els llocs de tall per part de la integrasa s’han assenyalat amb una fletxa. S'ha
emmarcat el codé STOP del gen de la integrasa.
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Aquesta comparativa mostra la gran similitud entre 'attP del fag P22 i de I'hipotetic
attP del fag SE1.

En el cas del bacteriofag P22, la seqiiencia del lloc d'insercié en el cromosoma bacteria
de S. typhimurium es troba en el gen molt conservat thr-w tRNA, I'anticod6 d’aquest
tRNA compreén la major part del nucli de I’attB (Smith-Mungo et al., 1994).

Per determinar si el bacteriofag SE1 s’integra al cromosoma bacteria i si els attB i attP
del bacteriofag P22 i SE1 sén equivalents, es van dissenyar tres oligonucleotids per
amplificar per PCR el lloc d’integraci6. Dos oligonucleotids (thrup i thrdw) (taula 2.3)
amb els quals es va amplificar una regié que compren el gen thr-w tRNA, i un
oligonucleotid intern del gen int del bacteriofag SE1 (intSElup) (taula 2.3), amb el qual
es va poder amplificar juntament amb 1'oligonucleotid thrup el lloc d’integracié del
bacteriofag SE1, utilitzant com a motlle el DNA cromosomic d'una soca de S.
typhimurium lisogena per al fag SE1 (UA1770) i com a control negatiu el d'una de no
lisogena per al fag SE1 (UA1820) (taula 2.1) (figura 3.30).

Es va poder observar que hi havia banda d’amplificaci6 quan s’utilitzaven els
oligonucleotids que amplifiquen la regi6é del gen thr-w tRNA, tant en la soca salvatge
com en la lisogena, tot i que en aquesta la banda fos més tenue. El fet que hi hagués
amplificaci6 en la mostra de DNA cromosomic de la soca salvatge és el control positiu
de la PCR, ja que tots dos oligonucleotids van ser dissenyats per amplificar aquest gen;
tanmateix, la banda de menor intensitat que s’observa en la soca lisogena per al fag SE1
seria el reultat de I'amplificacié del DNA cromosomic de les cel lules on s’ha escindit el
bacteriofag per donar lloc a cicle litic. Tot i que aquestes cel lules es lisen, el seu
cromosoma queda intacte i pot ser usat com a motlle i amplificat per PCR. Aquest fet
ha estat descrit en altres situacions (Ubeda etal., 2005).

La PCR amb un oligonucleotid del genoma bacteria i un de pertanyent al fag, va
permetre observar una Unica banda d’amplificaci6 de la grandaria esperada,
aproximadament d'1,3 kb, en la soca lisogena. L’olionucleotid de la integrasa virica és
capag d’hibridar i amplificar juntament amb el de I'hoste, a diferencia de la mostra on
hi ha el DNA cromosomic de la soca salvatge que no conté el DNA viric (figura 3.30).
Aquestes PCR demostrarien que el fag SE1 s’integra en el cromosoma de S.
typhimurium, i que, a més, comparteix els mateixos llocs d’insercié que el fag P22, tant

en 'hoste (attB) com en el fag (attP).

192



A)

thrup
—_—
proA thr-w tRNA STMO0325
“\ I'I
thrdw UA1770
------------- < e
-—
intup SE1
thrup
—>
_m: --------- ] STM0325
-«— .
intup thrdw
UA1820
B) PCR PCR
(thrup/thrdw)  (thrup/intup)
08
© 3
5 o o
8 K « R &
® £ N~ © N~ [ce)
[&] -~ -~ ~ ~
s 4 < < < <
= a ) ) -] )

23,1kb

9,4 kb
6,5 kb

2,3 kb
2 kb

0,56 kb

Figura 3.30. A) Esquema del possible attB en el gen thr-w tRNA del cromosoma de S.
typhimurium i I'hipotetic attP per al bacteriofag SE1 proper a la seva integrasa i del procés
d’integracié, on hi han representats els oligonucledtids que es van utilitzar per les PCR de
comprovacio de la integraci6 del fag SE1. B) PCR de la comprovaci6 de la integracié del fag SE1,
com a control es va utilitzar la soca UA1770, soca no lisogena de S. typhimurium i com a soca
lisogena per al fag SE1 es va utilitzar la soca UA1820 (taula 2.1).
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Aquests resultats demostren que el bacteridfag SE1 seria el primer bacteriofag temperat
caracteritzat que s’integra al genoma del seu hoste, i que posseeix una proteina similar

a les de la familia de les ATPases relacionades amb la particié del DNA.

3.4.6. Analisi de I’efecte del mutant lisogen per SE1 orf23 en el manteniment

de la lisogénia

Per saber si la proteina Orf23 intervé en el manteniment del cicle lisogeénic del
bacteriofag es van calcular les freqiiéncies d’'induccié espontanies, és a dir, el nombre
de bacteriofags produits per una soca lisogena amb relacié al nombre de cél lules
formadores de colonies, tant de la soca lisogena per al bacteriofag SE1 salvatge
(UA1770) com de la soca lisogena per al bacteriofag SE1 mutant pel gen orf23
(UA1820). Es feren recomptes de viables i d"unitats formadores de calves, tot i prenent
mostres a diferents temps durant el creixement cel lular de les soques lisogenes.
Aquests experiments d’induccié espontania es van repetir tres vegades per a dos
mutants diferents, i ambdoés resultats foren equivalents. Només s’han representat els

resultants d"un dels dos mutants (figura 3.31).
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Figura 3.31. Representaci6 grafica de les freqiiencies d’induccié espontanies dels bacteriofags
SE1 wt (—e— ) i SE1 orf23 ( —=—). Els valors de l'eix d’ordenades s’han representat en escala
logaritmica.
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Amb les dades obtingudes es pot afirmar que les frequiencies d’induccié espontanies
per a ambdos tipus de bacteridfag son iguals, i es troba un punt maxim d’induccié
espontania per a tots dos després de dues hores que es fes la ressembra, per tant, al
principi de la fase exponencial, caracteritzat ja per aquest bacteriofag (Llagostera,

1983).

3.4.7. Analisi dels dominis de la proteina Orf23 i de la proteina cl del

bacteriofag SE1
3.4.7.1. Analisi comparatiu dels dominis de la proteina Orf23
El programa blastP (NCBI) vincula 1'Orf23, concretament el seu el domini amino

terminal amb la superfamilia ATPases involved in chromosome partitioning (Cell division

and chromosome partitioning) s’engloben proteines com ParA o Soj (figura 3.32).
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Figura 3.32. Esquema de l’alineament de la proteina Orf23 amb la base de dades de les proteines
utilitzant el programa blastP. S’hi ha especificat el valor E per a cada un dels alineaments.

Les proteines ParA formen un subgrup de la superfamilia d’ATPases. Els membres
d’aquesta familia contenen una variant del motiu A trobat en tots els enzims
involucrats en la hidrolisi d'NTP. Aquest motiu, que també es coneix com a caixa
Walker o P loop (bucle d'uni6 a fosfat), és el segiient: XXXKGGXXK(TS), on la X és
qualsevol aminoacid i entre paréntesis hi ha aminoacids alternatius (Motallebi-

Veshareh et al., 1990 i Koonin, 1993). Hi ha dos motius més identificats de les
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seqliencies aminoacidiques de les proteines ParA: I’A’ i el B. Aquests tres motius s’han
identificat en proteines que no formen part de la familia de partici6, algunes no tenen
una oObvia relacié funcional com els productes dels gens nif (fixacié de nitrogen), els
gens Vir (virulencia) i els gens ars (bombes d’anions ATP dependents) en bacteris.
Altres son les proteines involucrades en la selecci¢ del lloc septal (de Boer et al., 1989),
les quals tenen un classic motiu A.

Analisis filogenetics han mostrat que les proteines ParA poden ser definides per la
presencia o absencia d'una seqiiéncia aminoacidica N-terminal anterior al motiu A.
N’hi ha excepcions, pero, en general, aquelles amb una regié extensora amino terminal
son proteines plasmidiques o proteines de bacteriofags que no s’integren, i, aquelles
sense aquesta regié son cromosomiques. En aquesta regié N-terminal plasmidica o
fagica s’hi pot identificar un motiu d'uni6 HTH (Bignell i Thomas, 2001), no
identificable en el cas de les proteines cromosdomiques, tot i que, per exemple, la
proteina Soj de B. subtilis ha de tenir un motiu d"uni6 ja que reprimeix els promotors
dels gens d’esporulacié activats per SpoOA (McLeod i Spiegelman, 2005). L associacié
a la membrana és, a més, una propietat de moltes proteines ParA (Lin i Mallavia, 1998),
caracteristica compartida per la proteina MinD d’E. coli (de Boer et al., 1991). Les
proteines ParA i ParB cromosomals només sén necessaries sota circumstancies
especials, com per exemple, en la transicié de la fase exponencial a l'estacionaria en
medi minim, en P. putida (Lewis et al., 2002) o bé en situacions d’estres, durant
'esporulacid, en B. subtilis (Quisel et al., 1999).

Un quart motiu (C), concretament una regié hidrofobica, s’ha identificat a la proteina
ParA del pasmidi pCI2000 (Kearney et al., 2000). L’associaci6é a la membrana de les
proteines ParA (Soj) és promoguda pel complex ATP-ParA; en canvi, el complex ParA-
ADP es dissocia de la membrana i interacciona amb el DNA, ParB (SpoQJ) podria
afavorir l'intercanvi nucleotidic, és a dir, la dissociaci6 de 'ADP i la uni6 a ATP

(Sullivan i Maddock, 2000) (Surtees i Funnell, 2003).

Es va fer 'alineament de les seqiiéncies aminoacidiques de la proteina Orf23 del fag
SE1 i aquelles seqiiéncies de la familia ParA (Soj) relacionades en I'article de Bignell i
Thomas (2001); aixd0 va confirmar que la proteina Orf23 conservava els motius

aminoacidcs caracteristics d’aquesta superfamilia d’ATPases (figura 3.33).
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Figura 3.33. Alineament de la proteina Orf23 amb diverses proteines Par i Soj plasmidiques,

fagiques i cromosomiques. S’hi troben emmarcats els dominis H-T-H, A, A’, B, C i la seqiiéncia
del fag SE1.
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La proteina Orf23 del bacteriofag SE1 conserva tots quatre motius tipics: I'A, I’'A’, el Bi,
finalment el C (figura 3.33). Tot i que la proteina Orf23 no conserva homologia en els
aminoacids de I'extrem carboxi terminal, tots quatre motius tipics confirmarien que la
proteina Orf23 pertany a la superfamilia d’ATPases.

Caldria destacar que el producte genic Orf23 del bacteriofag SE1 no té I'extrem amino
terminal, helix-gir-helix, caracteristic de les proteines ParA dels plasmidis i de
bacteriofags que no s’integren al cromosoma del seu hoste; en aquest aspecte
s’assemblaria a les proteines ParA (Soj) cromosomiques. Per tant, la proteina Orf23 del
bacteriofag SE1 seria la primera proteina d’aquesta superfamilia d’ATPases

caracteritzada en un bacteriofag temperat que s’integra en el cromosoma del seu hoste.

Posteriorment, es van cercar totes les proteines ParA (Soj) citades en I’article de Bignell
i Thomas (2001) i en l'article de Yamaichi i Niki (2000) en el banc de dades
(www.tgr.org i www.ncbi.nlm.nih.gov), i s’alinea amb la proteina Orf23 i les proteines
homologues a ella per BlastX (NCBI). Seguidament, per poder saber on se situarien
evolutivament la proteina Orf23 i les relacionades amb ella respecte de les proteines
ParA descrites anteriorment, es va fer un arbre filogenetic amb totes elles utilitzant el

programa ClustalW (figura 3.34).

L’arbre mostra clarament una separacio entre les proteines plasmidiques, fagiques, les
cromosomiques i les proteines MinD, tal com s’havia reportat (Yamaichi i Niki, 2000), i
es pot observar com I'Orf23 se separa d’aquests grups formant un cluster independent.
Juntament amb 1'Orf23 s’agrupen les proteines de dos bacteriofags que també
s’integren al cromosoma de l'hoste, el retrofag phi-R73 i el profag Pfl i algunes

proteines cromosomiques.
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Figura 3.34. Arbre filogenetic de diferents membres de la familia ParA i MinD. Les proteines
homologues que pertanyen al grup cromosomal estan indicades amb verd i aquelles que
corresponen al grup extracromosomal, amb rosa. Els membres de la familia MinD estan
senyalats amb groc. La proteina Orf23 del fag SE1, encerclada amb vermell, i les similars amb
ella per BlastX es troben senyalades amb blau.

3.4.7.2. Analisi comparatiu del domini amino-terminal de la proteina cl

A B. subtilis el parell de gens s0j-spoQJ, equivalents als gens parA-parB respectivament,
tenen dues funcions diferenciades: la segregacié plasmidica o cromosomal i la
regulaci6 transcripcional. La proteina Soj inhibeix els gens d’esporulacié activats per la
proteina SpoOA (McLeod i Spiegelman, 2005) i permet 1'agregacié del complex SpoOJ-
ParS als pols. La proteina SpoQJ és necessaria per al moviment helicoidal de pol a pol
de la proteina Soj i la inhibeix; d’aquesta manera permet 'esporulacié. La unié d’ATP a
la proteina Soj és activada per SpoOJ i determina la localitzacié polar. Tanmateix, la
unié6 d’ADP a la proteina Soj fa que s'uneixi als promotors dels gens d’esporulacié
(Sullivan i Maddock, 2000 i Ogura et al., 2003). Un mutant defectiu pel gen soj en B.
subtilis no sembla que tingui cap efecte significatiu en la segregacié cromosomica, a
diferencia d'un mutant spoOJ; tanmateix, afecta la segregacié plasmidica i, molt

lleugerament, 1'esporulacié. Una possibilitat seria que el bulk del cromosoma dirigiria
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l'origen de replicacié per un cami per on el plasmidi no podria (Wu i Errington, 2002 i
Wu i Errington, 2003). Un mutant deficient en el gen spoOJ fa que hi hagi una inhibicié
de l'esporulacid, ja que deixa d’inhibir la proteina inhibidora Soj, perd6 un mutant
deficient en tots dos gens no afectaria 1'esporulacié per ra¢ de I'eliminacié de tots dos
inhibidors (Sullivan i Maddock, 2000).

A Thermus thermophilus la proteina SpoOJ és una proteina d'unié al DNA amb una
estructura similar al motiu HTH del domini d’uni6é al DNA del repressor cl del fag
lambda i el seu domini carboxi terminal és el domini responsable de la dimeritzacié de
la proteina (Leonard et al., 2004). L’activitat ATPasica de la proteina Soj és estimulada
per la proteina SpoQOJ o per un péptid de I'extrem N-terminal de la proteina SpoOJ. La
dimeritzaci6é de la proteina Soj i 'activacié involucra un motiu Lys/Arg conservat en
Soj, ParA i MinD i els seus moduladors SpoOJ, ParB i MinE, repectivament. Per
homologia a les GTPases Ffh/FtsY, s’ha suggerit que la dimeritzacié de Soj i la seva
regulaci6 representa un interruptor biolodgic conservat (Leonard et al., 2005).

Es va buscar si el motiu Lys/Arg (K/R) es trobava en la seqiiencia aminoacidica de la
proteina repressora cl del fag SE1 i s’alinea amb I’extrem amino terminal de les

proteines SpoOJ comparades pel Leonard en el seu article (figura 3.35).

Thermus SRKP--SG R[cLE------- LPKTG--- 20
Deinococcus SKKS--S- Rl*LD------- LTKKGE-- 20
Clostridium NKKG- - G- R[cLN------- IVvVDTDV-- 20
Listeria AK----G- KI“ITN------- FNNVDTNE 20
Bacillus AK----G- KIEIN- - - - - - - FNQVDLSE 20
Wolbachia KDD- - - RR R[*“LA------- G 1GDNYD-- 20
Bartonella NDDQSKKR RIELA- - - - - - - IGD- - - - - 20
SE1 KKETLSDR ! NKIAMELAGMSQG AKASGVAQ 32

Figura 3.35. Alineament dels extrems amino terminals de diverses proteines SpoO]J i la proteina
cl del bacteriofag SE1. S’hi troben enmarcats els residus Lys/ Arg (KR) conservats.

En I'alineament es va poder observar que la proteina cl conservaria el motiu catalitic i
basic Lys (K), en el seu extrem amino terminal, tal com és el cas de les proteines SpoOJ,
MinE i FtsA. S’especula que Spo], FtsA i MinE podrien compartir un mecanisme
conservat d’activacié de la hidrolisi o d'intercanvi de nucleotid a les seves respectives
parelles Soj, FtsY i MinD. El fet que la proteina cI conservi el residu de la Lys en el seu

extrem amino terminal i que el bacteriofag SE1 tingui la proteina Orf23 que pertany a
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la familia d’ATPases involucrades en la particié cromosomal podria suggerir una
relacié entre aquests tipus de proteines i, per paral lelisme, podria ser que la proteina
cl interaccionés amb la proteina Orf23 del bacteriofag SE1 i activés, d’aquesta manera,
I'activitat ATPasica o I'intercanvi de nucleoid.

Aquest parentiu entre proteines tan distants podria afavorir la teoria evolutiva entre la

inducci6 profagica il'esporulacié (Lewis et al., 1998).

3.4.8. Assaigs d’induccio del bacteriofag SE1 salvatge i del bacteriofag SE1

mutant pel gen orf23 amb mitomicina C

Per analitzar el possible efecte de la mutaci6 en el gen orf23 en una situaci¢ d’estres, es
realitzaren assaigs amb mitomicina C (40 pg/ml) i sense (Wing, 1968), producte
inductor del sistema de reparacié SOS. En aquests experiments es va fer un tractament
continu de les soques lisogenes per al fag SE1 salvatge i per al mutant orf23. Es
comptabilitzaren, tant la concentracié cel lular (cfu) com la fagica (pfu) a diferents
temps (cada mitja hora i fins a les dues hores) després de 1’addicié de la mitomicina C.
Es repetiren tres vegades aquests experiments per dos mutants diferents, on
s’obtingueren resultats equivalents, i dels quals només s’ha representat un cas (figura

3.36).
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Figura 3.36. A) Representaci6 grafica del creixement cel lular (cfu). B) Representacié grafica de
la induccié fagica (pfu). Hi sén representades les soques lisogenes per al bacteriofag SE1
salvatge amb tractament amb mitomicina C ( ) i sense (——) i, per al bacteriofag SE1 orf23,
també amb tractament amb mitomicina C (—¢—) i sense (—%—). Els valors de I'eix d’ordenades
s’ha representat en escala logaritmica.
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Tal com ja s’havia caracteritzat anteriorment (Llagostera, 1983), les dades obtingudes
amb del tractament mostren que la induccié fagica deguda al dany generat per aquest
agent té lloc entre els minuts 40 i 60 després de 'addici6 de I’agent inductor.

En el cas de la soca lisogena per al fag SE1 orf23 es va observar que hi havia un
augment de més d’un ordre de magnitud de bacteridfags formadors de calves respecte
de la soca lisogena per al fag SE1 wt i, com a conseqiiéncia, una major disminucié de
les cfu en el mutant. Es a dir, en la induccié fagica per un mutagen, el fag SE1 mutant
s’'indueix més facilment que un de salvatge per al gen 0rf23, és a dir, es desestabilitzaria
el fag.

Es va calcular la freqtiencia d'induccié en cada temps on s’havia pres mostra per poder
analitzar millor totes aquestes dades i veure directament com afecta la mitomicina C a

la freqiiencia d'induccié en tots dos bacteriofags (figura 3.37).
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Figura 3.37. Representaci6 grafica de la freqtiencia d'induccié espontania. Hi son representades
les soques lisogenes per al bacteriofag SE1 salvatge amb tractament amb mitomicina C ( )i
sense (—®— ) i per al bacteriofag SE1 orf23 també amb tractament amb mitomicina C ( —%—) i
sense (—=—). Els valors de I'eix d’ordenades s’ha representat en escala logaritmica.

El tractament amb un agent mutagenic com la mitomicina C va permentre observar un
augment de més d’un ordre de magnitud en la freqiiencia d’induccié del cicle litic en la
soca lisogena per al fag mutant per al gen 0rf23 respecte d'una soca lisogena per un fag
salvatge després del minuts 40-60 del tractament. Semblaria que en el mutant
augmenta la inestabilitat fagica, és a dir, és més facil la seva inducci6é. Aquest fet

indicaria que la proteina Orf23 afavoriria el manteniment de la lisogenia davant una
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situacié d’estres. L'efecte d’aquesta proteina produiria una inhibicié del cicle litic i
actuaria de modulador de l'interruptor genétic, afavorint o activant el gen cl, o b¢,
inhibint o reprimint el gen cro.

De tota manera, no s’havien apreciat diferencies en les freqiiéncies d’induccié
espontanies entre el fag SE1 salvatge i el mutant orf23, aixi que podria ser que la
diferencia observada amb el tractament amb mitomicina C fos un efecte col lateral de
la interacci6 entre aquesta proteina i la proteina cl i no un efecte de la funci6 especifica
de la proteina Orf23 en el regulador geneétic. Aixi, en el cas de la induccié amb
mitomicina C la interaccié entre ambdues proteines podria fer que una fraccié de la
proteina cl no fos tan facilment accessible a la coproteasa RecA* activa en la resposta
SOS i, per tant, disminuiria 1’autoproteolisi de la proteina cI. Com a conseqiiéncia,
disminuiria la induccié profagica. Per aixo s’observa que en el mutant SE1 orf-23
augmentava la induccié per la possible absencia d’interacci¢ i, per tant, podria haver-hi
una facilitacié de 'accés de la proteina RecA* al repressor cl; s'induiria d’aquesta
manera el cicle litic (figura 3.37). Aquest fet afavoriria la hipotesi exposada

anteriorment d'una possible interaccié entre la proteina cl i Orf23.
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. Conclusions

La seqiiencia completa del genoma del bacteriofag SE1 és de 41.941 pb i codifica
67 possibles polipeptids.

El genoma del bacteriofag SE1 presenta una distribucié modular agrupant els
seus gens en 7 unitats funcionals o moduls implicats en conversié lisogenica,
integracid/escissid, recombinacié, regulacié genica, replicacid, lisi cel lular i

morfogenesi.

El genoma del bacteridfag SE1 presenta una estructura de mosaic on els orf
s’assemblen als gens homolegs d’altres fags membres de families com
Podoviridae, Siphoviridae, Myoviridae i, fins i tot, Inoviridae. La similitud a nivell
d’organitzacié genetica i de productes genics permet definir el fag SE1 com a

membre del grup dels fags lambdoides.

El bacteriofag SE1, a diferéncia del bacteridfag P22, no presenta una regi6 imml
completa, conserva tan sols el gen mnt. Els gens arc i ant, i el gen sieA, adjacent a
aquesta regio, son absents en aquest fag, i mostren la pérdua d’aquests gens per

reorganitzacié génica durant el procés evolutiu.

El genoma del fag SE1 presenta una disminucié del percentatge de GC a la
regié que compren els gens involucrats en la seroconversio, i s’evidencia que
aquests gens podrien provenir d'una transferéncia genica lateral, des d’un altre

fag o bacteri.

L’abséncia de l'taltim domini transmembranal i, sobretot, de 1'altim bucle
periplasmatic de la glucosiltranferasa GtrC del bacteriofag SE1 seria la
responsable que una soca de Salmonella enterica serovar Typhimurium lisogena

per al fag SE1 pugui ser infectada pel fag P22.

L'operador de l'esquerra del bacteriofag SE1 és format tan sols per dos

operadors (Or1 i Or2), a diferencia dels tres operadors que presenten altres fags
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lambdoides. Aquesta degeneracié mostraria una divergencia evolutiva en

aquests operadors que tan sols controlen un tnic promotor.

La seqiiencia consens dels motius d’uni6 de la proteina cl del fag SE1 és:

AtANstTNSTATT.

El gen orf23, que esta inclos en la unitat transcripcional on hi ha presents els
gens cl i l'orf24 codifica un possible regulador que conserva els motius
aminoacidics caracteristics de la familia de les ATPases involucrades en la

particié cromosomica.

La proteina Orf23 del fag SE1 juntament amb altres proteines homologues
presents en altres bacteridfags o en cromosomes bacterians formen un cluster
diferenciat dins de la familia de les ATPases involucrades en la particié

cromosomica.

Una soca de Salmonella enterica serovar Typhimurium lisogena pel bacteriofag
SE1 mutant en el gen orf23 presenta un augment de I'eficiencia d’induccié
profagica en presencia de mitomicina C, possiblement com a conseqtiéncia de la
modulacié que exerceix 1'Orf23 sobre cl o d’una absencia d’interaccié entre la

proteina cl i la proteina Orf23.
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