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RESUMEN

Caracterizacion de la proteina PE_PGRS1 de Mycobacterium tuberculosis

La secuenciacidén del genoma de Mycobacterium tuberculosis, agente causal de la tuberculosis,
revel6 la existencia de casi 100 genes que poseen los aminoacidos Prolina y Glutamico (PE), en el
extremo N-terminal, al que se le denomin6 PE. Este dominio esta unido a una region rica en residuos
de Glicina y Alanina (PGRS). Debido a la composicién y estructura de la pared celular de la
micobacteria y a la abundancia de proteinas secretadas al medio extracelular, algunas de ellas con
motivos LPXTG como proteinas de la subfamilia PE_PGRS, se ha planteado que estas proteinas
podrian ser procesadas por un mecanismo de secrecion similar al que presentan algunas bacterias
Gram-positivas. La enzima responsable de este mecanismo en Staphyloccocus aureus es la Sortasa
A (SrtA), la cual transloca proteinas del citoplasma para anclarlas a la pared celular. El objetivo de
este trabajo fue caracterizar en la proteina PE_PGRS1 de M. tuberculosis H37Rv la presencia del
péptido LPNTG, como blanco de reconocimiento y corte especifico por la SrtA de S. aureus. En este
trabajo, se obtuvieron en forma recombinante la proteina PE_PGRS1 y la enzima SrtA. El gen
pe_pgrs1 fue amplificado por PCR, clonado en el vector pET15b fusionado a un tallo de histidina
(6His) y expresado en Escherichia coli Rosetta. Las proteinas fueron purificadas por cromatografia
de afinidad a niquel, cuantificadas, transferidas a membranas de PVDF e incubadas por Western-
blot con anti-6His y anti-PE_PGRS33. Se establecieron las condiciones del ensayo in vitro y se
evalud la actividad enzimatica especifica de la SrtA sobre la PE_PGRS1. En el ensayo se detectd la
presencia del fragmento PE (18.9 kDa) de la PE_PGRS1 a partir de las 2 h de actividad enzimatica
con anti-6His y anti-PE33. El péptido LPNTG de la PE_PGRS1 es blanco de procesamiento
especifico por la SrtA, ya que al eliminar el Calcio del buffer de reaccién, requerido para la actividad
de la SrtA, estos fragmentos no son generados. Estos resultados sugieren la posibilidad de la
existencia de un sistema de anclaje de proteinas en M. tuberculosis, que requiera la actividad de una
transpeptidasa con la funcion de la SrtA de S. aureus.

Palabras clave: Mycobacterium tuberculosis, PE_PGRS, secrecion de proteinas, SrtA, ensayo in
vitro, actividad enzimatica.
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1.1 Historia de la tuberculosis humana.

La tuberculosis (TB) es una de las enfermedades mas antiguas que afectan al género humano,
debido a que se piensa que es la causante de las anormalidades esqueléticas que han sido
reconocidas en los huesos de un hombre neolitico (5000 a. C.) y en cuerpos momificados de tumbas
egipcias (3000-2400 a.C.) [2. Recientemente, las secuencias especificas de DNA para
Mycobacterium tuberculosis fueron identificadas en las lesiones de una momia peruana pre-
colombina (1000 a. C.) Bl. Ademas, los antiguos textos médicos de India y Grecia hacen mencion de
la TB y los textos mesopotamicos del siglo VIl a. C. describen procedimientos para el tratamiento de
los tipos pulmonar y linfatico de la enfermedad ..

Clinicamente, la TB fue descrita por Hipocrates (460-370 a. C.) quien aplicé el nombre de tisis a
esta enfermedad ['5. Su permanencia alcanzé proporciones epidémicas durante el siglo XVIII
cuando los médicos describieron diferentes formas de TB y su transmision de persona a persona,
pero la capacidad infecciosa de la enfermedad no fue probada sino hasta 1865 ['l. En 1882, Koch
inoculd animales con la bacteria que aislo de material humano, probando asi, que un agente
infeccioso es la causa de la enfermedad . Ademas, en 1890 descubri6 la tuberculina, proteinas
obtenidas del medio de cultivo de la bacteria, la cual fracasé como una posible vacuna contra la TB y
que actualmente es utilizada como una prueba diagnostica efectiva 49! (Figura 1). Hasta entonces
tres hechos esenciales eran conocidos en la TB: la clinica, la anatomia patoldgica y la bacteriologia,
que posteriormente junto con la aplicacion del descubrimiento de Rontgen en 1898, el

radiodiagnostico, conformaron los cuatro pilares de la tisiologia 1.
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Figura 1. Koch y la tuberculina. Fotografia de Hermann Heinrich Robert Koch (1843-
1919) [izq] y la prueba de la tuberculina (PPD) [der]. El 24 de marzo de 1882 ante la
Sociedad de Fisiologia de Berlin, en su presentacion “Die Aetiologie der Tuberculose” dio
a conocer su sensacional descubrimiento, desde entonces en esa fecha se celebra cada

afio el Dia Mundial de la Tuberculosis. Figura tomada y modificada de [61.

En 1908, Mantoux modificé la forma de aplicar la tuberculina de manera cutanea a intradérmica
y en 1941, Seibert propuso el empleo del derivado proteico purificado (PPD, por su sigla en inglés)
como un método estandar de diagndstico de la TB [l Los descubrimientos de la estreptomicina en
1944, el &cido para-amino salicilico en 1946 y la isoniazida en 1952 dieron lugar a la primera cura
efectiva de la TB [/l. En 1960, Riley y Stead realizaron descripciones de la transmision aérea de la
infeccion y de la reactivacién de la infeccion latente, lo cual amplié el conocimiento de la
epidemiologia y la patogénesis de esta enfermedad 1.

Hoy en dia, la TB no se manifiesta en niveles epidémicos, pero continla siendo un problema
médico en ciertos ambientes 1. La causa mas probable de su incremento, ha sido el aumento en el
numero de personas infectadas con el virus de inmunodeficiencia humana (HIV, por su sigla en inglés),
asi como la aparicion de bacterias drogo-resistentes 9. La infeccién por HIV promueve la
reactivacion de una infeccion TB previa o la susceptibilidad a una infeccion TB primaria (. Cuando el
tratamiento de la TB es inadecuado o se interrumpe, resulta favorecida la manifestacion de

resistencias adquiridas a los medicamentos antituberculosos [l

1.2 Epidemiologia de la tuberculosis humana.

La TB es una enfermedad infecciosa causada por un so6lo agente del complejo homédnimo
Mycobacterium tuberculosis, en donde también se encuentran Mycobacterium africanum,
Mycobacterium bovis, Mycobacterium canettii, Mycobacterium microtti y Mycobacterium pinnipedii '],
Se ha reportado que es responsable de un estimado de 2.5 millones de muertes por afio y existen de
7 a 8 millones de nuevos casos anuales en todo el mundo [:10. En 2007, la Organizacién Mundial de
la Salud (WHO, por su sigla en inglés) reporté que el nimero estimado de nuevos casos de TB fue de

9.27 millones comparado con los 9.24 millones de casos en 2006 ['". Con este dato la tasa de

2
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incidencia se estim6 alrededor de 139 por cada 100,000 personas (Figura 2) y de estos nuevos
casos un estimado del 44% o 4.1 millones (61 personas por cada 100,000) estan secretando M.
tuberculosis capaz de infectar a mas personas [''.12, Ademas en el mismo afio, la WHO estim6 13.7
millones de casos prevalentes y 1.3 millones de defunciones, sin incluir las 456,000 muertes por TB
asociada a la infeccion por el HIV'y los 0.5 millones de casos multi-resistentes [2.

Diferencias en la epidemiologia de la TB son observadas entre las naciones en vias de
desarrollo y las industrializadas. En paises donde el nivel de vida es bajo y los recursos de salud son
escasos, el riesgo reciente de la infeccion es alto y el 80% de los casos involucran personas en su
edad productiva (15-59 arios) [":13], Por otro lado, en paises econdmicamente desarrollados donde se
ha registrado que disminuye progresivamente la incidencia de la TB, el riesgo anual de la infeccion
es bajo [.13. Contrario a lo esperado, ningun pais ha alcanzado la fase de eliminacion y en ningln
sector de la sociedad se puede decir, con certeza, que la TB ha sido erradicada [81. La mayoria de los
casos de TB se originan como resultado de una reactivacion endogena de la enfermedad durante la
vejez (igual o mayor a los 65 afios de edad) de infecciones adquiridas en edades tempranas y la
actividad de la enfermedad se manifiesta en pacientes jovenes, usualmente en minorias raciales y

étnicas, 0 asociados a la infeccion por HIV [7.13],

’/‘, Estimated number of
/ . new TB cases (all forms)
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Figura 2. Niimero de nuevos casos de tuberculosis humana en todas sus formas a

nivel mundial. En el mapa se muestran los intervalos del numero estimado de nuevos
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casos de TB a la WHO por 196 paises o territorios en el afio 2007. En estos paises vive el

99.7% de la poblacion mundial. Figura tomada y modificada de 12,

La TB es un problema de salud publica mundial y México no es la excepcion. De acuerdo con la
informacién disponible en el Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica (SINAVE) la incidencia de
esta enfermedad ha disminuido, aunque la TB continla presentandose con mas de 17 mil casos
nuevos Yy cerca de dos mil defunciones cada afio, lo que representa una importante pérdida de afios
potenciales de vida productiva y por consiguiente, un obstaculo para el desarrollo socioeconémico
del pais [, La TB sigue siendo mas frecuente en los varones (razén hombre: mujer 1.5:1), aunque
varia de un estado a otro, lo que puede deberse a factores sociales y de comportamiento, ya que en
la edad pediatrica practicamente no existe diferencia (razon 1.1:1, respectivamente) (191,

En lo referente a mortalidad en México, en 2006 se registré una tasa de 1.8 por cada 100,000
habitantes (1,896 defunciones) lo que refleja una disminucién importante respecto a 1997, cuando se
registraron 3,663 defunciones (tasa de 3.9) ['3]. De acuerdo a su distribucidn geografica, las entidades
federativas con el mayor nimero de defunciones por TB pulmonar fueron Baja California (234),
Chiapas (204), Veracruz (168), Jalisco (120) y Nuevo Leon (120) que, en conjunto, concentran el 45%
de las defunciones ['9l. Por otro lado, las localizaciones extrapulmonares frecuentes de la TB en
México son la ganglionar (5%), intestinal y peritoneal (1.5%), miliar (<1%) y meningea (<1%), estas

dos ultimas presentaciones de TB representan las formas de la enfermedad de mayor gravedad [5.13,

1.3 Patogenia e inmunidad de la tuberculosis humana.

La TB, como toda enfermedad infecto-transmisible, es el resultado de la triada epidemioldgica y de
las relaciones establecidas entre sus elementos: el agente, el hospedero y el ambiente . M.
tuberculosis es el agente infeccioso de la TB, con forma de bacilo curvo, ligero y delgado de 1-4 ym
de largo por 0.4-0.8 ym de ancho, que es aerobio facultativo 571 (Figura 3). Pertenece al complejo M.
tuberculosis, Género Mycobacterium, Familia Mycobacteriaceae, Suborden Corynebacterineae,
Orden Actinomycetales, Subclase Actinobacteridae, Clase Actinobacteria y Divisién Actinobacteria

(161, Los actinomicetos son bacterias Gram-positivas con un alto contenido de nucleétidos G + C en



INTRODUCCION | 1

su DNA, tienen un conjunto de caracteristicas morfolégicas que comprenden desde especies que se
dividen por fision binaria, como Corynebacterium spp., hasta especies con envoltura celular inusual y
algunas ramificadas, como son Mycobacterium spp. y Nocardia spp., asi como especies altamente
ramificadas y filamentosas como Streptomyces spp [Y7l. En comparacion con otras bacterias Gram-
positivas, M. tuberculosis tiene una pared celular con un alto contenido de lipidos, capaz de retener
colorantes aun después del tratamiento con soluciones &cido-alcohdlicas, por lo que se conoce

como bacilo acido-alcohol resistente 571,

Figura 3. El agente de la tuberculosis. El bacilo tuberculoso, Mycobacterium

tuberculosis (MTB). Figura tomada y modificada de '8l

M. tuberculosis se transmite via aérea por particulas pequefias que son producidas cuando las
personas con TB pulmonar y laringea, tosen, estornudan o hablan, la infeccién ocurre cuando una
persona susceptible inhala estas particulas que contienen a los bacilos tuberculosos . El érgano
blanco de la enfermedad es el pulmén, en el que los bacilos son fagocitados por macréfagos
alveolares como primer paso de la entrada celular 15131, Si los macréfagos no destruyen o inhiben la
multiplicacion, se convierten en el nicho donde se reproduce esta bacteria ['3. Los macréfagos
infectados y los monocitos circulantes secretan enzimas proteoliticas generando una lesion exudada,
la activacion de los fagocitos mononucleares influye en la formacion de un granuloma en el tejido
pulmonar con la posible activacién de las células T 131, Esta activaciéon da lugar al ataque de
inmunidad mediada por células, la produccion de citocinas son responsables no solo para el control
0 progresion de la enfermedad, sino también de la patogenicidad de la infeccidn 2131, Finalmente, los

granulomas pueden perder la barrera que los limita y abrirse a los espacios alveolares, descargar su

5
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contenido y éste ser expulsado por las vias respiratorias altas al ambiente y en las secreciones

denominadas esputos, cerrando asi el ciclo de la enfermedad ©! (Figura 4).
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Figura 4. Caracteristicas principales de la tuberculosis desde la infeccion hasta la
defensa del hospedero. Existen tres posibles efectos de la infeccidn del hospedero
humano por M. tuberculosis (MTB). a) La frecuencia de la infeccién fallida, que resulta en
la cura espontanea, es desconocida pero se asume que es minima. b) En el hospedero
inmunocomprometido, la enfermedad puede desarrollarse directamente después de la
infeccion. ¢€) En la mayoria de los casos, las micobacterias son contenidas inicialmente y
la enfermedad se desarrolla mas tarde como resultado de una reactivacion. El granuloma
es el sitio de la infeccion, persistencia, patologia y proteccion. Las células T efectoras
(incluyendo las CD4*y CD8* convencionales, y las no convencionales, como las células T
v0, y las doble-negativas o CD4/CD8 positivas que reconocen al antigeno) y los
macroéfagos participan en el control de la TB. El interferén-y (IFN-y) y el factor de necrosis

tumoral-a (TNF-q), producidos por las células T, son importantes para activar a los
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macrofagos. Esta permite la maduracion fagosomal y la produccién de moléculas
antimicrobianas como los Intermediarios Reactivos de Nitrégeno (RN/) e Intermediarios

Reactivos de Oxigeno (ROI). LT-a3, linfotoxina-a3. Figura tomada y modificada de [0,

1.4 Secuencia del genoma de Mycobacterium tuberculosis.

Los miembros del complejo M. tuberculosis presentan el 99,95% de identidad gendmica entre si [16],
En los genomas completos de algunos de ellos, como son M. bovis, M. bovis BCG, M. tuberculosis
H37Ryv, entre otros, se encontrd un par de familias de genes redundantes que ocupan porcentajes
importantes en relacion con el nimero de genes (cerca del 10%) y con la longitud de las secuencias
codificantes dedicadas a éstos (méas del 4% del total de proteinas) 216.19]. Estas familias han sido
denominadas PE (Pro-Glu) y PPE (Pro-Pro-Glu), ambas se encuentran sobre-representadas en los
genomas de micobacterias patégenas integrantes de este complejo 15191,

La cepa M. tuberculosis de laboratorio H37Rv fue aislada por primera vez en 1905, es patdgena
y ampliamente usada en la investigacion de la TB 20, Con la secuenciacién y anotacién del genoma
de esta cepa se reveld la existencia de casi 100 genes que contienen una secuencia altamente
homéloga con los amino&cidos (aa) Pro y Glu (PE) en las posiciones 8 y 9 [20-22], Estas secuencias
codifican para proteinas de alrededor de 110 aa de su extremo amino denominado domino PE y que

por su estructura gendmica pueden ser subdivididas en tres clases [20-22] (Figura 5).
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Figura 5. Mapa circular del cromosoma de M. tuberculosis H37Rv. El circulo exterior
muestra la escala en Mb (Mega bases), con el cero representando el origen de
replicacion. Las flechas indican: miembros de la familia PPE [cuarto anillo], miembros de
la familia PE (excluyendo PGRS) [quinto anillo] y secuencias PGRS [sexto anillo]. El

histograma [centro] representa el contenido G + C. Figura tomada y modificada de [22.

La clase | esta compuesta por 29 proteinas que contienen unicamente el dominio PE (subfamilia
PE), la clase Il con 8 proteinas donde el dominio PE incluye una regién C-terminal con una secuencia
unica de 400 aa en promedio (subfamilia PE de secuencia Unica) y en la clase Ill con 67 miembros
presentes en M. tuberculosis H37Rv, el dominio PE se encuentra unido a un dominio en el C-
terminal, rico en residuos de glicina (Gly-~40%) y alanina (Ala-25%), que es una secuencia repetida
polimérfica de longitud variable 152021, Este dominio ha sido referido como “secuencias repetidas
polimorficas ricas en GC” (PGRS, por su sigla en inglés) con la secuencia consenso repetida
CGGCGGCAA vy el nombre “PE_PGRS” es usado para los miembros de esta subfamilia con
aproximadamente 1900 aa, de los cuales mas del 50% puede ser Gly [192023 (Figura 6). Las
proteinas PE_PGRS no sélo se encuentran en M. tuberculosis sino también en otras micobacterias
patdgenas, como Mycobacterium marinum, Mycobacterium gordonae, Mycobacterium kansasii, M.
bovis y de forma especifica, en Mycobacterim leprae se encontrd un numero importante de
secuencias PE_PGRS en forma de pseudogenes [923. Esto sugiere que probablemente estas

proteinas estan relacionadas con la sobrevivencia de la micobacteria dentro de su hospedero (9.

170-588 aa
Unique sequence

~ 110 aa 40-1680 aa 7-314 aa

[ 1 W roes G

Figura 6. Familia de proteinas PE de M. tuberculosis H37Rv. Clasificacién de la familia
de proteinas PE: subfamilias PE, PE de secuencia Unica y PE_PGRS (con repeticiones

de residuos -GGA- y ~GGN-). Figura tomada y modificada de (22,
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Las funciones de las proteinas de la familia multigénica PE es un area de intenso interés en la
investigacion de la patogenia de la TB 2. La abundancia de genes muy similares en las
micobacterias sugiere que los productos de esos genes desempefian una funcién importante en la
homeostasis de la célula micobacteriana o como auxiliar en la sobrevivencia del organismo en el
ambiente del hospedero 20, Al analizar comparativamente diferentes cepas secuenciadas de
micobacterias miembros del complejo M. tuberculosis entre ellas, M. tuberculosis H37Rv y M. bovis
BCG, se han encontrado eventos de insercion y delecién, asociados principalmente al dominio
PGRS [24, Lo anterior sugiere que las proteinas PE_PGRS podrian funcionar como posibles fuentes
de variacién antigénica entre los distintos miembros de este complejo 4. Con la notable
redundancia de las proteinas PE_PGRS en M. tuberculosis y la presencia de estas proteinas en
otras especies patdgenas relacionadas, como Mycobacterium ulcerans y M. marinum, se ha
sugerido que pueden desempefiar una importante funcién inmunologica en M. tuberculosis 124.29],
Evaluando la respuesta inmune inducida por la proteina PE_PGRS33 y el dominio PE33 por
separado, durante la infeccion por M. tuberculosis en un modelo murino, se confirmd que la
respuesta inmune humoral esta dirigida hacia epitopes o determinantes antigénicos (regiones de una
proteina que son reconocidas por anticuerpos) localizados en el dominio PGRS de la proteina completa
23], Por otra parte, sélo la reestimulacion in vitro de esplenocitos murinos inmunizados con el PE33,
generd la secrecién de IFN-y, sugiriendo que éste induce una respuesta inmune celular efectiva (9],

Las técnicas de gendmica y protedmica son ampliamente aplicadas al estudio de M. tuberculosis
y proveen informacion clave relacionada con el reconocimiento inmune, las vias metabdlicas, la
regulacién global y la localizacidn de las proteinas 1261, Tal es el caso de las proteinas PE_PGRS a
las que se les atribuye una posible funcion estructural, lo cual no ha sido posible demostrar de forma
contundente. Recientemente en M. tuberculosis H37Rv se ha identificado la Wag22, proteina de la
subfamilia PE_PGRS, en el filtrado de cultivo de bacterias cultivadas por 3 semanas en medio

Sauton y la PE_PGRS56 en la fraccién de membranas de cultivos de 2 semanas en medio GAS [,

1.5 Localizacion celular de las proteinas PE_PGRS de Mycobacterium tuberculosis.

La asociacién de los dominios PE con las repeticiones de Gly y Ala en el dominio PGRS de las

proteinas PE_PGRS podria modular la estabilidad del dominio PE y explicar el porqué estas

9
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regiones se encuentran con frecuencia unidas a los dominios PGRS [20. El andlisis de la proteina
PE_PGRS33 mostr6 que el dominio PE es necesario para la localizacién en la pared celular de la
micobacteria, ademas la PE_PGRS completa, y no el dominio PE, afecta la forma de la bacteria y la
morfologia de la colonia cuando el gen pe_pgrs33 (Rv1818c) esta sobreexpresado en M. tuberculosis
y Mycobacterium smegmatis [24. La sobreexpresion de este gen causa un significante cambio en el
tamario celular de 1.5-2 um hasta 6-10 um de largo y en el tamafio de la colonia, siendo menor que
los controles, en ambos casos [24] (Figura 7). De este estudio se obtuvo una consistente observacion
de que esta proteina se localiza en la superficie celular y que podria ser un componente estructural
de la pared celular 24271, Uniendo los dominios, los resultados indican que las proteinas PE_PGRS y
PE pueden estar asociadas a la pared celular de la micobacteria e influir en la estructura celular, asi

como en la formacion de las colonias micobacterianas 241,
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Figura 7. Efecto de la sobreexpresion del gen pe_pgrs33 sobre la morfologia micro-
y macroscdpica en micobacterias. A) Analisis por microscopia electrénica de la cepa
recombinante M. tuberculosis pMV1818cPE-PGRS, |a imagen muestra la cepa
recombinante sobreexpresando el gen pe_pgrs33, crecida en medios solido por mas de
26 dias. Escala 2 ym (esquina inferior izquierda). B) Efecto sobre la morfologia de la
colonia resultado de la sobreexpresion de la PE_PGRS33 y PE33. El diagrama muestra el
didmetro de la colonia en M. smegmatis y M. tuberculosis crecidas en medio sélido por 7

y 30 dias, respectivamente. Figuras tomadas y modificadas de (24,

En otro estudio, se demostrd que la insercidon de un transposén (secuencia de ADN que puede

moverse por si misma a diferentes partes del genoma) del gen ortologo pe_pgrs33 encontrado en M.

10
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bovis BCG Pasteur, induce el crecimiento disperso y una reduccion de la infeccion de macréfagos
28], Al complementar esta mutante con el gen silvestre, se restaur6 tanto el crecimiento aglutinado
como la infectividad de macrofagos. Estas evidencias sugieren que algunas proteinas PE_PGRS
pueden ser expresadas por las micobacterias y podrian estar localizadas en la superficie celular,
donde pueden influir en las interacciones entre micobacterias y de éstas con macréfagos (28! (Figura
8). El andlisis por Western-blot utilizando antisuero contra la proteina PE_PGRS33, mostré que las
proteinas PE_PGRS se encontraron en lisados celulares de M. bovis BCG Pasteur y M. tuberculosis
H37Ra y en la fracciéon de la pared celular de M. tuberculosis H37Rv [%8]. Estudios con marcaje
fluorescente de micobacterias, indican que ciertas proteinas PE_PGRS pueden estar localizadas en
la superficie celular de M. bovis y M. tuberculosis [28. Tomando juntos los resultados anteriores, se
ha propuesto que proteinas PE_PGRS influyen en las interacciones de la superficie celular entre las
micobacterias y de las micobacterias con macrofagos 1281,
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Figura 8. Efecto de la ausencia del gen pe_pgrs33 en el crecimiento fenotipico de M.
bovis y su infectividad a macréfagos. A) Comparacion de los patrones de crecimiento
fenotipico de la linea BCG-Pasteur, la mutante mc21525, la mutante mc21525
transformada sélo con el vector pMV1-18 y la mutante mc21525 transformada con el
vector pMV1-23 que incluye al gen pe_pgrs33 (Rv1818c). Cultivos de UFC similar en
medio 7H9 e incubado a 36°C por 12 dias. B) Comparacion de la infeccién de la linea
celular de macréfagos J774 por BCG-Pasteur, la mutante mc21525, la mutante sélo con el
vector y la mutante mc21525 con el gen pe_pgrs33 (Rv1818c). Incubadas con 2 x 105
células por monocapa durante 4 h. Figuras tomadas y modificadas de 28],
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A partir de lo anterior, se cree que las proteinas PE_PGRS también contienen un supuesto
dominio transmembranal, lo cual sugiere que éstas pueden estar insertadas en la pared celular de la
micobacteria [28], Se ha demostrado que el dominio PE de la proteina PE_PGRS33 y la PE11 (una
proteina constituida por el dominio PE unicamente) contienen la informacién necesaria para su
localizacidn en la pared celular y pueden ser usadas en fusiones N-terminal para exponer dominios
de proteinas unidos a extremos C-terminal en la superficie celular de micobacterias 22 1. Asimismo,
se demostré que la PE_PGRS33 y la Rv3097c (una lipasa perteneciente a la familia PE) estan
expuestas en la pared celular de M. smegmatis (2%, Ademas, se descubrid que la PE_PGRS33 es
faciimente extraible por detergentes, sugiriendo su localizacién en la membrana externa de la
micobacteria (2%, Mas alla de determinar la localizacion de las proteina PE_PGRS y la funcién de sus
dominio PE, esta informacion permite la posibilidad de construir micobacterias recombinantes que
expresen antigenos heterdlogos (antigenos provenientes de otras especies) superficiales para la

generacion de vacunas contra la TB [29],

1.6 Estructura de la envoltura celular de Mycobacterium tuberculosis.

En general, las envolturas bacterianas son esenciales para dar proteccion y soporte celular y
también presenta mecanismos que permiten o impiden, el transporte de sustancias entre la célula
bacteriana y su ambiente 0. En patogenos, proveen la inter-fase vital entre la bacteria y el
hospedero, resistiendo los mecanismos destructivos y probablemente modificando el
comportamiento de las células del hospedero a favor de la bacteria 13l Existen similitudes notorias
entre las envolturas de la mayoria de las bacterias, por lo que la principal divisidn estructural es entre
especies Gram-positivas y Gram-negativas, que es dada por una tincién diferencial basada en las
variaciones constitutivas de sus paredes celulares B'. M. tuberculosis y otras micobacterias estan
clasificadas biolégicamente como Gram-positivas (no se tifien como tales), aunque presentan algunas
caracteristicas distintivas 131.32,

La envoltura celular de M. tuberculosis (Figura 9) es esencial para controlar la forma del
crecimiento celular, su sobrevivencia dentro del hospedero y la respuesta inmunoldgica [#2, tanto en
la proteccion de forma pasiva, por su habilidad de evitar o reponerse al dafio del hospedero y de

forma activa, por poseer los componentes responsables de modificar las propiedades y el desarrollo
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de las vacuolas que origina el hospedero para residir dentro de ellas .33, La envoltura celular es
una barrera permeable por donde atraviesan la mayoria de las drogas antibacterianas, los factores
de virulencia y los antigenos protectores, por lo que se requiere del conocimiento de los mecanismos
de secrecion a través de ésta, dada su naturaleza inusual y la evidente importancia de su éxito como

micobacteria patdgena [31.34],

Figura 9. Envoltura celular de M. tuberculosis. A) Micrografia electronica de seccién
ultrafina de la cepa del complejo de M. tuberculosis, con las tres estructuras principales:
membrana citoplasmatica, pared celular y capsula. B) Diagrama de la estructura de la
envoltura: 1, posicién de los lipidos superficiales de la capsula; 2, capsula compuesta
principalmente de polisacaridos y proteinas; 3, posicion de los lipidos internos de la
capsula; 4, capa de é&cidos micolicos (probablemente incluye otros lipidos); 5,
peptidoglicanos y arabinogalactanos (arreglo no establecido); 6, triple capa de la
membrana, con la capa externa mas gruesa (en micrografias electronicas) que la capa

interna. Figura tomada y modificada de 31,

La envoltura celular de las micobacterias esta compuesta por una membrana citoplasmatica y
una pared celular (Figura 10). En ésta Ultima, la parte interna esta compuesta por acidos micélicos
(m) anclados a arabinogalactanos (AG), los cuales estan unidos covalentemente a peptidoglicanos
(PG) (este complejo se conoce como MAPc) y la parte externa por una capa lipidica compuesta por
lipidos libres y acidos micolicos, que reunidos forman una pseudocapa [3537. Ademas, existe
evidencia de que M. tuberculosis acumula una capsula alrededor de ésta, que esta compuesta de
proteinas y polisacaridos con una menor cantidad de lipidos, asi como una gran cantidad de

sustancias asociadas a esta estructura, la mayoria lipidos y glicolipidos 111,
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Diacyl Trehalose Penta-acyl trehalose
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[ ] Inositol

Figura 10. Representacion esquematica de la pared celular de M. tuberculosis. Los
tres constituyentes principales son acidos micolicos (m), arabinogalactanos (AG) y
peptidoglicanos (PG); ademas de lipoarabinomananos (LAM), phtiocerol dimicocerosato
(PDIM), unién Rha-GIcNAc e inositol. Figura tomada y modificada de 39,

1.7 Secrecion de proteinas en Mycobacterium tuberculosis.

Las proteinas expresadas por las bacterias pueden clasificarse, de acuerdo a su localizacion celular,
en |) citoplasmicas, ) exportadas y lll) secretadas B34, Las Il y lll son translocadas a través de la
membrana citoplasmatica, la diferencia radica en que las Il se asocian total o parcialmente a
cualquier parte de la envoltura celular (membrana o pared) y las lll son transportadas a través de ésta
y liberadas al medio [28.34],

De manera general en este trabajo, se aplicard el término “secrecién” para denominar al
mecanismo de transporte a través de la envoltura celular de ambos tipos de proteinas.

La elucidacidn de la secuencia genomica de M. tuberculosis demuestra que dicho organismo
posee los elementos requeridos para la translocacién de proteinas por la via Sec-dependiente, la
cual reconoce secuencias que contienen un péptido sefial (secuencia de aminodacidos relativamente
corta, que conduce a la proteina que la contiene a una determinada localizacion en la célula) en el N-

terminal y las transporta a través de la membrana citoplasmica 1! (Figura 11).
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Cell Wall

Cytoplasm N Signal Sequence

Figura 11. Modelo para la translocacion de proteinas por la via Sec-dependiente. A)
Un precursor de proteina con un péptido sefial N-terminal, es reconocido por una
chaperona y llevado a la membrana y al dimero SecA asociado a SecYEG. B) La unién
del ATP al SecA permite la insercidon de SecA y la unién del precursor a través de la
membrana. Después de esta insercion, la peptidasa sefial asociada a la membrana (no
mostrada) puede retirar proteoliticamente el péptido sefial. C) Se produce la hidrolisis de
ATP, SecA se libera de la membrana y la proteina translocada permanece asociada a

SecYEG en un estado parcial translocado. Figura tomada y modificada de 4.

La primera evidencia de la existencia de esta via en micobacterias, fue el reconocimiento de una
sefal de péptidos en el N-terminal en secuencias de aminoacidos predichas de proteinas exportadas
y secretadas de M. tuberculosis 134. Otra evidencia fue la identificaciéon de factores secretores
homélogos, entre ellos, los que corresponden al factor SecA de Escherichia coli, nombrados SecA1
y SecA2 B4, Estos factores contienen motivos (secuencias conservadas asociadas a caracteristicas
funcionales) de unién a ATP y cada uno desempefia una funcion especifica en el proceso 341, El Unico
factor que aparentemente falta en M. tuberculosis es SecB, aunque su ausencia no es extrafia
debido a que s6lo ha sido identificado en bacterias Gram-negativas, ademas los factores homologos
SecA carecen del sitio de uniéon a SecB B4, En el caso de E. coli, SecB sélo participa en la
translocacién de un subgrupo de proteinas exportadas, lo cual permite suponer que M. tuberculosis
emplea otras chaperonas para translocar a proteinas blanco 41,

El sistema de secrecion propuesto para proteinas que no presentan un péptido sefial, como los

antigenos ESAT-6 y CFP-10, se ha designado ESX-1 y forma parte de los cinco sistemas de
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secrecion tipo VIl (nombrado de acuerdo a la nomenclatura convencional) que se presentan
principalmente en micobacterias [38l. Los sistemas ESX-1y ESX-5 estan involucrados en la virulencia
de estas bacterias y han sido analizados con mayor detalle en M. tuberculosis 3. Tanto el dimero
ESAT-6-CFP-10 como las proteinas PE y PPE comparten la caracteristica de ser secretadas sin
poseer una sefial de secrecion clasica, por lo que se han sometido a estudios que exhiban su
secrecion por esta via [38l. Por ejemplo, en un estudio de Abdallah y colaboradores en el afio 2009,
demostraron que el sistema de secrecion ESX-5 es responsable del transporte y secrecion de varias
proteinas PPE y PE_PGRS en M. marinum, lo cual es posible que suceda en M. tuberculosis, sin
embargo las proteinas extracelulares que fueron identificadas en ese estudio no presentan ortdlogos
en este patdgeno 39, Ademas, en otro estudio del mismo afio Carlsson y colaboradores mostraron
evidencias de que el sistema de secrecion ESX-1 se localiza en los polos de la micobacteria,
principalmente en las zonas de sintesis activa de la pared celular, lo mismo ha sido observado en los
tipos de secrecion Il y IV, utilizados por bacterias patégenas Gram-negativas [0l Lo anterior supone
que la secrecion polarizada es una caracteristica comun de los patdégenos y que podria ser una
relacidn funcional entre el sitio de secrecion y la dinamica del crecimiento de la pared celular de
manera general para bacterias Gram-positivas, incluidas las micobacterias [0,

La informacién acerca del mecanismo por el cual las proteinas son transportadas a través de la
pared celular de las micobacterias continta siendo limitada y lo que se ha contemplado es que la
estructura de la pared de M. tuberculosis podria representar un obstaculo para la secrecion de
ciertas proteinas sin péptido sefial 134, Sin embargo, es posible que las proteinas traspasen esta
barrera por medio de transportadores ABC o por difusién, a través de porinas descritas para
Mycobacterium spp., aunque esto ha sido rechazado para proteinas porque estos mecanismos sélo
han sido demostrados en el transporte de moléculas pequefias 34351, A pesar de este escenario, ha
sido reportado un numero considerable de proteinas de M. tuberculosis localizadas en el medio
extracelular, por ejemplo las lipoproteinas PstS (Rv0932c), PhoS1 (Rv0934) y PhoS2 (Rv0928), que
contienen péptidos sefial de lipoproteina, las cuales son homdlogas de la proteinas periplasmica no
lipidica de E. coli, PstS B34, Se han estudiado otras proteinas de M. tuberculosis con péptido sefial,
las cuales se conoce que son exportadas o secretadas, tal es el caso del complejo antigeno 85 (tres
micoliltransferasas de union a fibronectina), antigenos CFP (17, 21 y 25) y MPT (51, 53, 63, 64 y 70),

lipoproteinas de 19-kDay de 24-kDa, por mencionar algunas [34],
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Debido a esta situacién, se ha planteado que en M. tuberculosis podria existir un mecanismo de
secrecion a través de la pared celular similar al que presentan algunas bacterias Gram-positivas 411,
Este mecanismo esta relacionado con la presencia del motivo LPXTG (leucina/Leu, prolina/Pro, X,
treonina/Tre y glicina/Gly, donde X puede ser cualquier aminoacido) en algunas proteinas de la
micobacteria [34. Este motivo es reconocido y cortado por la enzima Sortasa A (SrtA) de S. aureus
durante el mecanismo de anclaje de proteinas superficiales a la pared celular y ha sido reportado en
otras bacterias Gram-positivas como Actinomyces naeslundii, Bacillus cereus, Corynebacterium
diphtheriae, Clostridium perfringens, Streptococcus agalactiae, Streptococcus pneumoniae, entre
otras #1l. Mediante un alineamiento multiple de secuencias (MSA, por su sigla en inglés) de las 63
proteinas PE_PGRS reportadas en la literatura ['°], se encontré en 30 de ellas el motivo LPXTG,

aproximadamente en la region de union entre los dominios PE y PGRS (Figura 12).

=) [PE PGRS1 GRPTIGNGANGLENTGODGEPGGLLFGNGGNGGSGEVD-———-—(AGENGGABGLIG 51 |
PE_PGRS31 GRPLIGNGANGLPETGONGEDGGILYGNGGNGESGEVN-——— ——QAGGNGGNAGLHG 51
PE_PGRS14 GRPFIGNGTNGAPSTCEAGGPGGRLLGNGGNGGSGAPG——————— ~QTGGAGGARGLLG 51
PE._PGRS24 GRPLIGNGANGAPSTGQAGEAGGLLYGNGGRGGSGAPG——————— ~QAGGPGGARGLFG 51
PE_PGRS3 GRPLIGNGANGAPSTGANGEDGGHLIGNGGAGES GAAGVNGEAGGNGEAGGNGGAGELIG 60
PE._PGRS4 GRPLIGNGTNGAPSTCANGEDGGHLIGNGGAGES GARGVNG—————GAGGNGGAGELIG 54

PE PGRS10 GRPLIGNGANGAPSTGANGGPGGWLIGNGGAGGS GAPGA —————— —GAGGNGGAGGLFG 52

=) GRELIGNGANGAPGIGANGEDGGILIGNGGAGGS GARGMP GHEGARG]
PE_PGRSY GRPLIGNGANGAPGTGANGAPGGHLLGNGGAGGS ARAGS ————GLPGEAGGAAGLEG 53
PE_PGRS61 GRPLVGNGANGAPGTGANGGDGG ILFGS GRAGGS GARG———-—MAGENGGAAGLEG 51
PE_PGRS25 GRPLIGHGADGAPETGOAGGAGG ILYGNGENGES GATG————— —QRGEAGGARGLIG 51
PE_PGRS27 GRPLIGDGAAGAPETGOAGGAGG ILRGNGEAGES GAPG————— —QVGGAGGARGLFG 51
PE_PGRS28 GRPLIGDGAAGAPETGOAGGAGG I LRGNGEAGES GAPG—————— —QVGGAGGARGLFG 51
PE_PGRS2 GRPLIGNGADGAPETGOAGGAGG ILYGNGENGES GARG—————— —QRGEAGGPAGLIG 51
PE_PGRS50 GRPLIGDGVHGAPETGOPGGAGGLLRGNGENGES GARG————— —QVGGPGGARGLFG 51
PE_PGRS15 GRPLIGNGTNGAPGTGOAGGPGGLLYGNGENGES 66VE—————— —QRGEAGGSAGLIG 51
PE_PGRSSH GRPLIGNGANGAPETGOAGGDGGLLFGHGENGES GAPG—————— —QRGEAGGARGFFG 51
PE_PGRS58 GRPLIGNGADGAPETGOPGGPGGLLRGHGENGES GVAGVE———— ~GPGESGGARGLFG 53
PE _PGRS16 GRPLIGDGTHGAPETGONGGAGG ILRGHGENGES GAPG—————— —QPGGRGGDAGLFG 51
PE_PGRSH GRPLIGNGADGAPGTGAAGGAGGLLFGHGGAGGSGAPG——————————GAGE—LLFG 46

PE PGRS17 GRPLIGDGANG!I 31 QAGGNGGHNLHGNGGNGGS GAPG—————— —QAGGAGGAAGLIG 51

QAGGNGGWLHGNGGNGGSGAPG—————— —QAGGAGGAAGLIG 51

PE PGRS45 GRPLIGDGANG!I 31 QAGGNGGHNLHGNGGNGGS GAPG—————— —QAGGAGGAAGLIG 51
PE PGRS13 GRPLIGNGANGQPETGAPGGPAGGMIGNGGAGGS GAP-———————GAIGGAGGPAGLIG 51
PE PGRS47 GRPLIGNGANGRESTGODGGAGGLLYGS GGNGGS GLAGS G————— —QKGGNGGAAGLFG 53
PE PGRS32 GRPLIGNGANGVASTGONGGDGGHLYGNGGNGGSGETG——————— —ONGGNGGSAGING 51
PE PGRS6 GRPLIGNGADGARSTGOAGGAGGLLYGNGGNGGS GAAG—————— —QAGGAGGAAGLIG 51
PE PGRS7 GRPLIGNGADGSESTGOAGGPGGILYGNGGNGGSGAPG——————— —0ORGGAGGAAGLIG 51
PE PGRS46 GRPLIGNGANGADSTGAPGGPGGLLLGNGGNGGSGAPG——————— —QPGGAGGDAGLIG 51
’ \

4 Ay

e
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Figura 12. Alineamiento miltiple de las secuencias de proteinas PE_PGRS que
presentan el motivo LPXTG. Se muestran las secuencias del dominio PGRS de 30
proteinas PE_PGRS que presentan el motivo LPXTG que reconoce la enzima SrtA de S.
aureus. Las PE_PGRS1 y 31 presentan el motivo exacto y la mayoria de las proteinas,
incluida la PE_PGRS33, el motivo conservado APGTG. La proteina PE_PGRS1 es la
proteina caracterizada en este trabajo y la proteina PE_PGRS33 es una proteina tipica
codificada por miembros de la familia PE_PGRS vy utilizada ampliamente en nuestro
laboratorio, ambas proteinas se encuentran sefialadas y enmarcadas. El MSA se obtuvo

con el programa ClustalW 2y la secuencia consenso con el programa WebLogo 131,

1.8 Secrecion de proteinas en Staphylococcus aureus.

El modelo de secrecion que se conoce mejor es el de proteinas superficiales de S. aureus que estan
unidas covalentemente a los peptidoglicanos de la pared celular (41441, Este mecanismo requiere un
péptido sefial en el extremo amino, el cual dirige a los precursores de proteinas exportadas por la via
Sec-dependiente del citoplasma a la membrana celular, y una sefial de 'sorting’ de la pared celular
(Cws por su sigla en inglés) en el extremo carboxilo, que esta compuesta por un motivo LPXTG, una
region hidrofébica y una cola de aminoacidos cargados positivamente 4145471, Durante la secrecion
de proteinas, el dominio hidrofébico y los aminoacidos positivos del N-terminal probablemente
retienen a la proteina para que no sea secretada al medio. Esta relacion permite el reconocimiento
del motivo LPXTG en el C-terminal y favorece el anclaje proteico a la pared celular por la accién de

una transpeptidasa asociada a la membrana, llamada Sortasa (Srt) 4148l (Figura 13).
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Figura 13. Mecanismo de anclaje de proteinas a la pared celular por accion de la Srt
en S. aureus y otras bacterias Gram-positivas. Este modelo se divide en cuatro pasos.
1. Exportacion: El precursor de la proteina es exportada desde el citoplasma donde
muestra el péptido sefial en el N-terminal por la via Sec-dependiente, el cual
posteriormente es removido. 2. Retencién: La proteina es retenida por la sefial de
‘sorting’ en el C-terminal para evitar su liberacién al medio extracelular. 3. Corte: La
proteina es cortada por la Srt entre la Tre y la Gly del motivo LPXTG resultando en la
formacién de un intermediario de la enzima tioéster. 4. Unién: El C-terminal recién
liberado de la Tre se transfiere a través de un intercambio del enlace amida a un grupo
amino que se encuentra al final de los puentes cruzados de la pared. En este modelo
propuesto, los pasos 3 y 4 se acoplan en una reacciéon de dos pasos: hidrélisis y

transpeptidacion. Figura tomada y modificada de 15 47.49],

Las Srt son enzimas responsables de la unién covalente de proteinas especificas al
peptidoglicano de la pared celular en las bacterias Gram-positivas 4!l Las Srt se dividen en dos
grupos basados en el tipo de secuencia topogénica que presentan (secuencias especificas de
amino&cidos que ayudan a que la proteina adopte la orientacién correcta en la membrana a medida que se va
sintetizando): A) Tipo |- es el grupo mayor y comprende enzimas con un péptido sefial en el N-
terminal que las ancla a la membrana y B) Tipo II- es el grupo menor formado por enzimas con un
péptido sefial en el N-terminal y una sefial de anclaje de membrana en el C-terminal 47,49,

Se ha propuesto otra clasificacion estructural de Srt en cuatro clases designadas A, B, C y D,
basada en la secuencia, topologia de membrana, la posicién en el genoma y la preferencia por
aminoacidos especificos del péptido sefial ©% (Figura 14). La clase A o subfamilia 1, incluye al
prototipo SrtA de S. aureus, que reconoce el motivo LPXTG, y Srt de bacterias Gram-positivas de
bajo contenido GC. Estas presentan un péptido-sefial en el N-terminal (dominio transmembranal) y el
sitio catalitico en el C-terminal (TLXTC, donde X puede ser Val/valina, lle/isoleucina o Tre/treonina). La
clase B o subfamilia 2, es la mas pequefa e incluye al prototipo SrtB de S. aureus, que reconoce el
motivo NPQTN (Asn/asparagina, Pro, GIn/glutamina, Tre, Asn), y Srt de bacilos y cocos Gram-positivos
de bajo contenido GC. Estas 7 enzimas presentan ademas tres segmentos de aminoacidos ausentes
en las SrtA. La clase C o subfamilia 3, es la mas grande e incluye Srt de bacterias Gram-positivas de
alto y bajo contenido GC casi siempre presentes en varias copias por genoma, que reconocen el

motivo LPXTG. Estas 42 enzimas presentan un dominio hidrofobico en el C-terminal (Tipo Il- anclaje
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de membrana) y un residuo de Pro después del sitio catalitico. La clase D o subfamilias 4 y 5, incluye
Srt de bacterias Gram-positivas de alto y bajo contenido GC que reconocen los motivos LPXTA (Leu,
Pro, X, Tre, Ala, donde X puede ser cualquier aa) y LAXTG (Leu, Ala, X, Tre, Gly, donde X puede ser

cualquier aa). Estas 14 enzimas pueden ser subdivididas en tres subgrupos de acuerdo a la filogenia
del huésped (bacilli o actinomycetales) [49.50],

on
renrBCBY
F. faecalis-E¥2S24

E. faccalis-EF 3086
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Figura 14. Arbol filogenético no enraizado mostrando las relaciones entre las 61 Srt
de varias bacterias Gram-positivas. El alineamiento multiple de las proteinas SrtA se
llevé a cabo con el programa CLUSTALX usando la matriz de identidad. El arbol fue
establecido a partir de un andlisis de este alineamiento por el uso del método Neighbor-
joining. La barra de la escala (distancia NJ) representa el 10% de diferencias en la
secuencia de aminoacidos. Figura tomada y modificada de 159,

De acuerdo a esta clasificacion estructural (Tabla 1), la enzima que se utilizé en el
presente trabajo corresponde a la clase A. Se trata del prototipo SrtA de S. aureus, que ancla

proteinas con el motivo LPXTG y presenta diversas funciones. En patdgenos Gram-positivos,
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las proteinas con este motivo promueven la adhesion a tejidos de organos especificos, la
resistencia a la muerte por células fagociticas o la invasién de las células del hospedero. La
inactivacion de la SrtA afecta la capacidad del patégeno para establecerse durante la
infeccidon, como se ha demostrado en S. aureus y Listeria monocytogenes. Debido a esto, la
SrtA es un blanco de interés para el desarrollo de terapias preventivas para enfermedades

causadas por patogenos Gram-positivos %01,

Tabla I. Clasificacion estructural de las Sortasas (Srt) en clases y subfamilias [4°.

Clase? | Sitio de Corte®? | Dominio¢ Taxa de Bacterias?

A1) LPKT - Ge N-terminal | Bacillus, Listeria, Staphylococcus, Enterococcus,
Lactobacillacae, Streptococcaceae

B(2) NPqt - nd N-terminal | Bacillus, Listeria, Staphylococcus,
Streptococcaceae, Clostridia

C(3) 1PKT - GG C-terminal | Actinobacteria, Bacillus, Enterococcus,
Leuconoctocaceae, Streptococcaceae, Clostridia

D (4) LPnT - AT N-terminal | Bacillus

D (5) LAeT - Ga N-terminal | Actinobacteria

a Basada en la secuencia, topologia de membrana, posicién en el genoma y preferencia por aa
especificos dentro de la regién del motivo del pentapéptido sefial (Cws) de sus substratos similares.
Entre paréntesis se indica la subfamilia a la que corresponde cada clase.

b Motivo del pentapéptido sefial (Cws). Las mayUsculas representan los aa conservados absolutamente.
¢Regién anclada a la membrana basada en predicciones transmembranales y alta hidrofobicidad.

d Taxa de bacterias que presentan uno o méas genes srt dentro de su genoma.
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Como ha sido ya reportado para proteinas de superficie ancladas por las Srt, la envoltura de la pared
celular de bacterias Gram-positivas, parece servir también como sitio de ensamblaje para ‘pili’ o
fimbria’ (Figura 15), que son filamentos de proteinas que surgen de la superficie del microorganismo
y realizan funciones importantes durante la patogénesis de infecciones humanas o animales [5152],
La Srt cataliza la polimerizacion del pili en la superficie de bacterias Gram-positivas 14952], Las tres
subunidades que componen el pili (SpaA, Spa B y SpaC) son tipicos sustratos de la Srt, los cuales
contienen un péptido sefial en el N-terminal que promueven la secrecion a través de la via Sec-
dependiente y una sefial de sorting de la pared celular (491, SpaA, la proteina principal del pili, esta
distribuida uniformemente a lo largo de eje del pili, mientras que SpaB es observada a intervalos
regulares y SpaC esta ubicada en la punta del pili #7]. La sefial de sorting de SpaA es cortada por la
Srty unida a la Lys de una segunda subunidad SpaA y asi consecutivamente, el pili polimerizado es

translocado a la pared celular de la bacteria 9.

Membrana

Cytoplasm

Figura 15. Modelo del ensamblaje del pili mediado por Srt en bacterias Gram-
positivas. Las subunidades SpaA, SpaB y SpaC son translocadas a través de la
membrana por la maquinaria Sec y retenidas en la via secretoria por el corte de Srt. Su
polimerizacién es un mecanismo que requiere el ataque nucleofilico del grupo amino
(NH_) de la Lys/lisina en la enzima acil unida al grupo tioéster (S-CyO), el cual se genera
por el corte de la sefial de ‘sorting’ en el motivo LPXTG. Se cree que las SpaA son
anclados a la envoltura de la pared celular de Actinomyces spp., Corynebacterium spp. y

Streptoccocus spp., ente otras. Figura tomada y modificada de 14952,
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En las micobacterias no se ha reportado la existencia de enzimas parecidas a las Srt de S.
aureus; sin embargo, para algunos patégenos Gram-positivos emparentados con M. tuberculosis, los
experimentos de microscopia electronica proveen una primera evidencia de la presencia de pili en
las superficies de Actinomyces spp., Corynebacterium spp. y Streptoccocus spp 5253, Aunado a lo
anterior, se han encontrado Srt codificadas en los genomas de corynebacteria y streptococci que
pertenecen a la clase D subfamilia 5 1931, Este grupo de enzimas comparten la especificidad para
proteinas que contienen el motivo LAXTG, como las proteinas superficiales llamadas ‘chaplins’ que
lo llevan en la sefial de ‘sorting’ del C-terminal, involucradas en el desarrollo de hifas de
Streptomyces spp. [47:49.52],

La SrtA de S. aureus (enzima Tipo | de la clase A) es un polipéptido compuesto por 206
aminoacidos con un péptido sefial para su secrecidn y con una sefial de término de transferencia,
ambos en el segmento hidrofébico localizado en el extremo N-terminal y el sitio activo en el extremo
C-terminal traslocado a través de la membrana plasmatica 454749541 Para estudiar la estructura
tridimensional de esta proteina, se construy6 una version recombinante trunca (SrtAass) que fue
analizada por resonancia magnética nuclear (NMR, por su sigla en inglés) (Figura 16) 4. Aunque a
esta version le falta la secuencia de 59 aa del extremo N-terminal, es capaz de retener el péptido
LPXTG para la actividad in vitro de corte y transpeptidacion 1354, Los resultados revelaron una
estructura B-plegada con ocho bandas alineadas en forma paralela y anti-paralela, con dos hélices

cortas y dos loops grandes, los cuales definen el sitio activo de la enzima [434],

Figura 16. Estructura de la SrtAanse de S. aureus. A) Estructura completa de la SrtA. El
centro de la SrtA es una estructura B plegada de 8 bandas: B4, 87 y p8 forman una hoja
concava rodeada por algunas regiones loop. Los tres residuos importantes que forman el

sitio activo, localizados a la mitad de la hoja B, estan marcados individualmente. B)
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Estructura de la SrtA unida al sustrato LPETG. La SrtA se pliega en la estructura B-
plegada de 8 bandas y el sitio activo reside en la depresion formada por las bandas 7 y
B8. Los residuos His'2, Cys'® y Arg'¥, los cuales estan totalmente conservados en entre
las Srt 'y son requeridos para su actividad, asi como el sustrato LPETG, estan dibujados

con estructuras de esferas y barras. Figuras tomadas y modificadas de 4954,

El sitio activo se encuentra dentro de una depresién hidrofobica alongada, que es capaz de
posicionar proteinas desnaturalizadas, sugiriere que el mecanismo puede translocar el motivo
LPXTG 31, Se cree que el grupo sulfhidrilo (-SH) de la cisteina (Cys'84), que actia como un nucledfilo
atacando la union Tre-Gly del motivo, junto con la histidina (His'@) y la arginina (Arg'¥’) de la SrtA,
funcionan como un posible sitio activo (dominio transmembranal N-terminal y la secuencia TLXTC, donde
C corresponde al residuo Cys'84) 4349 La unidn y el corte del motivo LPXTG es seguido por la
incorporacion del substrato en el sitio activo para la separacion del intermediario acil (paso de
acilacion) 49541, Este se elimina por un segundo ataque nuceofilico en la unién tioéster, la cual resulta
en la liberacion de los productos de la reaccion (paso de desacilacion) 4954, Cada uno de estos pasos
limitantes es llevado a cabo por una reaccion distinta que consiste en, el paso de acilacion durante la
reaccion de transpeptidacion y el de desacilacion durante la hidrolisis (9,

In vitro, la adicion de substratos de peptidoglicano como Gly, Glyz, Glys, Glys y Glys, a la mezcla
de reaccion de la SrtA estimula el corte del péptido y resulta en la formacion de una unién amida
entre el grupo carboxilo de la Tre y el grupo amino de la Gly del peptidoglicano de la pared celular
[4956], Estudios de la estructura RMN revelaron que los loops 3-B4 y B6-B7 contienen un grupo de
residuos de aminoacidos involucrados en la union calcio (Ca?*), el cual esta presente en cantidades
milimolares en los tejidos de hospedero 43491, Al analizar la presencia y ausencia de Ca?* se observo
que los aminodcidos acido glutdmico (Glu's y Glu'®) y &cido aspartico (Asp'®) de los loops
interactuan con el cation 49561, La union de los iones Ca?* activa a la SrtA por un mecanismo que
puede facilitar la unién al substrato, debido a que se afecta la pared que forma el sitio activo y
adopta una conformacion adecuada para la unién del péptido LPXTG, efecto que no es observado
en ausencia de Ca?* [49.56],

El genoma de Corynebacterium diphtheriae contiene 6 genes que codifican para posibles Srt,
entre ellos el DIP2272 que es el ortélogo del gen Cgl2874 en Corynebacterium glutamicum 157], Este

gen esta clasificado en la agrupacion de grupos ortélogos COG3764 (COG, por su sigla en inglés)
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llamado Sortase (proteinas superficiales transpeptidasas). Dentro de este grupo se encontré que el gen
Cgl2874 esta relacionado con el gen ML1120 de M. leprae y éste Ultimo, a su vez, se relaciona con
el gen Rv1278 de M. tuberculosis H37Ryv, que codifica una proteina hipotética de 875 aa ['6l,

Considerando la informaciéon de estos genes ortdlogos Cgl2874 y Rv1278, se realizd un
alineamiento de ambas secuencias proteicas en el que se obtuvo un score de 58 con el programa T-
Coffee %81 (se considera una identidad significativa cuando el score es >50). Cabe sefialar que de la
secuencia Rv1278 se utilizd unicamente la region de 140 aa del extremo C-terminal. Por lo tanto, en
este analisis de identidad se observa el sitio activo de la posible SrtA-like de M. tuberculosis
constituido por los aminoacidos Cys y Arg, el cual es diferente al de la mayoria de las Srt que lo
presentan en el extremo N-terminal (Figura 17).

T-COFFEE, Version_7.44Thu Dec 11 14:30:37 WEST 2008

Cedric Notredame
CPU TIME:0 sec.

SCORE=58

*

Bao AveHEEEN

*

Cgl2874 : 58
Rv1278 : 58
cons : 58

Cgl2874 IVSQVVGEILLTVGILALLFAYYEAYNTNVESGKLQESAGQKLDEDWNEA

Rv1278 RH------ - - - m o s s oo o e e e e e e e e e oo — o - -
cons .

Cgl2874 RVNPRQKLTPELGE IEGTDEEDLLAGPGRYVDS
Rv1278 RDTTRLRYVEPYRAELESEESEENREREREVEV - - - - - DTDLRIRSRTLDDR
cons - I - - - [ g
Cgl2874 OMPCEAGNFAVAGHRVGKGAPFNDLGNLEVCDAIVVETYNSWDVYRVMPMS
Rv1278 ARERE LS - - - - {-| - --GEGAKEQLGIL - ----------------------
cons R - - - H:vY M

Cgl2874 TNGADRAAEAADCFNENQVSRMAEGDYVNVSG DATYPTP
Rv1278 ----ARLAGAALVAKEDAVPVLID------ DAL AK---M
Cgl2874 EGSEALLTLTTCHPQ- - - -FSNAH IVHAMLVEEIDKSSGERPAA
Rv1278 DGOVIVL---TJCEPTRYGGVKGA BEBEBAT - --------------
cons -:*. & > A .. - .

Cgl2g874 LEEN

Rv1278 ---g

cons

25



ANTECEDENTES

Figura 17. Alineamiento de las secuencias de la enzima SrtA de C. glutamicum y la
posible SrtA-like de M. tuberculosis. El primer renglén corresponde a la secuencia de
la SrtA de C. glutamicum [Cgl2874), el segundo a la secuencia del extremo C-terminal de
la posible SrtA-like de M. tuberculosis [Rv1278] y el tercero a los aminoacidos
conservados entre las dos secuencias [cons]. Los aminoacidos del sitio activo de la SrtA
se muestran enmarcados [Hys, Cys y Arg], dos de ellos se encuentran en la secuencia de
la posible SrtA-like. El asterisco [*] indica los aminoacidos altamente conservados. El
alineamiento del par de secuencias y la identificacidn de regiones conservadas dentro de

ellas fueron realizados con el programa T-Coffee 7.44 [58],
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JUSTIFICACION

En la actualidad, no se cuenta con informaciéon suficiente sobre la
secrecion y sefiales 0 mecanismos de sorting o localizacion de proteinas
superficiales en las micobacterias. Resulta esencial que los sistemas de
secrecion bien caracterizados empleados por otras bacterias Gram-
positivas, sean utilizados como paradigmas para desarrollar experimentos
con el fin de investigar aspectos moleculares de la secrecidn de proteinas
en M. tuberculosis, como una bacteria de gran importancia clinica 11,

Reportes previos demuestran que la enzima SrtA reconoce como
blanco al motivo LPXTG en proteinas ancladas a la pared celular de
bacterias Gram-positivas, como es Staphylococcus aureus 148, La
presencia de este motivo en algunas proteinas PE_PGRS, localizadas en
la pared celular de M. tuberculosis, sugiere que estas secuencias podrian
ser blanco de un mecanismo similar.

Por lo que para determinar esta via de secrecion, en este trabajo se
caracterizé el reconocimiento y corte por la enzima SrtA de S. aureus
sobre la proteina PE_PGRS1 de M. tuberculosis H37Rv que presenta el
motivo LPNTG, blanco de esta enzima. Dentro de este contexto, el
conocer ampliamente las vias de secrecion en M. tuberculosis permitira el
la identificacion de nuevos blancos farmacoldgicos para el tratamiento de

la TB humana, asi como la mejora de vacunas para su prevencion.
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HIPOTESIS

“El péptido LPNTG presente en la proteina PE_PGRS1 de M. tuberculosis,
miembro de la subfamilia PE_PGRS, sera blanco de procesamiento

enzimatico por la SrtA de S. aureus, la cual reconoce el motivo LPXTG".
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OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Caracterizar en la proteina PE_PGRS1 de M. tuberculosis H37Rv la
presencia del péptido LPNTG como blanco de reconocimiento y corte

especificos por la SrtA de S. aureus.

5.2 Objetivos Particulares

> Obtener la proteina recombinante PE_PGRS1 de M. tuberculosis H37Rv.

> Obtener la proteina recombinante SrtA de S. aureus.

> Establecer las condiciones del ensayo in vitro de actividad enzimética de la SrtA
sobre la PE_PGRS1.

» Evaluar la actividad enzimatica especifica de la SrtA sobre la PE_PGRS1.
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DISENO EXPERIMENTAL

Mycobacterium
tuberculosis

Obtencion
PE_PGRS1

— =

Purificacion de DNA
(cepa H37Rv)

\4
Amplificacién por PCR
(gen pe_pgrs1)

Clonacion
(vector pET-15b)

A 4
Expresion
(E. coli Rosetta)

\ 4

Purificacién de la proteina
(afinidad a histidina)

[ Staphylococcus ]

aureus

Obtencion
SrtA

— =

Expresién
(E. coli C41y C43)

\ 4

Purificacién de la enzima
(afinidad a histidina)

Ensayos in vitro para determinar la actividad
de la SrtA sobre la PE_PGRS1

Deteccion del fragmento PE de la proteina
por la técnica de Western-blot con 2
anticuerpos: a-6His y a-PE33
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MATERIAL Y METODOS

7.1 Cepas de Escherichia coli y condiciones de cultivo.

Cepa Top10 [F" mcrA A(mrm-hsdRMS-mcrBC) ©80/lacZAM15 AlacX74 recA1 araD139 A(ara-leu) 7697 galU
galK rpsL (StrR) endA1 nupG].

Cepa Top10F’: derivada de la cepa Top10, F’ {lacl, Tn10 (Tetr)}.
Cepa BL21 (DE3) [F ompT hsdSs (rsms’) gal dem (DE3 [lacl ind1 Sam7 nin5 lacUV5-T7 gene 1].
Cepa Rosetta (DE3) derivada de la cepa BL21 (DE3), pRARE? (CamR).
Cepa C41 (DE3): derivada de la cepa BL21 (DE3) 59,
Cepa C43 (DE3): derivada de la cepa C41 (DE3) 191,
Las cepas de E. coli fueron cultivadas en medio LB sdlido/liquido en presencia/ausencia del

antibiotico correspondiente a 37°C con/sin agitacién constante de 200 rpm (Ver Anexo I: H).

7.2 Purificacion de DNA gendmico de Mycobacterium tuberculosis H37Rv para la

amplificacion del gen pe_pgrs1.

Se utilizaron las muestras de 100 ng de DNA gendmico (gDNA) de dos colonias de la cepa H37Rv,
que se extrajeron de acuerdo a un protocolo establecido (obtenidas por M.C. Ingrid B. Cohen Falquez,
estudiante de Doctorado en Ciencias Biomédicas, [IB-UNAM) 80, Se tomaron 2 UL de muestra de cada
colonia, los cuales se sometieron a una electroforesis en gel de agarosa-TAE [40 mM Tris-Acetato, 1
mM EDTA, pH 8.0] al 1% (p/v) tefiido con bromuro de etidio (0.33 mg/mL, adicionado al gel) (Ver Anexo I:
C) para visualizar la calidad de gDNA en cada muestra (Figura 18A).

Para eliminar el RNA contaminante de las muestras, éstas se mezclaron con 200 uL de buffer
TE [Tris-base 10mM, EDTA 1mM, pH 8.0] y 1 uL de RNasa A 1 mg/mL (BOEHRINGER) en un tubo de
micro-centrifuga, y se incubaron por 30 min a temperatura ambiente (Tams). Para purificar el gDNA de
la reaccion se afiadieron 300 L de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico 25:24:1 (viv) y se agitaron por
30 s en vortex (MS1, IKA WORKS). Se obtuvo una mezcla de color blanco lechoso que se centrifugé
por 10 min a 11,000 x g (5415 C, EPPENDORF), asi se formaron dos fases en cada muestra. La fase

superior es la que corresponde al gDNA (200 L), por lo que se colectd cuidadosamente en otro tubo
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y se afiadieron 20 pL de acetato de amonio 3 M (pH 5.4) para precipitarlo, se centrifugd en las
mismas condiciones y se decantd el sobrenadante. La pastilla obtenida fue lavada dos veces con
440 pL de etanol absoluto y al 70% frio (-20°C), respectivamente. La pastilla de gDNA fue secada por
1 h a Tamp €n un concentrador (5301, EPPENDORF), resuspendida en 40 uL de buffer TE e incubada
por 10 min a 60°C (Thermomixer comfort, EPPENDORF). Finalizando el procedimiento, 2 UL de las
muestras fueron resueltas en gel de agarosa-TAE al 1% (Ver Anexo I: C) para visualizar el gDNA
purificado (Figura 18B) que fue utilizado en la amplificacién del gen pe_pgrs1 (Ver Anexo li: A).

7.3 Amplificacion por PCR del gen pe_pgrs1 de Mycobacterium tuberculosis H37Rv.

A partir de la secuencia del gen pe_pgrs1, que tiene un tamafio de 1,491 bp, dentro del genoma de
M. tuberculosis H37Rv (4,411,532 bp) ['6] y mediante la utilizacion del programa DNAMAN 1, se
disefiaron los oligonucledtidos iniciadores PEPGRS1F y PEPGRS1R (primers Forward (F) Tm=70°C y
Reverse (R) Tm=66°C) verificando que no existiera plegamiento entre si (el disefio fue realizado con la
ayuda de D.C. Antonio J. Vallecillo Maza, [IB-UNAM) (Ver Resultados: Tabla Il).

La secuencia pe_pgrs1 fue amplificada por la técnica de PCR con 1.25 U/uL de DNA polimerasa
de alta fidelidad Pfx (Platinum®, INVITROGEN), en una mezcla de reaccion de 125 uL que contenia 1X de
buffer de PCR 10X, 3X de enhancer 30X, 400 uM de MgSOs, 8 uM de cada uno de los dNTP’s, 0.8 uM
de primers Fy Ry 50 ng de gDNA de M. tuberculosis H37Rv. Esta mezcla se separd en 5 reacciones
de 25 L c/u variando la temperatura de alineamiento (Ta): 57.0, 58.7, 60.4, 61.1 y 61.8°C, por 35 ciclos

en un termociclador (Mastercycler® ep gradient, EPPENDORF) bajo la siguiente rampa de temperatura:

Pasos: Desnaturalizacion Amplificacion Extensién
inicial: Desnaturalizacion: ~ Alineamiento:  Extension: final:

Temperatura 94°C 94°C 55-62°C 68°C 68°C

Tiempo 3 min 1 min 25s 80s 6 min

Los productos de PCR de cada reaccion (Figura 19) fueron visualizados en gel de agarosa-TAE
al 1% (Ver Anexo I: C). La amplificacion se repitio con la Ta considerada como 6ptima y la totalidad del

producto fue resuelta en una electroforesis en gel de agarosa-TAE al 0.8% (Ver Anexo I: C) para
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purificar del gel el fragmento del tamafio esperado (QIAquick Gel Extraction Kit, QIAGEN) y descartar los
fragmentos inespecificos. El producto de PCR correspondiente fue secado a Tam, resuspendido en 4

uL de agua destilada y almacenado a -20°C hasta ser clonado en el vector pET15b.

7.4 Clonacion del gen pe_pgrs1 en el vector de expresion procarionte pET15b.

7.41  Captura del producto de PCR en el vector de clonacion pCR4®Blunt-TOPQ®.
El producto de PCR correspondiente al gen pe_pgrs1 (1,491 bp) fue capturado en el vector
pCR®4Blunt-TOPO® (3,956 bp) en direccion 3'-5" siguiendo las instrucciones del fabricante (zero Blunt®
TOPO® PCR Cloning Kit for Sequencing, INVITROGEN) (Ver Anexo I: D), con lo que se obtuvo la reaccion de
ligacién utilizada para transformar la cepa de manipulacién Top10F’ competente quimicamente.

Las bacterias transformadas se sembraron en placas de medio LB/Car [100 mg/mL] (INVITROGEN),
con el inductor IPTG (GIBCO) (40 pL de solucion 100 mM) y el sustrato cromogénico X-gal (FERMENTAS)
(40 pL de solucion al 2% en Dimetilformamida) de la enzima (-galactosidasa dispersados en la
superficie. Las placas se incubaron por 24 h a 37°C (417, LAB-LINE) (Ver Anexo I: H) para seleccionar
las colonias que presentan el plasmido recombinante utilizando el método a-complementacion (621,
Estas colonias fueron amplificadas en 5 mL de medio LB/Kn [50 mg/mL] (INVITROGEN) por 16 h a 37°C
en agitacion constante (Incubator 1000/ Orbimix 1010 BRINKMANN) (Ver Anexo I: 1) y a estos cultivos les fue
extraido el plasmido (Rapid Plasmid Miniprep System Kit, QIAGEN).

Para verificar la identidad del plasmido recombinante pCR®4Blunt-TOPO®-pe_pgrs1 (5,447 bp) (Ver
Anexo llI: B), se realiz6 un analisis de restriccion (Ver Anexo I: E1) con la enzima Pstl (BOEHRINGER)
(Figura 20A). Las muestras de cada digestion fueron sometidas a una electroforesis en gel de
agarosa-TAE al 1% (Ver Anexo I: C) para visualizar el patron esperado (Figura 20B). Finalmente, el
plasmido que incluia el inserto fue sometido a secuenciacion automatica en la Unidad de Sintesis y
Secuenciacion del Instituto de Biotecnologia, UNAM con los oligonucleétidos universales T7 (TAA
TAC GAC TCA CTATAG GG) y T3 (CGC ATT TAA CCC TCA CTA AAG) 831 (Ver Anexo IlI: C).

7.4.2  Subclonacion del gen pe_pgrs1 en el vector de expresion pET15b.
Para la subclonacion, los dos plasmidos recombinantes requeridos se expandieron en E. coli, el

correspondiente al vector pET15b y el que contenia al gen pe_pgrs1. Se utilizaron 1 pL del pET15b-
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Hsp70 (7,586 bp) y 0.5 uL del pCR®4Blunt-TOPO®-pe_pgrs1 (5,447 bp) para transformar por choque
térmico (Ver Protocolo K) a la cepa competente Top10F’, que se cultivd en medio LB/Amp [100 mg/mL]
(INVITROGEN). Se realizaron los pre-cultivos en LB/Car [100 mg/mL] (Ver Anexo I: I) para purificar ambos
plasmidos por separado (Plasmid Purification Kit, QIAGEN). Las muestras obtenidas fueron sometidas a
una electroforesis en gel de agarosa-TAE al 1% (Ver Anexo I: C) para verificar la presencia de cada
uno de los plasmidos (Figura 21).

Los plasmidos se linearizaron con las enzimas de restriccion correspondientes por 1.5 h a 37°C:
el pET15b-Hsp70 con BamHI (BOEHRINGER) y el pCR®4Blunt-TOPO®-pe_pgrs1 con EcoRl
(FERMENTAS) (Ver Anexo I: E23), ¥ al terminar el tiempo de incubacion se purificaron (QlAquick PCR
Purification Kit, QIAGEN). Para obtener extremos romos en ambos plasmidos, se adicionaron
nucledtidos con una reaccion de gap-filling por 10 min a 72°C en un termociclador (Ver Anexo I: F) y
de nuevo se purificaron. El vector pET15b (5,708 bp) y el inserto pe_pgrs1 (1,491 bp) fueron digeridos
con la enzima Ndel (BOEHRINGER) por 1.5 h a 37°C (Ver Anexo I: E2), a éste Ultimo le fue adicionado el
sitio de restriccion con el oligonucleétido PEPGRS1F (Ver Resultados: Tabla Il). Ambos fueron
purificados juntos de un gel de agarosa-TAE al 0.8% (Ver Anexo I: C) (QIAquick Gel Extraction Kit, QIAGEN),

se eluyeron 40 L y se secaron por 1 h a Tamp €n un concentrador.

7.4.3 Ligacion del plasmido recombinante pET15b-pe_pgrs1.

El gen pe_pgrs1'y el vector pET15b se mezclaron juntos en una reaccion de ligacién con buffer
10X y 2 unidades de T4 DNA ligasa (ROCHE) por 16 h a 16°C (Thermomixer, EPPENDORF) (Ver Anexo I:
G). Con los 10 pL de la reaccion se transformé por choque térmico (Ver Anexo I: K) a la cepa de
manipulacion Top10 competente quimicamente (INVITROGEN). Las cuatro colonias seleccionadas en
medio LB con 100 mg/mL de Car (Ver Anexo I: H) fueron amplificadas en 5 mL de LB/Car [100 mg/mL]
por 16 h a 37°C en agitacion constante (Ver Anexo I: |).

A los plasmidos extraidos de estos cultivos (Plasmid Purification, QIAGEN) les fue realizado un
analisis de restriccion (Figuras 22A, 22D y 22E) con las endonucleasas BamH|, Ndel, Kpnl y Pstl
(Figuras 22B, 22C y 22F). Cada reaccion de digestion se incub6 por 1 h a 37°C (Ver Anexo I: Eq) y cada
muestra se resolvid en geles de agarosa-TAE al 1% (Ver Anexo I: C) para verificar la ligacidn del
inserto correspondiente. Finalmente, el plasmido recombinante pET15b-pe_pgrs1 (7,199 bp) (Ver Anexo
li: B) fue digerido con las enzimas de restriccion EcoRl y BamH| para ligar un fragmento del gen

pe_pgrs1 en el vector de clonacion pUC18 previamente digerido (EcoRI-BamHI). La parte
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correspondiente al extremo 3’ del gen fue liberada del vector (EcoRI-Hpal) y autoligada (ligacion
forzada) para someterla a secuenciacion automatica en la Unidad de Sintesis y Secuenciacién del
Instituto de Biotecnologia, UNAM, con los oligonucledtidos universales M13: M13/pUC -40F (GTT TTC
CCA GTC ACG TTG TA) y M13 pUCR (TTG TGA GCG GAT AAC AAT TTC) [63] (Ver Anexo Iil: C).

7.5 Produccion de las proteinas recombinantes PE_PGRS1 y SrtA en Escherichia coli.

7.51  Expresion de la PE_PGRS1 recombinante de Mycobacterium tuberculosis H37Rv.
Para analizar la induccién de una proteina correspondiente al tamafio esperado y con un tallo de His,
se utiliz6 una alicuota de 200 pL de la cepa de expresion Rosetta (DE3) (NOVAGEN) competente
quimicamente y 1 WL del plasmido pET15b-pe_pgrs1 (7,199 bp) para transformarla por choque
térmico (64651 (Ver Anexo I: K) y cultivarla en LB/Car [100 mg/mL] por 16 h a 37°C (Ver Anexo I: H).

De este cultivo se seleccionaron dos colonias que se inocularon en 5 mL de LB/Car [100 mg/mL] y
se incubaron por 3 h a 37°C en agitacion constante, la induccidn de cada una se realiz con 250 y
500 uM de IPTG y se incubaron por 3 h mas. Se obtuvieron alicuotas de 1 mL de cada cultivo (cony
sin inductor) que se centrifugaron por 3 min a 11,000 x g. Las pastillas obtenidas se disolvieron en 80
uL de buffer de carga 2X [25% buffer de gel concentrador 4X, 20% glicerol, 5% B-ME, 2% SDS, 0.0025%
azul de bromofenol, 0.0025% rojo de pironina] y se agitaron en vortex. Estas se hirvieron 5 min para
resolver las muestras por SDS-PAGE vy electrotransferilas a membrana PVDF (Immobilon™.-P,
MILLIPORE) (Ver Anexo I: N), en donde se visualizo la proteina con azul Coomassie (Figuras 23A y 23B).
Se identific por Western-blot (Ver Anexo I: O y P) utilizando el anticuerpo monoclonal de ratén a-6His
marcado con peroxidasa [1/2000] (a-6His HRP, ROCHE) (Figura 23C) y el anticuerpo policlonal de raton a-
PE_PGRS33 sin marcar [1/1000] (obtenido por M.C. Ingrid B. Cohen Falquez, [IB-UNAM) (Figura 23D),
respectivamente.

Para establecer el tiempo de induccién de la PE_PGRS1 recombinante de M. tuberculosis
H37Rv (Ver Anexo lll: D), se realizaron dos pre-cultivos Rosetta (DE3):pET15b-pe_pgrs1 (Ver Anexo I: 1)
diluidos 1:50 en 50 mL de LB/Car [100 mg/mL] e incubados por 12 h a 37°C en agitacion constante. A
cada cultivo se le realizé una lectura de la densidad dptica en un espectrofotdmetro (6305, JENWAY) al
inicio y a cada hora durante el periodo establecido, los datos de las lecturas fueron graficados (Figura

24Ay 24B). De acuerdo con la cinética de crecimiento establecida (Ver Anexo I: L) se decidié realizar la
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induccidn de la expresion de la proteina con una concentracion final de 250 uM de IPTG para 1 L de
cultivo con un tiempo de crecimiento de 3 h, después de haber sido inoculados con una dilucion de
1:50 de un pre-cultivo de 16 h (Ver Anexo I: I). Al término de un tiempo de induccion de 8 h, la masa
bacteriana fue cosechada por centrifugacion a 11,000 x g por 15 min a 4°C. A la pastilla bacteriana
obtenida le fue retirado lo mas posible el medio de cultivo, fue pesada (6.89 g) y congelada a -80°C
hasta su purificacion por cromatografia de afinidad a metales.

Para determinar la fraccién celular donde se localiza la mayor proporcién de la proteina
recombinante, 3 mL de cultivo inducido se centrifugaron por 15 min a 11,000 x g y la pastilla
obtenida fue disuelta en 150 pL de buffer PBS 1x [0.15 M NaCl, 0.1 M Na;HPOx, 0.1 M NaH,PO4+1H,0,
pH 7.4]. Esta fue sonicada por 1 min (2 ciclos de 30 s de sonicado por 2 min de descanso) a una
frecuencia de 20 kHz y una potencia de 95 W (VirSonic Digital 475, VIRTIS), manteniendo el tubo en hielo
para evitar el calentamiento excesivo. El sonicado se centrifugd por 5 min y el sobrenadante fue
retirado de la pastilla, para resolver ambas muestras por SDS-PAGE vy electrotransferirlas a
membrana PVDF (Ver Anexo I: N), en donde se visualizd la proteina con azul Coomassie (Figura 25A) y
se identificd por Western-blot (Ver Anexo I: O y P) con 0-6His peroxidasa [1/2000] (Figura 25B),

respectivamente.

7.5.2  Expresion de la SrtA recombinante de Staphyloccocus aureus.

Para analizar la induccion de una proteina correspondiente al tamafio esperado y con un tallo de His
en las cepas de expresion C41 (DE3) y C43 (DE3) (AVIDIS) 9. Estas cepas se sembraron por
agotamiento en placa y se prepararon los pre-cultivos diluidos 1:50 en medio LB para cultivarse por
3 h a 37°C en agitaciéon constante (Ver Anexo I: I). De estos cultivos se prepararon células
competentes por tratamiento quimico con CaCl, (Ver Anexo I: J) para transformarlas por choque
térmico (Ver Anexo I: K) con 1 L del plasmido pET15b-srtA (6,146 bp) (Ver Anexo liI: B) (obtenido por D.C.
Antonio J. Vallecillo Maza, 1IB-UNAM a partir de una cepa de S. aureus proveniente de un aislado clinico,
donada por la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, UNAM).

Las bacterias transformadas se cultivaron en placas con medio LB/Car [100 mg/mL] para
seleccionar seis colonias (tres de cada cepa) que se inocularon en 5 mL de LB/Car [100 mg/mL] y se
incubaron por 4 h a 37°C en agitacién constante. La induccion se realizd con diferentes
concentraciones de IPTG (100, 250 y 500 uM) y tiempos de incubacién (3, 4 y 5 h). Se obtuvieron

alicuotas que se centrifugaron por 3 min a 11,000 x g. Las pastillas obtenidas se disolvieron en
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buffer de lisis 1X [50 mM de Tris-HCI pH 8.0, 50 mM NaCl, 1 mM EDTA] y fueron sonicadas por 1 min (2
ciclos de 30 s de sonicado por 2 min de descanso) y centrifugadas para resolver unicamente 50 L de
sobrenadante de cada una por SDS-PAGE y electrotransferirios a membrana PVDF (Ver Anexo I: N).
La proteina se visualizé con azul Coomassie (Figuras 26A y 26B) y se identifico por Western-blot (Ver
Anexo I: 0y P) con el a-6His peroxidasa [1/2000] (Figuras 26C y 26D), respectivamente.

Para establecer el tiempo de induccion de la proteina SrtA recombinante de S. aureus (Ver Anexo
ll: E), se realizaron los pre-cultivos C41 (DE3):pET15b-srtA'y C43 (DE3):.pET15b-srtA (Ver Anexo I: I)
diluidos 1:50 en 50 mL de LB/Car [100 mg/mL] e incubados por 8 h a 37°C en agitacién constante. A
cada uno de estos cultivos les fue realizada una lectura de la densidad dptica en espectrofotdmetro
al inicio y a cada hora durante todo el periodo establecido, los datos de las lecturas fueron graficados
(Figura 27A y 27B). De acuerdo con la cinética de crecimiento establecida (Ver Anexo I: L) se decidid
realizar la induccién de la proteina con una concentracion final de 100 uM de IPTG para 200 mL de
cultivo con un tiempo de crecimiento de 4 h, después de haber sido inoculados con una dilucion de
1:50 de un pre-cultivo C43 (DE3):pET15b-srtA. Al término de un tiempo de induccién de 4 h, la masa
bacteriana fue cosechada por centrifugacion a 11,000 x g por 15 min a 4°C. A la pastilla bacteriana
obtenida le fue retirado lo mas posible el medio de cultivo, fue pesada (0.89 g) y congelada a -80°C

hasta su purificacion por cromatografia de afinidad a metales.

7.6 Purificacion de las proteinas recombinantes por cromatografia de afinidad a metales.

7.6.1  Purificacion de la PE_PGRS1 recombinante de Mycobacterium tuberculosis H37Rv.
Para extraer la proteina PE_PGRS1 recombinante de M. tuberculosis H37Rv, la células de la pastilla
se rompieron y del procedimiento de fraccionamiento celular se obtuvieron los cuerpos de inclusion
limpios que se solubilizaron en buffer de equilibrio A [20 mM Tris-HCI pH 7.5, 50 mM NaCl, 5 mM B-ME, 8
M urea] (Ver Anexo I: M). Las muestras de las fracciones obtenidas de este proceso fueron resueltas
por SDS-PAGE vy electrotransferidas a membrana PVDF (Ver Anexo I: N) para visualizar con azul
Coomassie la fraccion donde se localiza la mayor proporcion de la proteina recombinante (Figura 28A)
e identificarla por Western-blot (Ver Anexo I: O y P) con 0-6His peroxidasa [1/1000] (Figura 28B),

respectivamente.
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La purificacion por cromatografia de afinidad a metales (IMAC) 6867 se efectud de forma
automatica en el equipo FPLC (de la sigla en inglés, Fast Purification Liquid Cromatography) (AKTA-Prime,
AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH) (Ver Anexo I: Q). Se colocaron 3 mL de proteina en una columna
comercial que tiene acoplado el sulfato de niquel a la matriz de sefarosa (HisTrap™HP, GE), la cual
inmoviliza el tallo de His fusionado a proteinas recombinantes. Se utilizd un programa disefiado
previamente para proteinas solubles (Software UNICORN 5.1) que consta de tres etapas: unidn, lavado y
elucién de la proteina, del que se colectaron varias fracciones (Frac920, AMERSHAM PHARMACIA
BIOTECH) (Figura 29A). Las muestras de las fracciones que mostraban aumento de absorbancia (mAU)
en la gréafica obtenida de la purificacion, fueron resueltas por SDS-PAGE vy electrotrasferidas a
membrana PVDF (Ver Anexo I: N). La proteina se visualizd con azul Coomassie (Figura 29B) y se
identifico por Western-blot (Ver Anexo I: O y P) con a-6His peroxidasa [1/2000] (Figura 29C),
respectivamente.

La fraccion con la proteina pura (5 mL) fue re-naturalizada en membrana de dialisis
(SPECTRA/POR® MWCO 3500, DAIGGER) contra 500 mL del buffer de equilibrio A a 4°C en agitacion
constante (HS, BRINKMANN) reduciendo gradualmente la concentracion de urea (4, 2, 1, 0.5, 0.25, 0.125
y 0 M cada 12 h) para evitar la precipitacion de la proteina. Ademas, 50 L de proteina se dializaron
contra 1 L de agua para determinar su concentracion por el método de Léwry modificado y ajustado
para placas de microtitulacién (Microtiter®, THERMO) (Ver Anexo I: R). Se prepararon alicuotas de 500 uL
de la proteina PE_PGRS1 recombinante de M. tuberculosis H37Rv para almacenarlas a -20°C y

utilizarla en el ensayo de actividad enzimatica in vitro junto con la SrtA recombinante.

7.6.2  Purificacion de la SrtA recombinante de Staphyloccocus aureus.

Para extraer la proteina SrtA recombinante de S. aureus, la pastilla bacteriana se disolvié en 4 mL
de buffer de equilibrio B [20 mM Tris-HCI pH 7.5, 50 mM NaCl, 5 mM B-ME] con 300 pg/mL de lisozima
(BOEHRINGER) y se incub6 a 16°C por 30 min con 600 rpm (Thermomixer comfort, EPPENDORF). Esta se
sonicd en hielo por 2 min (2 ciclos de 1 min de sonicado por 2 min de descanso) y se centrifugd por 10
min a 11,000 x g (5415¢c, EPPENDORF) para recuperar el sobrenadante.

La purificacion por cromatografia de afinidad a metales (IMAC) se efectué manualmente (Ver
Anexo I: Q), se adicionaron 6 mL de proteina disuelta en buffer de equilibrio B, en una columna de
poliestireno  (Disposable Polystyrene Columns, PIERCE) con 2 mL de matriz de sefarosa (Chelating

Sepharose™ Fast Flow, GE), la cual inmoviliza el tallo de His fusionado a proteinas recombinantes.
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Posteriormente a la columna se le acopld sulfato de niquel 100 mM de acuerdo a un protocolo
establecido de tres etapas: union, lavado y elucion de la proteina, de las que se colectaron varias
fracciones. Las muestras de cada fraccion colectada (100 L) se dializaron contra 500 mL de agua
destilada por 3 dias para resolverlas por SDS-PAGE y electrotransferirlas a membrana PVDF (Ver
Anexo I: N) para visualizar la proteina con azul Coomassie (Figura 30A) e identificarla por Western-blot
(Ver Anexo I: O y P) con a-6His peroxidasa [1/2000] (Figura 30B), respectivamente.

La fraccion con la proteina pura (6 mL) fue dializada contra buffer de equilibrio B para retirar el
imidazol y una muestra contra agua destilada para determinar su concentracién por Léwry (Ver Anexo
l: R). Se prepararon alicuotas de 500 pL de la enzima SrtA recombinante de S. aureus para
almacenarlas a -20°C y utilizarla en el ensayo de actividad enzimética in vitro junto con la
PE_PGRS1 recombinante.

1.7 Ensayos in vitro para determinar la actividad de la SrtA sobre la PE_PGRS1.

La actividad enzimatica se determind por ensayos in vitro en tubos de micro-centrifuga utilizando el
buffer R1 [20 mM Tris-HCI pH 7.5, 50 mM NaCl] para equiparar las concentraciones de solutos en la
mezcla de reaccion y el buffer R2 [20 mM Tris-HCI pH 7.5, 50 mM NaCl, 10 mM CaCl,, 10 mM Gly, 10 mM
B-ME] para activar a la SrtA y generar el reconocimiento y corte del motivo LPXTG de la PE_PGRS1
(Ver Anexo lIIl: F). En cada ensayo se tuvieron a la SrtA y a la PE_PGRS1 por separado como
controles negativos, los cuales fueron incubados por 24 h a 37°C (417, LAB-LINE).

La mezcla de reaccion suponiendo una relacion molar (1:5) y (1:10) contenia SrtA (112.5 nmoles,
esto es 106 ng) y PE_PGRS1 (562.5 y 1125 nmoles, esto es 1250 y 2500 ng, respectivamente) (Ver
Resultados Tablas llly IV), se afor6 a 25 L con buffer R1 (puede variar de acuerdo a la concentracion de la
proteina). Para el inicio de la reaccion enzimatica in vitro de la SrtA, se le adicion6 a la mezcla
anterior 25 L del buffer R2 para obtener un volumen final de 50 uL. Ademas, se prepararon mezclas
de reaccién de la misma forma, pero eliminando del buffer R2, la Gly o el CaCl.. Los reactivos
adicionados se mezclaron en vortex y la reaccion se incubd por 0, 2,4, 6y 24 h a 37°C. Después de
la incubacion, la actividad enzimatica fue inactivada por la adicion del mismo volumen de buffer de
carga 2X [25% buffer de gel concentrador 4X, 20% glicerol, 5% B-ME, 2% SDS, 0.0025% azul de bromofenal,

0.0025% rojo de pironina]. Los tubos de micro-centrifuga se hirvieron por 5 min y se almacenaron a
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-20°C hasta resolver las muestras por SDS-PAGE vy electrotransferirlas a membranas PVDF para
visualizar las proteinas con azul Coomassie (Figuras 31A, 32A, 33Ay 34A) (Ver Anexo I: Ny ).

Para evaluar el reconocimiento y corte especificos del péptido LPNTG y la generacion de los dos
fragmentos de la PE_PGRS1 (PE de 15.6 kDa y PGRS de 28.9 kDa) (Ver Anexo lll: F) por la actividad
enzimatica in vitro de la SrtA, el fragmento PE fue identificado por Western-blot (Ver Anexo I: P) con el
anticuerpo monoclonal de raton a-6His peroxidasa [1/1000] (Figuras 31B, 32B, 33B y 34B) y con el
anticuerpo policlonal de conejo a-PE33 [1/500] (obtenido por M.C. Ingrid B. Cohen Falquez, IIB-UNAM)

(Figura 31C), respectivamente.
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8.1 Purificacion de DNA genomico de Mycobacterium tuberculosis H37Rv para la

amplificacion del gen pe_pgrs1.

Para eliminar cualquier contaminacion de RNA que pudiera interferir con la amplificacion del gen
pe_pgrs1, las dos muestras de gDNA se sometieron a un procedimiento de purificacion. En la figura
18A, las bandas superiores corresponden al gDNA vy el barrido inferior al RNA contaminante, en
ambas muestras. Después de la purificacion, en la figura 18B, es posible observar Unicamente el
gDNA en las dos muestras, lo que indica que se encuentran libres de RNA contaminante, por lo que
se eligio la muestra de la colonia 1 (carril 2) del gDNA de M. tuberculosis H37Rv para ser utilizada en

la técnica de amplificacion por PCR del gen pe_pgrs1 (Ver Anexo lll: A).

gDNA

RNA

Figura 18. Purificacion de las muestras de gDNA de M. tuberculosis H37Rv.
Electroforesis en geles de agarosa-TAE al 1% (p/v) con las dos muestras de gDNA de las
colonias de la cepa H37Rv de M. tuberculosis: A) Muestras contaminadas con RNA, y B)
Muestras sometidas al procedimiento de purificacion con RNasa A. Carril 1: marcador de
PM (GeneRuler™ 1kb DNA Ladder, FERMENTAS), Carril 2: muestra de la colonia 1,
Carril 3: muestra de la colonia 2; en ambas figuras. Las marcas muestran la posicion del

gDNA'y del RNA en cada uno de los geles.
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8.2 Amplificacion por PCR del gen pe_pgrs1 de Mycobacterium tuberculosis H37Rv.

Para la estandarizacion de la técnica de amplificacion por PCR, se utilizaron los oligonucleétidos (Ver
Tabla Il) de la secuencia del gen pe_pgrs1 (1,491 bp), a partir del gDNA de la cepa H37Rv de M.
tuberculosis. En la figura 19, se observa que en la temperatura de alineamiento de 61.8°C se
consiguié una mejor amplificacion de esta secuencia (carril 6), debido a que la banda del producto se
aprecia de mayor intensidad denotando especificidad, asi como con una menor intensidad de

fragmentos que son inespecificos.

Tabla II: Oligonucledtidos empleados en la amplificacion por PCR de la secuencia codificante de
la PE_PGRS1 a partir de gDNA de M. tuberculosis H37Rv.

Primer: Secuencia (5§ — 3'): Longitud: | PM:
PEPGRS1F | GGA CAT ATG TCGCTT TTGATC ACATCACCG | 30 bases | 7.3kDa
PEPGRS1R | CCT AGC TCG GCC CGG GGG 18 bases | 5.6 kDa

*El sito de corte afiadido para la enzima de restriccion Ndel se muestra en negritas y subrayado.

> 1,491 bp

Figura 19. Amplificacion por la técnica de PCR del gen pe_pgrs1 de M. tuberculosis
H37Rv. Electroforesis en gel de agarosa-TAE al 1% (p/v) con las alicuotas de 2 pl de las
mezclas de reaccion amplificadas con diferentes temperaturas de alineamiento (Ta):
Carril 1: marcador de PM (GeneRuler™ 1kb DNA Ladder, FERMENTAS), Carril 2.
57.0°C, Carril 3: 58.7°C, Carril 4: 60.4°C, Carril 5: 61.1°C, Carril 6: 61.8°C. La marca

muestra un producto con el tamafio esperado de 1,491 bp.
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8.3 Clonacion del gen pe_pgrs1 en el vector de expresion procarionte pET15b.

Para clonar el producto amplificado en el vector pET15b, fue necesario capturarlo previamente en el
vector de clonacion pCR®4Blunt-TOPO® (3,956 bp). En la figura 20A, se muestra el mapa de
restriccion del plasmido recombinante pCR®4Blunt-TOPO®-pe_pgrs1 (5,447 bp) (Ver Anexo lll: B) que
se obtuvo con el programa DNAMAN, en el cual se sefialan los sitios de corte para la endonucleasa
Pstl en las posiciones 269 del vector y 1,481 y 1,490 del marco de lectura abierto (ORF, por su sigla
en inglés). En la figura 20B, se muestra la digestion del plasmido con los fragmentos generados de
4,226, 1,212 y 9 bp que corresponden a los esperados (carriles 2-4, el Ultimo fragmento no se observa).

La construccion pCR®4Blunt-TOPO®-pe_pgrs1 se corrobord mediante secuenciacion (Ver Anexo lll: C).

A EcoRI(283)

> 4,226 bp

> 1212bp

NdeI (1784

EcoRI(1799)

PCR4®BIunt-TOPOP-pe pgrs1(5,447 bp)

Figura 20. Analisis de restriccion del plasmido recombinante pCR4®Blunt-TOPO®-
pe_pgrs1. A) Mapa de restriccion del plasmido pCR4®Blunt-TOPO®-pe_pgrs1 (5,447 bp)
con los sitios de corte para la endonucleasa Pstl. B) Electroforesis en gel de agarosa-TAE
al 1% (p/v) que muestra el plasmido pCR®4Blunt-TOPO®-pe_pgrs1 digerido con la
endonucleasa Pstl y sin digerir (control negativo). Carril 1: marcador de PM (GeneRuler™
1kb DNA Ladder, FERMENTAS), Carriles 2-4: plasmido digerido (colonias 1-3), Carril 5:
plasmido sin digerir. Las marcas indican los fragmentos de 4,226 y 1,212 bp, lo que

sefiala que efectivamente fue capturado en direccién 3'-5'.

Posteriormente, fue necesario extraer el vector pET15b (5,708 bp) y el gen pe_pgrs1 (1,491 bp).

En la figura 21, se muestran los plasmidos recuperados de la cepa de manipulacion E. coli Top10F’
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transformada, pET15b-Hsp70 (carril 2) y pCR®4Blunt-TOPO®-pe_pgrs1 (carril 3), que fueron
utilizados para la subclonacidén del gen pe_pgrs? en el vector de expresion pET15b para la

construccion del plasmido pET15b- pe_pgrs1, que tiene un tamafio de 7,199 bp.

> 7,586 bp

> 5,447 bp

Figura 21. Plasmidos para la generacion del plasmido recombinante pET15b-
pe_pgrs1. Electroforesis en gel de agarosa-TAE al 1% (p/v) con los plasmidos para
purificar el vector pET15b (5,708 bp) y el gen pe_pgrs1 (1,491 bp). Carril 1. marcador de
PM (GeneRuler™ 1kb DNA Ladder, FERMENTAS), Carril 2: plasmido pET15b-Hsp70
(7,586 bp), Carril 3: plasmido pCR®4Blunt-TOPO®-pe_pgrs1 (5,447 bp).

En la figura 22A, se muestra el mapa de restriccion del plasmido pET15b-pe_pgrs1 (7,199 bp)
obtenido (Ver Anexo lll: B) con los sitios de corte para las endonucleasas BamH| y Ndel. BamHI
presenta un sitio en la posicién 1,365 del ORF, en la figura 22B se observan dos de los cuatro
plasmidos extraidos en forma lineal (carriles 4 y 6). Ndel presenta un sitio en la posicion 1,824 del
ORF, en la figura 22C se observan los dos plasmidos en forma lineal (carriles 2 y 3). En la figura 22D,
se muestra el mapa de restriccion para la endonucleasa Kpnl mostrando dos sitios de corte en las
posiciones 852 y 1,128 del ORF. En la figura 22E, se puede observar el mapa de restriccion para la
endonucleasa Pstl, mostrando un sitio de corte en la posicion 6,448 del vector y dos en las
posiciones 1,521 y 1,530 del ORF. En la figura 22E, se aprecia que Kpnl produjo fragmentos de
6,926 y 276 bp (carriles 2,6 y 8) y Pstl de 4,918, 2,275y 9 bp (carriles 3, 7 y 9, el Ultimo fragmento no se
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observa), este patron se observa en tres de los cuatro plasmidos digeridos. La construccion pET15b-

pe_pgrs1 se corrobord mediante secuenciacion (Ver Anexo ll: C).

A X(BamHI/E coRT) (319) D XBamHIEcRT) (319)

Kpinl (B52)
Kpml {1,128)

{1, 365)

Mdel{1.824)

Nl (1824)

pBR3220ri pBR322 Ori

His-tag His-tag

pET13b-pe pgrs1 (7,199 bp) pET15b-pe pgrs1{7,199 bp)
B E X(BamHIE coRT) (319)
Psif {5 AAE)
Psll{1.5211
Psfl{1,530)
NeeI (1824)
pBR322 Ori
250bp His-tag
C > 6,926 bp
> 4918 bp
> 2275 bp
> 276 bp

12 3 4567 89 10
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Figura 22. Analisis de restriccion del plasmido recombinante pET15b-pe_pgrs1. A)
Mapa de restriccion del plasmido pET15b-pe_pgrs1 con los sitios de corte para las
endonucleasas BamHI y Ndel. B) Electroforesis en gel de agarosa-TAE al 1% (p/v) de la
digestion con BamHl; Carril 2: plasmido sin digerir (control negativo), Carriles 3-6:
plasmido digerido; las marcas sefialan las dos construcciones correctas con los
fragmentos esperados. C) Electroforesis en gel de agarosa-TAE 1% (p/v) de la digestién
con Ndel; Carriles 2 y 3. plasmido digerido, Carril 4: plasmido sin digerir (control
negativo). D y E) Mapas de restriccion del plasmido pET15b-pe_pgrs1 con los sitios de
corte para las endonucleasas Kpnl y Pstl, respectivamente. F) Electroforesis en gel de
agarosa-TAE 1% (p/v) de las digestiones con Kpnl y Pstl; Carriles 2, 4, 6, 8: plasmido
digerido con Kpnl, Carriles 3, 5, 7, 9: plasmido digerido con Pstl, Carril 10: plasmido sin
digerir (control negativo); las marcas sefialan las tres construcciones correctas con los
fragmentos esperados. * En todos los geles, Carril 1: marcador de PM (GeneRuler™ 1kb
DNA Ladder, FERMENTAS).

8.4 Produccion de las proteinas recombinantes PE_PGRS1 y SrtA en Escherichia coli.

8.4.1 Expresion de la PE_PGRS1 recombinante de Mycobacterium tuberculosis H37Rv.

Para encontrar la condicidén dptima para la expresion de la proteina recombinante PE_PGRS1 de M.
tuberculosis H37Rv en E. coli Rosetta (DE3), se utilizé el IPTG a 250 y 500 yM. La migracién de la
proteina fue analizada por SDS-PAGE, la cual se localiz6 en el peso esperado de 44.5 kDa predicho
con el programa WinPep 68, Después de la induccion, en las figuras 23A y 23C, se observa la
expresion de la proteina recombinante en mayor cantidad a diferencia de los cultivos sin inducir. Con
la finalidad de corroborar que las proteinas sobre-expresadas eran las esperadas, se realizd un
Western-blot con el anticuerpo monoclonal para el tallo de 6His, que reconocid al antigeno
recombinante de manera especifica, como se observa en la figura 23B (carriles 2 y 4). Ademas, se
evalu la especificidad con un anticuerpo policlonal dirigido contra la proteina completa PE_PGRS33
recombinante, que reconoci6 al antigeno recombinante asi como a proteinas de E. coli, como se
muestra en la figura 23D, por lo que es inespecifico y no podra seguir utilizandose (Ver Anexo lil: D).
Con estas observaciones, se decidi6é utilizar una concentracién final de 250 yM de IPTG para la

induccién de la proteina recombinante PE_PGRS1.

46



RESULTADOS

974 — 974 — o~
A 66.2— = C e | g —~
50— . o« EEEES . pE PGRST
310— 30— 2 2
25— 25— 3 b
144— 44— 2
kDa kDa
974 —
B 66.2— D Q74—
66.2—
450—
| < s0o— S PE_PGRS1
10—
215—
25—
44—
144—
kDa 1
o
1.2 3 4 1 2 3 a

Figura 23. Expresion de la proteina recombinante PE_PGRS1 de M. tuberculosis
H37Rv en la cepa E. coli Rosetta (DE3). Membranas PVDF con las proteinas
expresadas de cultivos de E. coli Rosetta (DE3) transformada con el plasmido pET15b-
pe_pgrs1 antes y después de la induccion (lisado celular). A) Tincion Azul Coomassie con
10 ul de muestra por pozo. Carriles 1 y 3: sin induccion, Carril 2: con IPTG [250 uM],
Carril 4: con IPTG [500 uM]. B) Western-blot para el reconocimiento de la PE_PGRS1 por
el anticuerpo a-6His HRP [1:2000]. C) Tincion Azul Coomassie con 25 ul de muestra por
pozo. Carriles 1 y 3: sin induccion, Carril 2: con IPTG [250 uM)], Carril 4. con IPTG [500
uM]. D) Western-blot para el reconocimiento de la PE_PGRS1 por el anticuerpo a-
PE_PGRS33 [1:1000]. Las marcas sefialan la proteina recombinante PE_PGRS1 de 44.5
kDa. Marcador de PM (SDS_PAGE Standards Low Range, BIO-RAD).

Para determinar el tiempo de incubacion antes de adicionar el inductor, se realizd la cinética de
crecimiento por 12 h a 37°C en agitacion constante. En la figura 24A, se observa el comportamiento
de dos colonias de la cepa de expresion Rosetta (DE3) transformadas con el plasmido pET15b-
pe_pgrs1. La fase logaritmica intermedia se alcanzo a las 3 h de crecimiento con una DOgoonm de 0.6

y la induccién se realizo durante 8 h. Para confirmar el intervalo de tiempo de crecimiento, en la
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figura 24B, se observa que a las 3 h es cuando la Tasa de Crecimiento Especifico [TCE] se

desacelera y el Tiempo de Duplicacion [TD] aumenta.
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Figura 24. Cinética de crecimiento de la cepa de expresion E. coli Rosetta (DE3)
transformada con el plasmido recombinante pET15b-pe_pgrs1. A) Gréfica de las
lecturas de los valores de las densidades opticas a 600nm tomadas cada hora durante 12
h de los cultivos de la cepa de expresion E. coli Rosetta (DE3) colonia 1 (tridngulo) y
colonia 2 (cruz) en medio liquido LB/Car [100 mg/mL]. El medio de cultivo LB como
control negativo con un valor constante de cero (cuadrado). B) Grafica del promedio de
los datos de la Tasa de Crecimiento Especifico [TCE = h-'] (cuadrado) y el Tiempo de
Duplicacion [TD = h] (cruz), calculados para cada una de las lecturas de densidad optica
de la curva de crecimiento. Las flechas indican el momento en que se decidi6 realizar la

induccién de la cepa de expresién (3 h).
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La proteina recombinante PE_PGRS1 se obtuvo a partir de 500 mL de un cultivo de 8 h de
Rosetta (DE3):pET15b-pe_pgrs1y al efectuar la separacion de las fracciones, tanto la fraccion soluble
como la insoluble fueron analizadas por SDS-PAGE y Western-blot, respectivamente. En la figura
25A, se observa una mayor expresion de proteina insoluble (carril 2), lo cual indica que se forman
cuerpos de inclusion producto de la sobre-expresion. Con la finalidad de corroborar que la proteina
expresada es la esperada, en la figura 25B, se muestra el reconocimiento del antigeno recombinante
por el anticuerpo monoclonal especifico para el tallo de 6His fusionado. Ademas, es posible observar

el reconocimiento de otras bandas por debajo de la PE_PGRS1 en ambas fracciones.
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Figura 25. Fraccionamiento de las células inducidas para la expresion de la proteina
recombinante PE_PGRS1. Membranas PVDF con las proteinas del lisado celular del
cultivo de la cepa Rosetta (DE3) de E. coli. A) Tincién Azul Comassie. B) Western-blot
para el reconocimiento de la PE_PGRS1 por el anticuerpo a-6His HRP [1:2000]. Carril 1
Fraccion soluble (sobrenadante), Carril 2: Fraccién insoluble (pastilla). Las marcas
sefialan la proteina recombinante PE_PGRS1 de 44.5 kDa. Marcador de PM (SDS_PAGE
Standards Low Range, BIO-RAD).

8.4.2 Expresion de la SrtA recombinante de Staphyloccocus aureus.

Para encontrar la condicion optima para la expresion de la proteina recombinante SrtA de S. aureus
en E. coli C41 (DE3) y C43 (DE3), se utilizé el IPTG a 100 y 500 yM con 3 y 5 h de induccién. La
migracion de la proteina fue analizada por SDS-PAGE, la cual se localizd en el peso esperado de

18.9 kDa predicho con el programa WinPep. Después de la induccion, en las figuras 26A y 26B, se
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observa la expresion de la proteina recombinante en mayor cantidad (carriles 3-6) a diferencia de los
cultivos sin inducir y sin plasmido, respectivamente (carriles 1 y 2). Con la finalidad de corroborar que
la proteina expresada es la esperada se realizd un Western-blot, donde se identificd con el
anticuerpo monoclonal para el tallo de 6His. En la figura 26C, se observa el antigeno recombinante
expresado por la cepa C41 (DE3) y en la figura 26D, el antigeno expresado por la cepa C43 (DE3)
(Ver Anexo lll: E). Con estas observaciones, se decidié inducir con una concentracion final de 100 uM
de IPTG de la cepa E. coli C43 (DE3) para expresar la proteina recombinante SrtA.
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Figura 26. Expresion de la proteina recombinante SrtA de S. aureus en las cepas E.
coli C41 (DE3) y C43 (DE3). Membranas PVDF con las proteinas expresadas de cultivos
de E. coli C41y C43 transformada con el plasmido pET15b-srtA antes y después de la
induccion (lisado celular). Tincion Azul Comassie: A) Cepa C41 y B) Cepa C43. Western-
blot para el reconocimiento de la SrtA por el anticuerpo a-6His HRP [1:2000]: C) Cepa
C41 y D) Cepa C43. Carril 1: Sin plasmido e inducida [100 uM y 5 h] (control negativo),
Carril 2: Con plasmido sin inducir [5 h] (control positivo), Carriles 3-6: Con plasmido e
inducidas [100 pM y 3 h], [100 uM y 5 h], [500 pM y 3 h] y [500 uM y 5 h]. Las marcas
sefialan la proteina recombinante SrtA de 18.9 kDa. Marcador de PM (SDS_PAGE
Standards Low Range, BIO-RAD).
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Para determinar el tiempo de incubacion antes de adicionar el inductor, se realizd una cinética
de crecimiento por 8 h a 37°C en agitacién constante. En la figura 27A, se observa el
comportamiento de dos colonias de las cepas de expresion C41 (DE3) y C43 (DE3) transformadas
con el plasmido pET15b-srtA. La fase logaritmica intermedia se alcanz6 a las 4 h de crecimiento con
una DOsoonm de 0.9 y la induccidn se realizd durante 4 h. Para confirmar el intervalo de tiempo de
crecimiento, en la figura 27B, se observa que a las 4 h es cuando la Tasa de Crecimiento Especifico

[TCE] se desacelera y el Tiempo de Duplicacién [TD] aumenta.
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Figura 27. Cinética de crecimiento de las cepas de expresion E. coli C41 (DE3) y
C43 (DE3) transformadas con el plasmido recombinante pET15b-srtA. Gréfica de las
lecturas de los valores de las densidades dpticas a 600 nm tomadas cada hora durante 8

h de los cultivos de las cepas de expresion E. coli C43 (DE3) con plasmido (circulo) y E.
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coli C41 (DE3) con plasmido (cruz) en medio liquido LB/Car [100 mg/mL]. La cepa E. coli
C43 (DE3) sin plasmido como control positivo (triangulo) y el medio de cultivo LB como
control negativo con un valor constante de cero (cuadrado). B) Grafica de los datos de
Tasa de Crecimiento Especifico [TCE = h-"] (cuadrado) y Tiempo de Duplicacion [TD = h]
(cruz), calculados para cada una de las lecturas de densidad dptica de la curva de
crecimiento. Las flechas indican el momento en que se decidié realizar la induccién de la

cepa de expresion (4 h).

8.5 Purificacion de las proteinas recombinantes por cromatografia de afinidad a metales.

8.5.1 Purificacion de la PE_PGRS1 recombinante de Mycobacterium tuberculosis H37Rv.

Para el proceso de purificacion de la proteina recombinante PE_PGRS1 insoluble, fue necesario
extraer los cuerpos de inclusiéon formados por E. coli Rosetta (DE3). Después de realizar el
procedimiento de recuperacién de los cuerpos de inclusion, las proteinas obtenidas del
fraccionamiento celular se analizaron por SDS-PAGE, en la figura 28A, se observa una menor
cantidad de proteinas contaminantes después de los lavados (carriles 4 y 5). Para corroborar la
presencia de la proteina PE_PGRS1, se realizé un Western-blot con el anticuerpo monoclonal para

el tallo de 6His, en la figura 28B, se muestra el reconocimiento del antigeno recombinante.
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Figura 28. Purificacion y solubilizacién de los cuerpos de inclusién que contienen a
la proteina recombinante PE_PGRS1. A) Gel de poliacrilamida al 12% tefiido con Azul

Coomassie. B) Western-blot para el reconocimiento de la PE_PGRS1 por el anticuerpo a-
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6His HRP [1:2000]. Carril 1: Sobrenadante del sonicado con Buffer de Lisis 1X, Lisozima
y Triton X-100, Carriles 2 y 3: Primer y segundo lavado con Buffer de Lisis 1X, Carriles 4 y
5. Cuerpos de inclusion limpios. Las marcas muestran a la proteina PE_PGRS1 de 44.5
kDa. Marcador de PM (SDS_PAGE Standards Low Range, BIO-RAD).

La proteina recombinante PE_PGRS1 solubilizada, se purificd por cromatografia de afinidad a
niquel de forma automatica. En la figura 29A, se muestra el cromatograma donde se distingue el
momento en el que la muestra problema es inyectada, las fracciones de lavado y elucion del
procedimiento de purificacion y la sefial por la presencia de imidazol en el buffer de elucién. Las
fracciones con un aumento en el valor de la absorbancia (mAU) fueron analizadas por SDS-PAGE.
En la figura 29B, se detectaron las proteinas contaminantes de E. coli Rosetta (DE3) en la muestra
no pegada (carril 1) y en las fracciones de lavado (carriles 2-6), asi como la proteina de interés en las
fracciones de elucion (carril 7-9). Para confirmar que se trata de la PE_PGRS1 se realizé un Western-
blot, en la figura 29C, se muestra el reconocimiento del anticuerpo monoclonal contra el tallo de 6His
Unicamente en la fracciones de elucion (carril 7 y 8). Como resultado de la purificacién se obtuvo una
cantidad adecuada de la PE_PGRS1, la cual fue re-naturalizada por diélisis contra el buffer de

equilibrio reduciendo gradualmente la concentracion de urea (4, 2, 1, 0.5, 0.25, 0.125 y 0 M) sin
observarse precipitacion.

R UNICORN 5.11 (Build 407)
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Figura 29. Purificacion de la proteina recombinante PE_PGRS1 por cromatografia
de afinidad a niquel (IMAC). A) Cromatograma obtenido con el Software UNICORN 5.1
(Fracciones [mL] vs. Absorbancia [mAU= miliunidades de absorbancia]). Leyenda: Luz
UV, Conductancia, Concentracion, Fracciones, Inyeccién, Guia. Los puntos (*) muestran
las fracciones resueltas por SDS-PAGE de izquierda a derecha B) Tinciéon Azul
Coomassie. C) Western-blot para el reconocimiento de la PE_PGRS1 por el anticuerpo a-
6His HRP [1:1000]. Carril 1: Fraccién de muestra no pegada, Carriles 2-6: Fracciones del
lavado, Carriles 7-9. Fracciones de elucién. Las marcas muestran a la proteina
recombinante PE_PGRS1 de 44.5 kDa. Marcador de PM (SDS-PAGE Standards Low
Range, BIO-RAD).

La concentracién de la PE_PGRS1 purificada fue de 0.097 mg/mL, se obtuvieron seis alicuotas
de 500 pl c/u y se almacenaron a -20°C. Por lo tanto, el rendimiento fue de 0.582 mg/l, lo necesario

para realizar el ensayo in vitro de actividad enzimatica con la SrtA.

8.5.2 Purificacion de la SrtA recombinante de Staphyloccocus aureus.

La proteina recombinante SrtA de la fraccién soluble fue purificado por cromatografia de afinidad a
niquel de forma manual. Las fracciones obtenidas del procedimiento de purificacion se analizaron
por SDS-PAGE. En la figura 30A, se observa la proteina purificada en la fraccién de elucion (carril 7),
asi como proteinas de 38 kDa, que corresponden a contaminacion con queratina por la manipulacion
inadecuada del gel de poliacrilamida 691, Al realizar un Western-blot con el anticuerpo monoclonal
para el tallo de 6His, en la figura 30B, se confirmo que se trata de la SrtA, ésta fue dializada contra

buffer de equilibrio para retirar el imidazol sin observarse precipitacion.
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Figura 30. Purificacion de la proteina recombinante SrtA por cromatografia de
afinidad a metales (IMAC). Membranas PVDF de las fracciones de proteinas obtenidas
del procedimiento de purificacién. A) Tincion Azul Coomassie. B) Western-blot para el
reconocimiento de la SrtA por el anticuerpo a-6His HRP [1:2000]. Carril 1: Fraccion de
muestra no pegada, Carriles 2-6: Fracciones del lavado, Carril 7 Fraccidén de elucion,
Carril 8: Fraccién de lavados con EDTA y NaCl. Las marcas muestran a la proteina
recombinante SrtA de 18.9 kDa. Marcador de PM (SDS_PAGE Standards Low Range,
BIO-RAD).

La concentracién de la SrtA purificada fue de 0.420 mg/mL, se obtuvieron doce alicuotas de 500
ul c/u, cuatro se almacenaron a -20°C y ocho a -80°C. Por lo tanto, el rendimiento fue de 12.6 mg/l,

lo necesario para realizar el ensayo in vitro de actividad enzimatica con la PE_PGRS1.

8.6 Deteccion de las proteinas por Western-blot en los ensayos in vitro de actividad

enzimatica.

La actividad enzimatica de la SrtA se determind por ensayos in vitro en los que se probaron dos
diferentes concentraciones de la proteina PE_PGRS1 como sustrato (562.5 y 1125 nmoles), de
acuerdo a la sensibilidad del anticuerpo monoclonal para el tallo 6His, considerando dos relaciones
moleculares enzima/sustrato (1:5y 1:10) y cinco intervalos de tiempo de incubacion a 37°C (0, 2, 4, 6
y 24 h). Por otro lado, la actividad enzimatica especifica se evalué eliminando de los ensayos, los

elementos indispensables para la activacion de la SrtA (Gly y calcio, respectivamente) con el fin de
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anular la actividad enzimatica [5567.7071], |Las mezclas de reaccion almacenadas a -20°C, se
descongelaron y se resolvieron en SDS-PAGE para detectar las proteinas por Western-blot con los

anticuerpos correspondientes (Ver Anexo lll: F).
Para el ensayo enzimético in vitro con una relacion molecular de 1:5, se utilizaron los reactivos
necesarios para producir la actividad esperada (Ver Tabla lll), o que no debe suceder en los controles

negativos dado que no incluyen a la SrtA o a la PE_PGRS1, respectivamente.

Tabla lll. Reactivos utilizados en el ensayo in vitro con relacion molecular 1:5.

Reactivos Control Control Rea_cci’c').n
PE_PGRS1 Sortasa A enzimatica
PE_PGRS1 12.89l - 12.89yl
Buffer R1* 12114l 24,750 11.86ul
Buffer R2 254l 254l 25ul
SrtA - 0.25ul 0.254l
Volumen Final 50ul 50ul 50l

* El volumen del buffer R1 varia de acuerdo a la concentracion de las proteinas.

Unicamente en las reacciones del ensayo donde se incluyé la PE_PGRS1 se logré detectar la
actividad de la SrtA. En la figura 31A, se observa la tincion de Coomassie de la PE_PGRS1 de 44.5
kDa, la SrtA de 18.9 kDa y por debajo una ligera banda, en el tiempo méximo de incubacién (carril 7).
En la figura 31B, se muestra el reconocimiento de la SrtA y la banda de menor tamafio con el
anticuerpo anti-6His, lo cual indica que esta Ultima se trata del fragmento esperado, ya que presenta
un tallo 6His fusionado al extremo N-terminal y coincide con el peso esperado de 15.6 kDa (carril 7).
En la figura 31C, es posible observar el reconocimiento de las mismas proteinas con el anticuerpo
anti-dominio PE33 que presenta mayor sensibilidad, con lo que se confirma que se trata del
fragmento PE de la PE_PGRS1 generado desde las 2 h de reaccion (carriles 4-7). En ambos casos
se observan otras bandas no identificadas de mayor tamafio que el fragmento esperado. Algo
interesante, es que en ninguno de los dos casos se determind el reconocimiento de la proteina

completa después del proceso de re-naturalizacion (figuras 31B y 31C).
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Figura 31. Ensayo in vitro de la actividad enzimatica de la SrtA sobre la PE_PGRS1
con relacion molecular 1:5. Membranas PVDF con las proteinas recombinantes
utilizadas en el ensayo in vitro para determinar la actividad enzimatica a diferentes
tiempos de incubacién. A) Tincion Azul Coomassie. B) Western-blot para el
reconocimiento de la SrtA y la PE_PGRS1 por el anticuerpo a-6His HRP [1:1000]. C)
Western-blot con el anticuerpo a-PE33 [1:500] para el reconocimiento del fragmento PE.
Carril 1; Proteina PE_PGRS1 (control negativo), Carril 2: Enzima SrtA (control negativo),
Carriles 3-7: Actividad enzimatica 0, 2, 4, 6 y 24 h, respectivamente. Las marcas
muestran a la PE_PGRS1 de 44.5 kDa, la SrtA de 18.9 kDa y el fragmento PE de la
PE_PGRS1 con un peso estimado de 15.7 kDa, producto del corte del motivo LPXTG por
la SrtA.

Con la intencion de observar notoriamente la actividad de la SrtA sobre la PE_PGRS1 se decidio
aumentar al doble la concentracion de ésta Ultima, manteniendo una relacidon molecular de 1:10.

Para este ensayo enzimatico in vitro se utilizaron los reactivos correspondientes para producir la
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actividad esperada (Ver Tabla IV), lo que no debe suceder en los controles negativos dado que no

incluyen a la SrtA o a la PE_PGRSH1, respectivamente.

Tabla IV. Reactivos utilizados en el ensayo in vitro con relacion molecular 1:10.

Reactivos Control Control Rea_ccié_n
PE_PGRS1 Sortasa A enzimatica
PE_PGRS1 25.774l - 25.77ul
Buffer R1* 24.234l 49.75ul 23.98ul
Buffer R2* S50ul 50ul 50ul
SrtA - 0.25ul 0.25ul
Volumen Final 100pl 100pl 100pl

* El volumen del buffer R1 varia de acuerdo a la concentracion de las proteinas.

** El buffer R2 cambia de composicion eliminando la Gly o el calcio, respectivamente.

En el ensayo in vitro con una relacién molecular de 1:10 se logré detectar mejor la actividad de la
SrtA. En la figura 32A, se observa la tincién de Coomassie de la PE_PGRS1 y la SrtA, que presenta
una disminucién en la sefial de cada una de las proteinas recombinantes. Existe la aparicion del
fragmento PE debajo de la SrtA a partir de las 6 h de incubacion y aumenta a las 24 h (carriles 6 y 7,
respectivamente). En la figura 32B, es posible observar el aumento en la sefial del fragmento PE
generado por la actividad de la SrtA (carriles 4-7). Ademas, el anti-6His reconoce otras bandas de
mayor tamarfio, que también presentan un aumento en la sefial al transcurrir el tiempo de reaccién y

que no aparecen en los controles negativos, lo cual sugiere se debe a la activacion de la SrtA.

A 74— B 74—
62— 662—
BO— L e e ¢ EE0— PE_PGRS1
Ho— = 0—
25— ¢ N5— il < SiA
#4— < « < Fragmento PE
kBa KD
’1 2 3 4 5 6 1 1 2 3 4 5 6 1

58



RESULTADOS

Figura 32. Ensayo in vitro de la actividad enzimatica de la SrtA sobre la PE_PGRS1
con relacion molecular 1:10. Membranas PVDF con las proteinas recombinantes
utilizadas en el ensayo in vitro para determinar la actividad enzimética a diferentes
tiempos de incubacién. A) Tincion Azul Coomassie. B) Western-blot para el
reconocimiento de la SrtA y la PE_PGRS1 por el anticuerpo a-6His HRP [1:1000]. Carril
1. Proteina PE_PGRS1 (control negativo), Carril 2: Enzima SrtA (control negativo),
Carriles 3-7: Actividad enzimatica 0, 2, 4, 6 y 24 h, respectivamente. Las marcas
muestran a la PE_PGRS1 de 44.5 kDa, la SrtA de 18.9 kDa y el fragmento PE de la
PE_PGRS1 de 15.7 kDa, producto del corte del motivo LPxTG por la SrtA.

Como control para detectar la actividad enzimética especifica se elimind la Gly de la mezcla de
reaccion esperando que no existiera actividad de la SrtA. En la figura 33A, se observa el fragmento
PE en el tiempo maximo de incubacion 24 h (carril 7), lo que indica que la enzima se activd. En la
figura 33B, se observa el mismo patron de bandas reconocidas por el anti-6His en el ensayo

enzimatico completo.
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Figura 33. Ensayo in vitro de la actividad enzimatica de la SrtA sobre la PE_PGRS1
con relacion molecular 1:10 en ausencia de glicina. Membranas PVDF con las
proteinas recombinantes utilizadas en el ensayo in vitro para determinar la actividad
enzimatica a diferentes tiempos de incubacion. A) Tincién Azul Coomassie. B) Western-
blot para el reconocimiento de la SrtA y la PE_PGRS1 por el anticuerpo a-6His HRP
[1:1000]. Carril 1: Proteina PE_PGRS1 (control negativo), Carril 2: Enzima SrtA (control
negativo), Carriles 3-7: Actividad enzimatica 0, 2, 4, 6 y 24 h, respectivamente. Las
marcas muestran a la PE_PGRS1 de 44.5 kDa y a la SrtA de 18.9 kDa.
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RESULTADOS

Finalmente, cuando en la mezcla de reaccidn se omite el Ca*, no se detect6 actividad de la
SrtA. En la figura 34A, con la tincién de Coomassie no se observa el fragmento PE en la reaccién, lo
que indica que no hay actividad enzimética. En la figura 34B, con el Western-blot utilizando el
anticuerpo para el tallo 6His, se observa el reconocimiento de la SrtA y un pequefio barrido de fondo
que corresponde a la PE_PGRS1, que también se observa en el control negativo (carril 1). Lo cual

sugiere que se trata de una actividad enzimatica especifica de la SrtA sobre la PE_PGRS1.
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Figura 34. Ensayo in vitro de la actividad enzimatica de la SrtA sobre la PE_PGRS1
con relacién molecular 1:10 en ausencia de calcio. Membranas PVDF con las
proteinas recombinantes utilizadas en el ensayo in vitro para determinar la actividad
enzimatica a diferentes tiempos de incubacion. A) Tincion Azul Coomassie. B) Western-
blot para el reconocimiento de la SrtA y la PE_PGRS1 por el anticuerpo a-6His HRP
[1:1000]. Carril 1: Proteina PE_PGRS1 (control negativo), Carril 2: Enzima SrtA (control
negativo), Carriles 3-7: Actividad enzimética 0, 2, 4, 6 y 24 h, respectivamente. Las
marcas muestran a la PE_PGRS1 de 44.5 kDa, la SrtA de 18.9 kDa y el fragmento PE de
la PE_PGRS1 de 15.7 kDa, producto del corte del motivo LPXTG por la SrtA.

Estos resultados confirman: 1) el reconocimiento de la secuencia LPNTG y 2) el corte de la
proteina PE_PGRS1 de M. tuberculosis H37Rv por la enzima SrtA de S. aureus, la cual es capaz de
generar el fragmento PE. Lo cual sugiere que existe una interaccion enzimatica a nivel de pared
celular entre las PE_PGRS, que contienen el motivo LPXTG, y una SrtA-like, quien participa en el

transporte de proteinas en M. tuberculosis.
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La investigacion de la interaccion de las proteinas de M. tuberculosis con el sistema inmune del
hospedero, se ha centrado en identificar factores de virulencia, inmundgenos y antigenos que
intervienen en el proceso patogénico 72, Existen evidencias de que algunas proteinas PE_PGRS
que estan en la pared de la micobacteria pueden influir en la estructura celular, asi como en la
aglutinacion de micobacterias [24], por lo que se sugiere que estas proteinas estan interviniendo en
las interacciones celulares entre las micobacterias y de éstas con las células del sistema inmune,
como macréfagos 128l Se ha encontrado que las proteinas PE_PGRS inducen una respuesta
inmune, tanto humoral como celular; sin embargo, la respuesta de anticuerpos esta dirigida
exclusivamente hacia el dominio PGRS, lo cual sugiere que estos dominios estan preferencialmente
expuestos al sistema inmune (2], Estudios protedmicos han mostrado que M. tuberculosis secreta
diversas proteinas, sin embargo muchas de esas proteinas son producidas sin un péptido sefal
clasico, al relacionar esto con la alta complejidad de la estructura de la pared celular de la
micobacteria, se sugiere la existencia de una via de secrecion especializada en M. tuberculosis 34,
Experimentos recientes han determinado que el dominio PE de las PE_PGRS es el responsable de
la translocacion y localizacion de estas proteinas en la pared celular de micobacterias, lo cual indica
que este dominio podria funcionar como una especie de péptido lider 1972, Sin embargo, la
informacion acerca del mecanismo por el cual estas proteinas son transportadas a la pared celular
es limitada, por lo que utilizar modelos bien caracterizados en otras bacterias para investigar los
aspectos moleculares de la secrecion de proteinas, puede ser de gran relevancia bioldgica [34. Uno
de estos modelos, es el que se utiliza para el procesamiento de proteinas de patdégenos Gram-
positivos por la enzima Sortasa A (SrtA), la cual reconoce el motivo LPXTG para la secrecion de
proteinas [9. En el presente trabajo se eligio este modelo, ya que un andlisis in silico de las
secuencias PE_PGRS mostrd la presencia de este motivo en la PE_PGRS1 y la 31, y en 28
PE_PGRS maés el motivo se detecté con algunos cambios, pero conservando una alta homologia
entre estas secuencias proteicas. El motivo LPXTG se localiz6 justamente en la region que define a
los dominios PE y PGRS, por lo que para este trabajo se decidio utilizar a la PE_PGRS1 a fin de
determinar si era blanco de la SrtA. Para este fin, se obtuvo la proteina PE_PGRS1 de la cepa de
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laboratorio H37Rv de M. tuberculosis en forma recombinante, y de la misma forma a la enzima SrtA
de S. aureus.

De manera interesante, se han encontrado Srt codificadas en los genomas patégenos Gram-
positivos emparentados con M. tuberculosis como Corynebacterium spp. y Streptomyces spp., 10s
cuales estan involucradas en el desarrollo de fimbrias y de hifas, respectivamente [53. Actualmente,
no se ha reportado la existencia de una SrtA-like involucrada en la secrecidn de proteinas en las
micobacterias, sin embargo una busqueda en las bases de datos nos muestra que la proteina
Rv1278 de M. tuberculosis H37Rv presenta una similitud significativa con la enzima SrtA de
Corynebacterium glutamicum.

Con el fin de estudiar si el motivo LPXTG de las PE_PGRS de M. tuberculosis era blanco de la
SrtA de S. aureus, el gen pe_pgrs1 se clond en el vector de expresidn pET15b y se expreso en la
cepa Rosetta (DE3) de E. coli. La proteina recombinante PE_PGRS1 se recuperd en forma insoluble
(cuerpos de inclusion) y fue necesario re-naturalizarla de manera gradual. La PE_PGRS1 mostré una
masa molecular de 44.5 kDa en SDS-PAGE en donde se observaron otras bandas menores a ésta
que pueden deberse a contaminacion por proteinas nativas de E. coli, degradacién de la PE_PGRS1
por almacenamiento o traduccién deficiente de la cepa Rosetta (DE3). Sin embargo, la
contaminacion fue descartada por la deteccion con el anticuerpo especifico para 6His, que reconoce
el barrido de proteinas, lo que indica la presencia del tallo de histidina (6His), que no poseen las
proteinas de E. coli. La degradacion de la PE_PGRS1 también se descartd porque estas bandas
estan presentes, sin que exista almacenamiento previo de la proteina, esto es inmediatamente
después de haberla extraido de la pastilla bacteriana. Estas observaciones sugieren que estas
bandas pueden tratarse de proteinas truncas producto de una traduccién deficiente de la cepa, que
podria mejorarse si se optimizan las condiciones de cultivo, como composicion del medio,
condiciones de crecimiento y cantidad de inductor, entre otras [3l. La SrtA se obtuvo también en
forma recombinante en la cepa C43 (DE3) de E. coliy se recuperd en forma soluble.

Las condiciones del ensayo in vitro para determinar la actividad enzimatica de la SrtA sobre la
PE_PGRS1, se establecieron de acuerdo a protocolos reportados en la literatura. Durante la
determinacion de la actividad enzimatica se utilizaron la Gly y el Ca?*, los cuales son los elementos

indispensables para la activacion de la enzima y funcién sobre el sustrato [55.56.67],
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La relacion molecular 1:5 en un volumen de 50 ul de reaccion, hizo evidente un decremento en
la cantidad de SrtA y PE_PGRS1 a medida que transcurria el tiempo de reaccion, asi como el
aumento de una banda que migra alrededor del tamafio del fragmento esperado (15.7 kDa) en el
tiempo méximo (24 h). Sin embargo, la relacion molecular 1:10 en un volumen de 100 ul de reaccion,
permitio que las bandas de la PE_PGRS1 y el fragmento PE aumentaran su sefial 'y por lo tanto que
se observaran con mayor claridad que en el ensayo anterior, inclusive desde las 6 h de reaccion. Lo
mismo ocurrié con el reconocimiento utilizando el anticuerpo anti-6His, el fragmento PE resulta
evidente desde las 2 h de reaccién,.

Se confirmd con anticuerpos anti-6His y anti-PE33, que esta banda correspondia al fragmento
PE, el primero reconoce el tallo de 6His de la region N-terminal y el segundo la secuencia
conservada PE presente en todos los miembros de la subfamilia PE_PGRS, lo cual sugiere la
participacion del dominio PE en el transporte de proteinas PE_PGRS con el motivo LPXTG en M.
tuberculosis. Cabe resaltar que el anticuerpo PE presenté mayor sensibilidad comparado con el
anticuerpo para el tallo 6His cuando se utilizd en el ensayo 1:5, lo cual se explica porque este
anticuerpo fue producido contra el antigeno PE recombinante fusionado al tallo de 6His,
generandose anticuerpos contra éste que también reconocen el tallo de 6His de la SrtA. Algo
importante a sefialar es que el anticuerpo anti-6His comercial no reconoce a la PE_PGRS1 después
del procedimiento de re-naturalizacion, lo cual indica que el tallo de 6His fusionado es poco accesible
al anticuerpo al plegarse in vitro.

En todos los ensayos se observaron bandas de mayor tamafio que el fragmento PE y la SrtA, lo
cual puede ser debido a la formaciéon de productos ciclados (monémeros) y productos ligados
(oligdmeros) que se atribuyen al efecto de actividad de la enzima, ya que sdlo se observaron después
del periodo de reaccion. Esta observacion ha sido reportada en diversos trabajos, en uno de ellos
Parthasarathy y colaboradores en 2007 se utilizd a la SrtA para la formacion de oligdmeros de la
proteina blanco por 3 h a 37°C y el efecto se anulé cuando se omitié la enzima ["4l. En otro estudio
realizado por Mao en 2004, bajo las mismas condiciones de incubacion, se utilizaron
concentraciones crecientes de Glys donde se observd que a medida que ésta aumento se produjo
una mayor cantidad de monémeros lineales y una menor cantidad de monoémeros ciclados 71, Esto
explica porqué la Gly compite con la SrtA y al afiadirla disminuye la formacién de oligémeros,

confirmandose que la reaccion es catalizada por la enzima SrtA [75]. En el mismo estudio, también se

63



DISCUSION

reportd la presencia de bandas de mayor peso molecular (posibles tetra- y pentdmeros), las cuales
fueron detectadas por Western-blot con el anticuerpo anti-GFP. El uso de proteinas marcadas con
GFP permiti6 detectar estas formas que estan presentes en cantidades pequefias no detectables
con la tincion de Coomassie (en la que la banda del trimero es ligeramente visible) 7], Es claro, que la
SrtA puede ser usada para crear uniones inta- o intermoleculares entre proteinas, este efecto de
ligacion puede ser revertido con nucledfilos pequefios, estudios iniciales sugieren que la Gly puede
ser usada para este proposito 4. A partir de estas observaciones se realizaron otros trabajos, en
donde se observé la formacién del dimero de la SrtA por electroforesis de gel de poliacrilamida bajo
condiciones nativas [6l. Posteriormente en otro estudio de Zhu y colaboradores en 2008, se
demostrd que una sola mutacién puntual de residuos de aminoacidos en la superficie de la SrtA
puede inhibir completamente su dimerizacion [771,

Para evaluar la actividad enzimatica especifica de la SrtA sobre la PE_PGRS1, la Gly y el Ca?",
se eliminaron del buffer de reaccién en los ensayos restantes, a diferencia de las condiciones
previamente establecidas que se conservaron tanto para la mezcla de reaccion como para la
deteccion de las proteinas utilizadas y los posibles fragmentos generados.

La Gly participa en la reaccion de transpeptidacion posterior a la reaccion de hidrélisis, ésta
reemplaza a la molécula de agua uniéndose al sitio activo de la enzima, por medio de un ataque
nucleofilico para que se produzca el corte en la unién Tre-Gly del motivo LPXT | G [4954.55], | a adicién
de substratos de peptidoglicano a la mezcla de reaccién de la SrtA, estimula el corte del péptido
LPXTG y resulta en la formacién de unién amida entre el grupo carboxilo de la Tre y el grupo amino
de la Gly en los puentes cruzados del peptidoglicano. Gly, Glyz, Glys, Glys y Glys funcionan como
substratos in vitro, aunque el aumento en su longitud mejora la reaccion de transpeptidacion [49.5567],
En el presente trabajo, la Gly se utilizd a una concentracién de 5 mM que contribuyé a producir la
actividad de la SrtA. Contrario a lo esperado cuando se eliminé de la reaccion, la actividad continu6
observandose. La persistencia de actividad, puede explicarse a causa de la clonacién de ambas
proteinas en el vector pET15b, el cual adiciona la secuencia que incluye un tallo de 6His y un sitio
trombina MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHM al extremo N-terminal de las proteinas PE_PGRS1 y
SrtA 1671, De esta forma la aminopeptidasa endégena de E. coli remueve eficientemente la metionina

(Met) inicial de esta secuencia, durante el proceso post-traduccional, por lo que el nuevo extremo N-
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terminal que tiene una Gly, que puede actuar como un nucleéfilo permitiendo el reconocimiento y el
corte del péptido LPXTG por la accién de la SrtA [67],

El Ca2+ actua como cofactor in vivo e in vitro, es responsable de modular la conformacion del
sitio activo de la SrtA que contiene un grupo de residuos de amino&cidos involucrados en la union a
Ca2* 19, Un ion Ca2* se une al loop B3/B4 lo que provoca que el loop B7/B8 cambie de posicidn para
permitir el reconocimiento del motivo LPXTG de la proteina blanco, esta unidn activa la enzima por
un mecanismo que puede facilitar la unién al substrato, por lo tanto el Ca2* es requerido en la
reaccion de activacion 4956671, | a adicion de iones Ca?* promueve la actividad de la SrtA in vitro,
dado que la concentracion de Caz* (2 mM) que estimula a la enzima es similar a los niveles que S.
aureus encuentra en el tejido del hospedero (< 1.5 mM), puede ser que el mecanismo, sea utilizado
para incrementar la proteina superficial anclada a la pared celular durante la interaccion celular con
el hospedero ['8l. Cuando el Ca?* se elimind de la mezcla de reaccién la SrtA no se genero el
fragmento PE, sélo se reconocié la enzima sin variacion en su concentracion y las proteinas
PE_PGRS1 truncas, lo mismo se observo en los controles negativos.

La SrtA no corta la totalidad de la PE_PGRS1, esto puede deberse al plegamiento de algunas
moléculas del substrato que hace inaccesible el reconocimiento del motivo por la enzima. En
trabajos previos, respecto a la fusion de un tallo de 6His a los extremos N- y C-terminal se report6
que la SrtA recombinante, corta el péptido LPNTG in vitro entre los residuos Tre y Gly (55, Ademas,
el centro catalitico de la SrtA corta la proteina fusionada en el sistema de purificaciéon por
cromatografia de afinidad a metales (IMAC), dado que se demostro que el tallo fusionado es pequefio
y por lo tanto no afecta la actividad catalitica de la SrtA 167]. Algunas opciones para modificar la
eficiencia de la actividad enzimatica son el aumento de la concentracion de SrtA en relacién a la
PE_PGRSH1, basado en un estudio de Parthasarathy y colaboradores en 2007, se sugiere que usando
una alta concentracion de enzima se obtiene un mayor grado de reaccidn y menores tiempos de
actividad ™. En otro estudio de Mao en 2004, se prob6 que la variacion en la temperatura de
incubacion, tiene un efecto sobre la actividad de la enzima SrtA, donde aumentd con una
temperatura de 25°C comparada con una temperatura de 4°C [67],

En general, los blancos de procesamiento de la SrtA se localizan en el extremo C-terminal, de
esta manera la mayor parte de la proteina se encuentra expuesta en la superficie de la bacteria. En

el caso de las PE_PGRS el motivo LPNTG y homdlogos se encuentran entre el dominio PE y el
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PGRS, lo cual tiene relacion con que el dominio PE sea el responsable del transporte de proteinas
hacia la superficie de la micobacteria y con la funcion inmunolégica que desempefia el dominio
PGRS. En el presente trabajo, se demostr6 que el motivo LPNTG de la PE_PGRS1 de M.
tuberculosis es blanco de la SrtA de S. aureus, lo que sugiere que otras PE_PGRS con el motivo

conservado, pueden ser blanco del mismo procesamiento por parte de una SrtA-like en M.

tuberculosis.
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» El péptido LPNTG de la proteina PE_PGRS1 de M. tuberculosis H37Rv es
blanco de reconocimiento y corte por la enzima SrtA de S. aureus en
ensayos in vitro. Existe una correlacion evidente entre la disminucidn de la
SrtA y de la PE_PGRS1 y el aumento del fragmento PE conforme
transcurre el tiempo, detectandose a partir de las 2 h desde el inicio de

incubacion de la reaccion a 37°C.

» La actividad especifica de la SrtA fue confirmada en los ensayos in vitro,
ya que cuando se elimin6 la Gly de la reaccidn, la actividad enzimatica
persistio. Esto se relaciona con el péptido adicionado en el extremo N-
terminal por el vector pET15b en el que se encuentran clonados los genes
SrtA'y pe_pgrs1y su expresion en E. coli que expone la Gly, por lo que
cada una de las proteinas recombinantes es capaz de generar un ataque
nucleofilico. Por otro lado, cuando el Ca? se eliming, la actividad
enzimatica se abatid, demostrando que es imprescindible para la
interaccion enzima-substrato y que los productos generados se deben a la

actividad de la SrtA, quien reacciona especificamente con Caz*.

» Elanalisis in vitro de la actividad enzimatica de esta proteina recombinante
permiti6 determinar la presencia del fragmento PE, que participa en
funciones celulares como el transporte de proteinas, por lo que este
método permitié relacionar la actividad enzimatica con funciones derivadas

que pueden estar siguiendo este proceso en M. tuberculosis.



PERSPECTIVAS

» Los resultados de este trabajo demuestran que el péptido LPNTG de la
PE_PGRS1 de M. tuberculosis H37Rv es blanco de procesamiento por la
SrtA de S. aureus, sin embargo se requeriran de nuevos abordajes
experimentales in vitro e in vivo, a fin de demostrar la participacion de una

SrtA-like, que podria ser la proteina hipotética Rv1268 de M. tuberculosis.

» Para evaluar si la sustitucion de aminoacidos de la misma naturaleza del
motivo LPXTG es susceptible al reconocimiento y corte de la SrA, es
necesario repetir el ensayo in vitro en las mismas condiciones con la
proteina recombinante PE_PGRS33, prototipo de la subfamilia PE_PGRS
que en su secuencia presenta el motivo conservado APGTG.

» Evaluar la funcién in vivo del fragmento PE liberado durante la actividad
enzimatica de la SrtA y comprobar asi, la relacion funcional de la via de

sefializacion entre M. tuberculosis y S. aureus.
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ANEXOS

13.1 ANEXO I. Protocolos

A) RESOLUCION Y DETECCION DE DNA

Para resolver el DNA de las muestras (mezclar

con el mismo volumen de Buffer de Carga 6X), se

prepara un Gel de Agarosa [ (ch.6.9: Gel

Electrophoresis DNA) y en los pozos se cargan las

muestras y el marcador de PM.

Buffer de Carga 6X (Tipo Ill)

Glicerol en Agua 30%
Azul de Bromofenol 0.25%
Xileno Cianol FF 0.25%

Gel de Agarosa al 0.8 6 1% (Mini-gel de 6 mm)
Agarosa 0.2460.3¢
Buffer TAE 1X 30 mL
*Bromuro de Etidio (0.33mg/mL) 1L

Se utiliza el Buffer TAE 1X para la electroforesis
en camara horizontal (Horizon® 58, GIBCO BRL)
durante 1 ha 60V (1100, BIO-RAD).

Buffer de TAE 50X

Tris-base 242 g/L
Acido Acético Glacial 57.1 mL/L
EDTA 0.5M (pH 8.0) 100 mL/L
Buffer de TAE 1X

Tris-Acetato 0.04 M
EDTA 0.001 M

Para visualizar el DNA en geles de agarosa se
utiliza la tincién fluorescente con Bromuro de
Etidio 189, esta substancia contiene un grupo plano
que se intercala entre las bases apiladas del DNA,
mostrando un campo fluorescente de mayor
intensidad, comparado con el colorante libre en la
solucion (lo mismo ocurre con el RNA, aunque la
afinidad es menor y por lo tanto la intensidad del
campo fluorescente es menor). El gel se observa
en el transiluminador UV con A=365 nm (UVA-40,
ULTRA-LUM) por iluminacion transmitida y se
fotografia (MI™, KODAK) por iluminacion incidental;
en ambos casos la energia de la unién, es
retransmitida en el espectro de luz visible A=590
nm [ (ch.6.18: Gel Electrophoresis DNA).

B) CLONACION Zero Blunt® TOPQ® 8]

Para la clonacién por esta técnica, se requiere
obtener el producto de PCR romo, que se mezcla
con el vector de clonacion, se centrifuga (5415c,
EPPENDORF) para colectar y se incuba por 5-30
min a Tams (22-23°C); colocar en hielo. Con esta
reaccion de ligacién (1-2 L), se transforman las
células competentes E. coli (Ver Protocolo K), las

colonias se seleccionan y se analizan.

Reaccion
Producto PCR romo 4 uL
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Solucién NaCl 1.2 M, MgCl,0.06 M 1L
Vector pCR®4Blunt-TOPO® 1L
S 3.3 = 23 bp 50 by

pCR™4- and
pCR*4Blunt-
TOPO"
4.0 kb

&
E

* El mapa muestra las caracteristicas de la secuencia
del vector de clonacion pCR®4Blunt-TOPO® (3,956 bp),
con la region promotora lac (2-216), la fusién LacZa-
ccdB (217-810), los genes de resistencia a kanamicina
(1,159-1,953) y ampicilina (2,203-3,063), y el pUC ori
(3,161-3,834); y la secuencia que rodea al Sitio de
Clonacion TOPQO® (294-295), con los sitios de
restriccion para Spel, Pstl, Pmel, EcoRI (flanquea al

sitio de clonacion) y Notl.

C) REACCION DE DIGESTION 79I

Para cortar un plasmido con endonucleasas
(enzimas de restriccidn), es necesario conocer los
sitios de corte en su secuencia de DNA, para
llevar a cabo una reaccién de digestién e incubar
a 37°C por 1-1:30 h (417, LAB-LINE). Este método
es Util para producir un plasmido en forma lineal o

para realizar un andlisis de restriccién.

Reaccion 1 2 3

Agua destilada 4 L -

Plasmido 4uL  8puL 164l
*Buffer 1Tub 1pl 2pL
*Enzima 1yl 1ul 24l

* Disponibles comercialmente (Ver Anexo lI: B)

D) REACCION DE GAP-FILLING "9

Para rellenar los huecos de la secuencia de DNA
de un plasmido, se lleva a cabo una reaccion de
gap-filling, con la enzima Taq DNA polimerasa,
incubandola por 10 min a 72°C en el

termociclador (Mastercycler® gradient, EPPENDORF).

Reaccion 1 2
Plasmido 37uL 35pL
Agua destilada 6.5uL 8pL
Buffer 10X 5uL 5puL
dNTP’s 1L 1uL
Enzima 05uL 054L

E) REACCION DE LIGACION [

Para clonar un gen en un vector, se lleva a cabo
una reaccién de ligacién, con la enzima T4 DNA
ligasa, incubandola por 16 h a 16°C sin agitacién

(Thermomixer, EPPENDORF).

Reaccion

Vector y Gen 7L
Buffer 10X 1L
Enzima 2L
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F) MEDIOS DE CULTIVO [

e MedioLB

Para preparar el medio de cultivo LB, los
componentes se diluyen y aforan con agua
destilada a la cantidad deseada. Se esteriliza en
autoclave (SSR-3A, CONSOLIDATED) durante 20
min en ciclo liquido (121°C/15 psi) y se incuban sin
agitacion (417, LAB-LINE) a 37°C durante 12 h
para descartar contaminacion. Si es requerido, el
antibiético (almacenado a -20°C) se adiciona en
condiciones estériles en relacion 1/1000 (app.A:

A.1 Bacterial Media, A.6 Antibiotics).

Componentes

Extracto de Levadura 5¢glL
Triptona de Caseina 10 g/lL
NaCl 10 g/L
*Agar 15glL

* El medio solido LB se enfria a 55°C, se afiade el

antibiético y se vierte en placas Petri (25 mL c/u).

e Medio SOC

Para preparar el medio de cultivo SOC se pesan
los componentes y se diluyen en agua destilada,
se adiciona 1 mL de KCl y se ajusta el pH a 7.0
con NaOH 5 M (Ver Protocolo B). Se esterilizan
por separado, el medio y la solucién de MgCl,, en
autoclave (SSR-3A, CONSOLIDATED) durante 20
min en ciclo liquido (121°C/15 psi), se enfrian a
55°C y se adiciona 1 mL de la solucién y 1 mL de

Glucosa esterilizada por filtracién  (0.22 um,

MILLIPORE). Se preparan alicuotas que se
guardan a -20°C (app.A: A.2 Bacterial Media).

Componentes

Triptona de Caseina 2%
Extracto de Levadura 0.5%
NaCl 10 mM
Solucion KCI 250 mM 2.5mM
Solucién MgCl2 «6H20 1 M 10 mM
Solucion Glucosa 2 M 20 mM

G) PRE-CULTIVO DE BACTERIAS*

Previamente se siembran las bacterias de interés
en medio LB (marcado con la cepa y la fecha) (Ver
Protocolo H), incubar durante 16 h a 37°C (417,
LAB-LINE) y observar el crecimiento. Para preparar
el pre-cultivo, con un palillo se toma una colonia
de bacterias y se coloca en un tubo con 5 mL de
medio liquido LB sin/con antibidtico dilucion
1/1000 (marcado con la cepa y la fecha). El tubo
se incuba durante toda la noche (14-16 h) a la
temperatura indicada en agitacion constante
(Incubator1000/ Orbimix1010, BRINKMANN).

*Procedimiento en condiciones estériles.

Para recuperar las células bacterianas, el pre-
cultivo se centrifuga a 4°C por 15 min a 2,050 x g
(Universal 16R, HETTICH) y se elimina el
sobrenadante (medio LB). Se calcula el peso

humedo de la pastilla bacteriana (pesando
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previamente los tubos de centrifugacion y se resta

el peso total) y se almacena a -80°C.

H) CELULAS COMPETENTES

Para preparar células competentes, se puede
utilizar el tratamiento quimico con CaCl,. Se
requiere de un cultivo de 3 h de la cepa de interés
en 100 mL de medio LB, que se coloca en hielo
por 30 min, y se centrifuga a 4°C por 10 min a
2,050 x g (Universal 16R, HETTICH). Se adicionan
20 mL de una solucion de CaCl, 50mM, se
traslada al hielo por 10 min y se centrifuga en las
mismas condiciones (se repite una vez). La
pastilla se disuelve en 5 mL de la solucién
CaCly/Glicerol 20%, se preparan alicuotas de 200
UL y se almacenan a -70°C con una solucion de
hielo seco con etanol, para congelarlas

rapidamente.

I) TRANSFORMACION DE BACTERIAS 8283

Para transformar bacterias con el plasmido de
interés, se puede utilizar el método de choque
térmico. Se requiere una alicuota de células
competentes (-80°C), que se mezclan con el
plasmido y se incuban durante 5-30 min en hielo.
En seguida, se produce un choque de calor por 50
s a 42°C (Thermomixer comfort, EPPENDORF) y se
traslada de nuevo al hielo. Se afiaden 800 pL de

medio de cultivo SOC (alta eficiencia en

crecimiento de células competentes) (Ver
Protocolo H) y se incuba 1 h a 37°C con 550
rom. Para finalizar, las células transformadas se

siembran por extensién en medio LB solido y se

incuban durante 12 ha 37°C (417, LAB-LINE).

J) CINETICA DE CRECIMIENTO

Para obtener la curva de crecimiento, se requiere
de los pre-cultivos (Ver Protocolo 1) de las cepas
indicadas, transformadas con el plasmido de
interés (Ver Protocolo E); ademas, de las mismas
cepas sin plasmido (control positivo) y el medio LB
(control negativo). De cada uno, se toma una
alicuota que se coloca en medio LB liquido en
dilucion 1/50 (antibiético 1/1000), se incuban en
agitacion  constante  durante varias  horas
(Incubator1000/  Orbimix1010, BRINKMANN). El
crecimiento de las bacterias, se mide cada hora
por densidad optica (DO) en el espectrofotdmetro
(6305, JENWAY) con A=600 nm, tomando una
alicuota de 1 mL en condiciones estériles. Los
datos obtenidos de las lecturas con dos
repeticiones (colonias distintas), se registran en

una tabla de Excel y se construye la grafica

(Tiempo [h] vs. DO 600 nmj)-

Para determinar el momento de la induccion,
se requiere el calculo de la Tasa de Crecimiento
Especifico (TC=Ln[DO2/DO1]/[T2-T1]; donde:
Ln=Logaritmo natural, DO=Densidad Optica [600 nm],

T=Tiempo [h]) y el Tiempo de Duplicacién
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(TD=Ln2/TC; donde: Ln2=Logaritmo natural de 2,
TC=Tasa de Crecimiento Especifico) para cada una
de las lecturas de DO de la curva de crecimiento
de cada repeticidn, se registra en una tabla de

Excel y se construye la grafica con dos ejes Y

(Tiempo [h] vs. TC []/ TD [h]).

K) EXTRACCION DE PROTEINAS (4

Para extraer las proteinas, la pastilla bacteriana se

descongela y se disuelve en Buffer de Lisis 1X (3

mL/g de peso humedo). Se afiade Lisozima (10
mg/mL) para una concentracién final de 300 pg/mL
y se deja incubando durante 30 min a 4°C con
600 rpm (16°C en Thermomixer Comfort,
EPPENDORF). Se adiciona Tritén X-100 1% (v/v) y
se usa el sonicador con potencia del 15-20%
(VirSonic Digital 475, VIRTIS) 2 veces (1 min c/u)
con un lapso de 1 min en hielo. Se centrifuga a
4°C por 10 min a 3,400 x g (Rotina 420R, HETTICH)
y se separa el sobrenadante [S]. La pastilla

resultante se disuelve en Buffer de Lisis 1X, se

centrifuga en las mismas condiciones y se separa
el sobrenadante [L1], se repite este procedimiento
[L2], y estas muestras se almacenan a -20°C

(ch.4: Extraction of Recombinant Protein from

Bacteria).

Buffer de Lisis 1X

Tris-acido (pH 8.0) 50 mM
NaCl 100 mM
EDTA 1mM

Buffer de Equilibrio

Tris-base (pH 7.5) 20 mM
NaCl 50 mM
B-ME 5mM
Urea 8M

L) RESOLUCION DE PROTEINAS (8587

Para resolver las proteinas de las muestras
desnaturalizadas (hervidas con el mismo volumen
de Buffer de Carga 2X por 5 min), se prepara un
Gel _de Poliacrilamida (SE245, AMERSHAM
PHARMACIA BIOTECH) 189 (ch.1: Protein MW

determination by SDS-PAGE) y en los pozos se

cargan las muestras y el marcador de PM.

Buffer de Carga 2X

Buffer de Gel Concentrador 4X  25%
Glicerol 20%
B-ME 5%

SDS 2%

Azul de Bromofenol 0.0025%
Rojo de Pironina 0.0025%

Buffer de Gel Separador 4x
Tris-base (pH 8.8) 15M
SDS 0.4%

Buffer de Gel Concentrador 4x

Tris-base (pH 6.8) 05M
SDS 0.4%
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Solucién de Poliacrilamida
Acrilamida 30%

Bis-acrilamida 0.8%

Gel Separador al 12% (Mini-gel de 0.75 mm*)

Buffer Gel Separador 4X 1.25mL
Agua destilada 1.75 mL
Solucién de Poliacrilamida 2mL
APS 10% 50 uL
TEMED 5uL

Gel Concentrador al 4.5% (Mini-gel de 0.75 mm*)
Buffer de Gel Concentrador 4X 625 L

Agua destilada 1.5mL
Solucién de Poliacrilamida 375 UL
APS 10% 50 uL
TEMED 5uL

*Volumen méximo por pozo (25 pL), para mayor
capacidad se utiliza el mini-gel de 1.5 mm (50 L), es
necesario aumentar 30 min el tiempo de electroforesis
y de transferencia para obtener mejores resultados al

realizar la deteccion de proteinas.

Se utiliza el Buffer de Electroforesis 1X en lamina
vertical (SE280, AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH
durante 30 mina 60 Vy 1 ha 120 V (EPS3501XL,

AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH).

Buffer de Electroforesis 10X

Tris-base (pH 8.3) 250 mM
Glicina 1.91 M
SDS 10%

*Diluir a 1X antes de usar

Se utiliza el Buffer de Transferencia 1X en camara
vertical (TE22, AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH)
con membrana PVDF (Immobilon™-P, MILLIPORE)

(previamente se sumerge en metanol 100% por 5

min para activarla) durante 1 h a 60 V

(EPS3501XL, AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH).

Buffer de Transferencia 10X

Tris-base (pH 8.3) 250 mM
Glicina 1.91M
*Diluir a 1X y adicionar Metanol 20%

M) DETECCION DE PROTEINAS

Para detectar proteinas en Gel de Poliacrilamida,

éste se puede tefir y después secar para
conservarlo a temperatura ambiente (Tam) (5:

Conservacion de los geles de electroforesis):

El gel se lava durante 30 s con agua destilada y

sumerge en la Solucién de Tincién durante 1 h,

después se cambia a la Solucién para Destefiir

(hasta observar las bandas de las proteinas
tefiidas de color azul) y se almacena en agua
destilada a 4°C B4 (ch.A:  Protein MW

determination by SDS-PAGE).

Solucién de Tincién

Isopropanol 25%
Acido Acético Glacial 10%
Azul Brillante Coomassie R-250  0.25%
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Solucién para Destefiir

Acido Acético Glacial 7%

Para detectar proteinas en membrana PVDF
(Immobilon™-P, MILLIPORE), ésta se sumerge en la

Solucién de Tincién durante 5 min, después en la

Solucién _para_Destefiir durante 1 h (hasta

observar claramente las proteinas).

Solucién de Tincion

Metanol 50%
Acido Acético 7%
Azul Brillante Coomassie R-250  0.1%

Solucion para Desteiiir
Metanol 50%
Acido Acético 7%

*Las técnicas de deteccion se llevan a cabo en
incubacién a Tamp y con agitacion suave [velocidad 4-5]
(RM1030, BRINKMANN).

N) IDENTIFICACION DE PROTEINAS

Para utilizar la membrana PVDF (Immobilon™-P,
MILLIPORE), tefiida con azul Coomassie, en la
identificacion de proteinas; es necesario

sumergirla en la Solucion para Eliminar Fondo,

para destefiirla por completo.

Solucion para Eliminar Fondo
Metanol 90%

Acido Acético 10%

La identificacion de proteinas se realiza por la
técnica de Western-blot de la siguiente manera:
La membrana se bloquea sumergiéndola por 30

min en Solucién de Incubacién, se diluye el

anticuerpo primario y se incuba por 1 h. Se

cambia a Solucion de Lavado por 5 min y se

sumerge 1 h en Solucién de Incubacién con el

anticuerpo secundario. Se cambia a Solucién de
Lavado 3 veces por 5 min c/u y se sumerge en

Solucion de Revelado hasta observar la banda de

la proteina de interés. Para detener la reaccion, la
solucion se desecha y se lava con agua destilada.
* Al utilizar un anticuerpo marcado, se omite el primer
lavado y la segunda incubacién.
** El tiempo de incubacién es a Tamp con agitacion
suave (RM1030, BRINKMANN).

Buffer PBS 10X pH 7.4

NaCl 1.5M
Na:HPO,4 ™
NaH,PO4+1H,0 ™

Solucion de Incubacion

Buffer PBS 10X 1X
Tween 20 0.05%
BSA 3%

Solucion de Lavado
Buffer PBS 10X 1X
Tween 20 0.05%
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Solucion de Revelado

Buffer PBS 10X 1X
Tween 20 0.05%
H20, 0.01%
DAB 0.025%

* Las membranas PVDF secas se escannean como

imagenes *.jpg (HP-Scanjet 4670, Hewlett-Packard).

0) PURIFICACION DE PROTEINAS

¢ Manual

La matriz se lava (2 mL Chelating Sepharose™ Fast
Flow, GE) con 5 volumenes (vols.) (10 mL) de agua
destilada para retirar el Etanol en el que se
encuentra resuspendida. Se adiciona 0.5 vol. (1
mL) de una soluciéon de 100 mM de Sulfato de
Niquel. Se lava con 5 vol. de agua para retirar el
exceso de Niquel. Se lava con un 1 vol. (2 mL) de
una solucion de Acetato de Sodio 0.02 M, NaCl
0.5 M, pH 4.0. Se adicionan 2 vols. (4 mL) de

Buffer de Equilibrio*. Se adicionan 2 mL de la

muestra resuspendida en el mismo Buffer y se
colecta la muestra no pegada. Se adicionan 2

vols. por 5 veces con el Buffer de Lavado® y se

colectan cada uno de los lavados por separado.
Se adicionan 3mL de Buffer de Elucién*, cada mL
por separado y colectarlos juntos o separados. Se
retira el Niquel adicionando 1 mL de la solucién de
200 mM de EDTA, pH 8.0 y 500mM de NaCl. Se
retira el exceso de EDTA con 2-3 vols. (4-6 mL) de

una solucion de NaCl 0.5 M (estos dos Ultimos

pasos son necesarios slo cuando se quiere verificar si

restos de la proteina no son logrados eluir con el
Imidazol). Para almacenar la matriz por largos
periodos de tiempo mantenerla en Etanol al 20%.

* Se preparan sin Urea.

e Automatica

Se utiliza un equipo de FPLC con colector (AKTA-
Prime y Frac920, AMERSHAM PHARMACIA
BIOTECH). La matriz (HisTrap™HP, GE) y las
mangueras (linea A y B) se lavan con agua* (10
mL, 2 ‘pump wash’). Se lavan con NaOH (25 mL,
2 ‘pump wash’, 1 flow’ 2 mL/ min). Se lavan con
agua* (70 mL, 6 jpump wash’y 1 ‘flow’ 2 mL/ min).

La linea A se coloca en el Buffer de Equilibrio** y

la linea B en el Buffer de Lavado**. Se cargan 5
mL de la muestra y se inicia el programa de
purificaciéon. Cuando termina de lavar, la linea B
se cambia al Buffer de Elucidén**. Después de la
corrida de la muestra todo se lava con agua® (2
‘pump wash’y 1 flow’ 1 mL/ min).

* Sistema de Purificacion de Agua Ultrapura Milli-Q®,
filtrada (0.45 pum, MILLIPORE) y desgasificada.

** Se preparan con 8M de Urea.

Buffer de Equilibrio

Tris-HCI pH7.5 20mM
NaCl 50mM
B-ME 5mM

Buffer de Lavado

Tris-HCI pH7.5 20mM
NaCl 500mM
B-ME 5mM
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Imidazol 30mM

Buffer de Elucion

Tris-HCI pH 7.5 20mM
NaCl 50mM
B-ME 5mM
Imidazol 500mM

* Se preparan con agua destilada, se filtran (0.45 pm,

MILLIPORE), se desgasifican y se almacenan a 4°C.

P) CUANTIFICACION DE PROTEINAS 8

Para determinar la concentracién de una proteina,
se puede utilizar el método colorimétrico de
Léwry, de la siguiente manera: en una placa de
micro-titulacién (Microtiter®, THERMO) adicionar 50
UL de agua destilada a cada pozo. Colocar 5 L
por duplicado (2 pozos) de cada una de las
concentraciones de las curvas estandar (mg/mL) y
de las muestras problema. Adicionar 150 pL de la

Solucién de Trabajo a cada pozo, agitar durante

20 s e incubar en obscuridad por 10 min a Tamb.

Adicionar 15 pL de la Solucién de Revelado a

cada pozo, agitar durante 20 s e incubar en la
obscuridad por 30 min a Tam. Leer la densidad

dptica (DO) con filtro A=620 nm en el Lector de

ELISA (Multiskan Ascent, THERMO). Utilizar el
programa de computo Excel para elaborar una
tabla con los datos obtenidos de la lectura y
obtener las graficas de las curvas estandar,
agregar la linea de tendencia de regresion lineal y
presentar la ecuacion y el valor R Calcular la
concentracion de las muestras problema en

relacion a las curvas estandar.

Solucién A*

Na,COs 2%
NaOH 0.4%
Tartrato de Nay K 0.16%
SDS 1%
Solucién B*

CuS04 * 5H20 4%

Solucion de Trabajo
Solucién A 99%

Solucion B 1%

Solucion de Revelado
Reactivo Folin 2 N 1N

* Para la preparacion de las soluciones A y B, utilizar
agua destilada, esterilizar por filtracion (0.22 pm,
MILLIPORE) y almacenar a Tamb.
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13.2

A) REACTIVOS

ANEXO II. Materiales

Nombre PM Formula Proveedor Catdlogo E T
Acido Acético Glacial 60,05 CH3COOH J.T. BAKER 9507-02 L N
Acido Citrico Anhidro 192,13  CeHsOr J.T. BAKER 0122 S N
Acido Clorhidrico 36,46 HCI J.T. BAKER 9535-02 L N
Acrilamida 71,80 CH.CHCONH, BIO-RAD 161-0101 S N
Agar Bacterioldgico BD DIFCO 0140-01 S N
Agarosa BIO-RAD 162-0102 S N
APS (Persulfato de Amonio) 228,20  (NH4)2S208 BIO-RAD 161-0700 S N
g‘ggl Brillante Coomassie R- 82599 CiHuNaNaO:S: BOEHRINGER 100671 © N
Azul de Bromofenol 669,99  C1oH10BrsOsS BIO-RAD 161-0404 S N
Bis-Acrilamida 154,17  C7H1002N2 BIO-RAD 161-0201 S N
Bromuro de Etidio 394,31 CarH20BrNs SIGMA E-7637 S N
BSA (Albiimina de Suero Bovino) SIGMA A9647 S 4
Buffer pH 10 MERCK 109438 L N
Buffer pH 4 MERCK 109435 L N
Buffer pH 7 MERCK 109439 L N
Carbonato de Sodio Anhidro 105,99 Na2COs MERCK 6392 S N
Cloruro de Magnesio 203,31 MgClz *6H20 SIGMA M-2670 SN
Hexahidratado '
Cloruro de Potasio 74,55 KCI J.T. BAKER 3040-01 S N
. QUIMICA S N
Cloruro de Sodio 58,44 NaCl MEYER 2365-2500
DAB (Diaminobencidina) 214,30  Ci2H1uN4 SIGMA D5637 S -2
EDTA (Sal Disdica) 292,24 C1oH1N20s SIGMA E-5134 S N
Etanol absoluto 46,07 CH3CH.OH
Extracto de Levadura BD BIOXON 230900 S N
Fosfato de Sodio 119,97 NaHPOs4 FERMONT 35942 S N
Fosfato de Sodio Monohidratado 137,99  NaH2PO4 H,0 J.T. BAKER 3822-01 S N
Glicerol Anhidro 92,10  C3Hs03 J.T. BAKER 2136-03 L N
Glicina (Acido Aminoetanoico) 75,07  C2HsNO2 SIGMA G8898 S N
Glucosa (Dextrosa) 180,16  CeH1206 MERCK 308342 S N
Hidroxido de Sodio 40,00 NaOH J.T. BAKER 3722-20 S N
Imidazol 68,08 CsHaN2 USB 288-32-4 S N
IPTG 238,31  CoH1sS0s GIBCO BRL 15529019 S -20
Isopropanol (Alcohol Isopropilico) 60,09 CsHsO SIGMA 1-9516 L N
Metanol (Alcohol Metilico) 32,04 CHsO J.T. BAKER 9070-03 L N
Peroxido de Hidrégeno 34,01 H0: SIGMA H1009 L 4
Reactivo Folin 2N FLUKA 47641 S N
Rojo de Pironina 302,67 Ci7H1sCINO BIO-RAD 161-0425 S N
SDS (Dodecilsulfato de Sodio) 288,00 C1204SNa BIO-RAD 1616-0302 S N

(0]
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Sulfato de Cobre Pentahidratado 159,6 CuSO4 FLUKA 61245 S N
Sulfato de Zinc Heptahidratado 287,56  ZnS047+H20 J.T. BAKER 8880 S N
Tartrato de Sodio y Potasio 282,23 C4HiKNaOe4H:0  FLUKA 60410 S N
TEMED 116,21  CeHieN> BIO-RAD 161-0800 L N
Triptona de Caseina BD DIFCO 0123173 S N
Tris-base 121,14 (HOCH2)sCNH; BIO-RAD 161-0719 S N
Tritén X-100 628,00 tert-Cs®PEgs SIGMA T-8787 L N
Tween 20 1226,00  C1280rbE20 SIGMA P-1379 L N
Urea 60,07 CONzH4 SIGMA U-0631 S N
X-gal 408,63  C14H1sBrCINOs FERMENTAS R-0402 S -20
Xileno Cianol FF 538,61 CasHzN20sS:Na  SIGMA X-4126 S N
B-mercaptoetanol (3-ME/ BME) 78,1 C:HsOS BIO-RAD 161-0710 L N
* PM= Peso Molecular; E= Estado, L=Liquido, S= Sélido; T= Temperatura, N=Ambiente, 4= 4°C, -20=-20°C.

B) ENZIMAS

Nombre :Esffg!;mdad Proveedor Catalogo Buffer
Endonucleasa BamHI| G|GATCC BOEHRINGER 239275 BamH|
Endonucleasa EcoRl G|AATTC FERMENTAS ER0271 H
Endonucleasa Hpal GTT|AAC BOEHRINGER 567647 B
Endonucleasa Kpnl GGTAC|C GIBCO BRL 15232-010 Kpnl
Endonucleasa Ndel CA|TATG BOEHRINGER 1040219 0
Endonucleasa Pstl CTGCA|G BOEHRINGER 621625 Pstl
RNasa A BOEHRINGER 109169

Pfx DNA polimerasa INVITROGEN 11708013

Buffer Taq DNA polimerasa 10X STRATAGENE  600131-82

T4 DNA ligasa ROCHE 10481220001

Lisozima (Muramidasa) 14,4 kDa BOEHRINGER 1243004

C) ANTICUERPOS

Nombre Tipo Animal  Proveedor Catalogo

Anti-6His HRP Monoclonal Ratdn ROCHE 1965085

Anti-rProteina A HRP Recombinante ZYMED 10-1123

Anti-PE _PGRS33Rv818&  Policlonal Ratén Ingrid Cohen  Laboratorio
Anti-PERv1818c Policlonal Conejo  Ingrid Cohen  Laboratorio
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13.3 ANEXO lll. Secuencias

A) Gen pe_pgrs1de M. tuberculosis H37Rv.

Genoma: 4,411,532 bp Locus: Rv0109
Inicio: 131,382 bp Longitud: 1491 bp
Fin: 132,872 bp Contenido G + C: 72.57%

1 ATGTCGCTTT TGATCACATC ACCGGCGACG GTGGCTGCGG CGGCAACACA
51 TCTGGCGGGT ATCGGATCGG CGCTCAGCAC AGCCAACGCG GCAGCGGCCGE
101 CTCCGACGAC GGCGCTATCG GTCGCGGGTG CCGATGAGGT CTCGGTGCTG
151 ATCGCAGCGC TATTCGAGGC GTACGCCCAG GAGTATCAGG CGCTGAGTGC
201 CCAGGCACTG GCGTTCCACG ACCAGTTCGT GCAGGCGCTC AACATGGGTG
251 CGGTTTGCTA TGCGGCCGCA GAGACAGCCA ACGCAACTCC GCTGCAGGCT
301 CTGCAGACTG TGCAGCAGAA CGTCCTCACC GTGGTCAACG CGCCCACCCA
351 GGCATTGCTA GGTCGACCAA TCATCGGCAA CGGTGCCAAC GGGTTACCGA
401 ACACCGGGCA AGACGGTGGG CCCGGCGGGT TGCTGTTCGE CAACGEGTGGC
451 AACGGCGGAT CCGGCGGGGT GGATCAGGCC GGTGGTAACG GCGGTGCAGC
501 CGGCCTGATC GGTAACGGCG GGTCCGGCGG CGTCGGCGGGE CCGGGGATAG
551 CTGGCAGTGC GGGCGGGGCG GGCGGCGCCG GTGGGCTGCT GTTCGGCAAC
601 GGCGGGCCCG GCGGGGCCGG TGGGATTGGC ACCACCGGTG ACGGTGGGCC
651 TGGCGGTGCC GGCGGTAACG CCATCGGTCT GTTTGGCAGC GGAGGTACCG
701 GCGGGATGGG CGGCGTCGGC GGCATGGGCG GTGTCGGCAA CGGCGGCAAC
751 GCGGGTAACG GCGGCACCGC CGGACTGTTC GGTCACGGCG GGGCCGGCGG
801 TGCCGGGGGC ATCGGCAGCG CCGACGGCGG GCTCGGTGGT GGCGGCGGCA
851 ATGGCCGGTT CATGGGCAAC GGTGGGGTCG GCGGTGCCGGE CGGCTACGGC
901 GCTAGCGGAG ACGGCGGAAA CGCCGGCAAC GGCGGCTTGG GCGGCGTGTT
951 CGGCGATGGC GGGGCCGGTG GTACCGGCGG TCTGGGTGAC GTTAACGGCG
1001 GGCTTGCCGG TATTGGCGGT AACGCCGGGT TCGTCCGCAA CGGCGGAGCC
1051 GGCGGCAATG GCCAGCTCGG CAGCGGCGCA GTCTCCTCGG CGGGTGGGAT
1101 GGGCGGCARAC GGGGGCTTGG TGTTCGGCAA CGGCGGCCCC GGCGGTCTAG
1151 GCGGGCCGGG CACGTCGGCC GGCAACGGCG GTATGGGCGG CAACGCTGTC
1201 GGACTGTTCG GCCAGGGCGG GGCCGGCGGG GCCGGCGGGT CCGGATTCGG
1251 GGCCGGTATT CCAGGTGGCA GGGGCGGTGA CGGCGGTAGC GGCGGGCTGA
1301 TCGGCGACGG CGGCACCGGT GGCGGTGCAG GCGCGGGTGA CGCTGCTGCA
1351 TCGGCCGGTG GTAACGGTGG TAACGCCCGG TTGATCGGGA ACGGCGGTGA
1401 CGGTGGCCCG GGCATGTTCG GCGGGCCCGG CGGAGCTGGC GGCAGCGGCG
1451 GCACGATATT CGGCTTCGCC GGAACCCCCG GGCCGAGCTA G

Figura 35. Secuencia del gen pe_pgrs1 de M. tuberculosis H37Rv. Longitud de la
secuencia 1491 bp con 72.57% de G + C. Minisatélites (12) CGG CGG CAA (secuencias
consenso repetidas de 9 bp propias de la familia PE_PGRS, donde el triplete CGG puede
cambiar por CAA) se muestran en negritas y subrayados. Microsatélites (36) CGG CGG
(hexédmeros), donde un triplete puede cambiar por CAA se muestran subrayados. Los
nucledtidos que codifican el dominio PE se muestran en negritas, los codones (tRNA) de
inicio (ATG = M/Metionina) y de término (TAG) se muestran subrayados. Figuras
obtenidas y modificada de (622 sefialando las secuencias repetidas reportadas en la

literatura (191,
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B) Caracteristicas de los vectores de clonacién y expresion procariontes empleados.

e Vector de clonacion pCR®4Blunt-TOPO® (3,956 bp): contiene dos topoisomerasas | del virus
Vaccinia unidas a los extremos 3’ se lineariza (referido como un “vector activado”), una regién promotora /ac,
un gen ccaB fusionado al C-terminal del fragmento lacZa, un gen de resistencia a Kn y otro a Amp, un

origen pUC y sitios para los oligonucleotidos universales M13R, M13F (-20), T3y T7 B,

o Vector de expresion pET-15b (5,708 bp): contiene una secuencia de tallo de Histidina® en el extremo
N-terminal seguido de un sitio de trombina y tres sitios de clonacion, una regién promotora T7 de

expresion, una secuencia codificante /acl y otra bla, un origen pBR322 (NOVAGEN).

PCR®4Blunt-TOPO®-pe_pgrst

B ¥(BamHI/EcoR]) (319) c

Nkl (1824)

pBR322 Ori

PET15b-pe pgrst PET15b-sriA

Figura 36. Vectores de clonacion y expresiéon procariontes con las secuencias
codificantes de los genes pe_pgrs1y srtA. A) Plasmido pCR®4Blunt-TOPO®-pe_pgrs1
(5,447 bp). B) Plasmido pET15b-pe_pgrs1 (7,199 bp). C) Plasmido pET15b-srtA (6,146
bp). El tallo de Histidina no se muestra en el extremo N-terminal del gen srtA. La
secuencia codificante bla fue sustituida por un gen de resistencia a Amp, en ambos

casos. Figura obtenida por el D.C. Antonio Javier Vallecillo Maza, lIB-UNAM.
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C) Secuenciacion del gen pe_pgrs1.

El gen pe_pgrs1 de M. tuberculosis H37Rv se secuencid tres veces. La primera, con el gen insertado en el
vector de clonacion pCR®4Blunt-TOPO® utilizando los oligonucleétidos T7 y T3 donde se obtuvo la secuencia
de los extremos N- y C-terminal, pero la secuencia central se obtuvo con nucledtidos indeterminados. La
segunda, con el gen liberado del vector de expresion pET-15b, pero no fue posible obtener la secuencia por
los valores altos de la Tm de los oligonucléotidos PE_PGRS1F y R, donde la mayoria de la secuencia no se
determind. La tercera, con la region central del gen subclonado en el vector pUC18 utilizando los

oligonucledtidos M13: M13F (-40) y M13R, donde se obtuvo la secuencia correcta.

* 20 * 40 * 60 * 80
Rv0109 A —— tgtcg: g at ggtggctgcggcgg ggcgggtat: t 67
SECPCRA-T3 § === === e o e e e e e e ] -
SECPCR4-17 : CNCCCTTGGACATATGICGCTTTTGATCACATCACCGECGACGETGECTGCGGCEECAACACATCT GGEGEETATCGGAT : 80
3EH-1 e e e e e e e e e e b e e e e e e o : =
* 100 * 120 * 140 » 160
Rv0109 ] L ggecgete : gctatcggtegegaatgccgatgagatotegaty « 147
BECRORATIIG (15 0 o s om o 5 i 5 i 2 5 5.0 5 51 5, 2 . . o 1 o o g =
SECPCR4-17 : ACAGCCAACGC AGCGGCCGCTCCGAC TCGGTG : 160
3EH-1 § e o o om0 0 o 0 o 0 o e e & -
» 180 * 200 * 220 * 240
RV0109 : ctgatcgcagegctattcgaggegtacgcccaggagtatcaggegctgagtgcccaggeactggcgttccacqaceagtt @ 227
SECPCRA=T3 { === === o= e e e e e e e e e e e e e e e e : -
SECPCR4-T7 : CTGATCGCAGCGCTATTCGAGGCGTACGCCCAGGAGTATCAGGCGCTGAGTGCCCAGGCACTGGCGTTCCACGACCAGTT & 240
3EH-1 3 g -
* 260 * 280 * 300 * 320
Rv0109 1 cgtgcaggcy. itgggtgcggtttgctats gc g ggctctgcaga : 307
SECPCR4=T3 : —=m=m=—m=mmmmmmmmme e : -
SECPCR4-17 : mw&am@mmnmumﬂmmcmm@m : 320
3EH-1 : d =
* 340 * 360 * 380 * 400
Rv0109 1 ctgt gtcct ggt ceac gctaggt catcgye ee : 387
SECPCRA-T3 § === == mm oo oo o e e e e e e e : -
SECPCR4-17 : mammccrmcumwcmmwmmmwm@ce : 400
3EH-1 S e el e o s B o S B B e 5 4 e S g e B M : =
* 420 * 440 * 460
Rv0109 : ucgg taccgaacaccgggfaagacggtgggcccggcgggttagctgtteggcaacggtggcaacggct 467
SECPCR4-T3 : -
SECPCR4-T7 : G AC A 480
3EH-1 GGATCCGGCGGHEES BY
ggatceggegg
Rv0109 547
560
o9
ggtggatcaggccggtggtaacggcggtgcagecggectgateggtaacggegggtecggcggegte gegggecgggga
* 580 * 600 * 620 » 640
Rv0109 : 3 c a gtggaatt SRRyl
SECPCR4-T3 : -
SECPCR4-T7 : 640
3EH-1 : 171
* 660 * 680 * 700 * 720
Rv0109 : g c sacgataacgc: gtttgo 707
SECPCR4-T3 : -
SECPCR4-T7 ;701
3EH-1 CACCGGTGACGGT G ACCGGCGGGAT : 251
ggcaccaccggtgacggtggge tggeggtgee gcggtaacgccatcggtctgtttggca
* 740 * 760 * 800
RVD109 : gggeggegteggcggeatgggeggtgteggcaacggeggcaacgcgggtaacy” 787
SECPCR4-T3 : H 27
SECPORA=TT § == oo e o o o e e e e e e : -
3EH-1 : GACTGTTCGGTCACCHENKKPY

gcggcaccgccggactgttcggtcacg
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Rv0109

SECPCR4-T3 :
SECPCR4-T7 :

3EH-1

Rv0109

SECPCR4-T3 : &
SECPCR4-T7 :

3EH-1

Rv0109

SECPCR4-T3 :
SECPCR4-T7 :

3EH-1

Rv0109

gcggg  cggcggtgec gggggcatcggcagcgccga g 99 CQQ‘QQ‘;: 99 =9\~=3"« g ::"LC&‘QQQ

» 980 o 1000 * 1020 bk 1040

gecqgt g
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Figura 37. Secuenciacién del gen pe_pgrs1. Alineamiento de las secuencias del gen

pe_pgrs1 de los extremos N- y C-terminal (vector pCR®4Blunt-TOPO®) y la central (vector

pUC18). Los nucledtidos traducidos del motivo LPNTG se muestran enmarcados. Los
oligonucledtidos universales T7 (TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG) [SECPCR4-T7: N-
terminal] y T3 (CGC ATT TAA CCC TCA CTA AAG) [SECPCR4-T3: C-terminal]; y
M13/pUC -40F (GTT TTC CCA GTC ACG TTG TA) y M13 pUCR (TTG TGA GCG GAT

AAC AAT TTC) [3EH-1: central] fueron utilizados para la secuenciacién automética en la

Unidad de Sintesis y Secuenciacion, IBT-UNAM. En la region central se muestran los

aminoacidos conservados de cada secuencia (debajo de 3EH-1). El programa utilizado

para el alineamiento de las secuencias fue GeneDoc 0. Figura obtenida por el D.C.
Antonio Javier Vallecillo Maza, 1IB-UNAM.



ANEXOS

D) Proteina recombinante PE_PGRS1.

Peso Molecular: 44.453 kDa  Punto Isoeléctrico: 3.08

Composicion de Aminoacidos:
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1MSLLITSPAT VAAAATHLAG IGSALSTANA AAAAPTTALS VAGADEVSVL
51 IAALFEAYAQ EYQATLSAQAT. AFHDQFVQAL NMGAVCYAAA ETANATPLOA
101 LOTVQONVLT VVNAPTQALL GRPIIGNGAN GLPNTGQODGG PGGLLFGNGG
151 NGGSGGVDQA GGNGGAAGLI GNGGSGGVGG PGIAGSAGGA GGAGGLLFGN
201 GGPGGAGGIG TTGDGGPGGA GGNAIGLFGS GGTGGMGGVG GMGGVGNGGN
251 AGNGGTAGLF GHGGAGGAGG IGSADGGLGG GGGNGRFMGN GGVGGAGGYG
301 ASGDGGNAGN GGLGGVFGDG GAGGTGGLGD VNGGLAGIGG NAGFVRNGGA
351 GGNGQLGSGA VSSAGGMGGN GGLVEGNGGP GGLGGPGTSA GNGGMGGNAV
401 GLFGQGGAGG AGGSGFGAGI PGGRGGDGGS GGLIGDGGTG GGAGAGDAAA
451 SAGGNGGNAR LIGNGGDGGP GMFGGPGGAG GSGGTIFGFA GTPGPS

1MGSSHHHHHH SSGLVPRGSH MSLLITSPAT VAAAATHLAG IGSALSTANA
51 AAAAPTTALS VAGADEVSVL IAALFEAYAQ EYQALSAQAL AFHDQFVQAL
101 NMGAVCYAAA ETANATPLQA LOTVQONVLT VVNAPTQALL GRPIIGNGAN
151 GLPNTGQDGG PGGLLFGNGG NGGSGGVDQA GGNGGAAGLI GNGGSGGVGE
201 PGIAGSAGGA GGAGGLLFGN GGPGGAGGIG TTGDGGPGGA GGNAIGLFGS
251 GETGGMGEVE GMGGVGNGGN AGNGGTAGLF GHGGAGGAGG IGSADGGLGG
301 GGGNGRFMGN GGVGGAGGYG ASGDGGNAGN GGLGGVEGDG GAGGTGGLGD
351 VNGGLAGIGG NAGFVRNGGA GGNGQLGSGA VSSAGGMGGN GGLVFGNGGP
401 GGLGGPGTSA GNGGMGGNAYV GCLFGQGGAGG AGGSGFGAGIL PGGRGGDGGS
451 GGLIGDGGTG GGAGAGDAAA SAGGNGGNAR LIGNGGDGGP GMFGGPGGAG
501 GSGGTIFGFA GTPGPS

Figura 38. Secuencia de la proteina PE_PGRS1 ['6l. A) Proteina PE_PGRS1 de M.
tuberculosis H37Rv de 496 aa (42.289 kDa): el dominio PE (1-94) se muestra en negritas
y el resto de la secuencia corresponde al dominio PGRS (95-496) con las repeticiones de
residuos -GGA- y -GGN- subrayadas. B) Proteina recombinante PE_PGRS1 de 516 aa
(44.453 kDa): el tallo de 6His (21) afiadido por el vector de expresion pET15b y el dominio

PGRS (115-516) se muestra en negritas y el resto de la secuencia corresponde al
dominio PE (22-114). * El motivo LPXTG (A: 132-136 y B: 152-156), donde X es Asn13

(N) se muestra en negritas y subrayado. Informacion obtenida con el programa WinPep

88, Estructura predicha de la proteina PE_PGRS1 (esquina superior derecha). Figura
obtenida por el D.C. Antonio Javier Vallecillo Maza, [IB-UNAM.

92



ANEXOS

E) Proteina recombinante Sortasa A.

Peso Molecular: 18.892 kDa  Punto Isoeléctrico: 4.13

Composicion de Aminoacidos:
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A 1 MEEWTNRLMT IAGVVLILVA AYLFARKPHID NYLHDEDKDE KTEQYDENVE
51 EQASKDNEQQ AKPQIPKDKS KVAGYIEIPD ADIKEPVYPG PATPEQLNRG
101 VSFAEENESL DDONISTAGH TFIDRPNYQF TNLKAAKKGS MVYFKVGNET
151 RKYRMTSIRD VKPTDVEVLD EQRKGKDKQLT LITCDDYNEK TGVWEKRKIF
201 VATEVK

B 1MGSSHHHHHH SSGLVPRGSH MOAKPQIPKD KSKVAGYIEI PDADIKEPVY
51 PGPATPEQLN RGVSFAEENE SLDDONISIA GHTFIDRPNY QFTNLKAAKK
101 GSMVYFRVGN ETRKYKMTSI RDVKPTDVGV LDEQKGKDK(Q LTLITCDDYN

151 EKTGVWEKRK IFVATEVK

Figura 39. Secuencia de la proteina Sortasa A [€l. A) Proteina SrtA de S. aureus de
206 aa (23.541 kDa): los 59 aa truncados del extremo N-terminal en la proteina
recombinante se muestran en negritas. B) Proteina recombinante SrtA de 168 aa (18.892
kDa): el tallo de 6His (1-21) afiadido por el vector de expresion pET15b se muestra en
negritas. La secuencia del sitio activo de la enzima (A: 180-184 y B: 142-146),
conformado por tres aa, H-His'20, R-Arg'®7 y C-Cys'84, que forma parte del motivo TLXTC,
se muestran en negritas y subrayados. Informacién obtenida con el programa WinPep [8l,
Figura obtenida por el D.C. Antonio Javier Vallecillo Maza, IIB-UNAM.

F) Fragmentos PE y PGRS de la proteina recombinante PE_PGRS1.

e Fragmento PE
Peso Molecular: 15.567 kDa Punto Isoeléctrico: 3.54

Composicién de Aminoacidos:

A: 35 (22.6%) C: 1 (0.6%) D: 2 (1.3%) E: 4 (2.6%)
F: 3 (1.9%) G: 11 (7.1%) H: 9 (5.8%) I: 5 (3.2%)
K: 0 (0%) L: 17 (11%) M: 3 (1.9%) N: 8 (5.2%)
P: 7 (4.5%) Q: 10 (6.5%) R: 2 (1.3%) S: 12 (7.7%)
T: 12 (7.7%) v: 11 (7.1%) W: O (0%) Y: 3 (1.9%)



ANEXOS

Fragmento PGRS
Peso Molecular: 28.904 kDa Punto Isoeléctrico; 2.77

Composicion de Aminoacidos:

A: 38 (10.5%) C: O (0%) D: 11 (3%) E: O (0%)
F: 13 (3.6%) G: 186 (51.5%) H: 1 (0.3%) I: 10 (2.8%)
K: O (0%) L: 17 (4.7%) M: 6 (1.7%) N: 24 (6.6%)
P: 11 (3%) Q: 4 (1.1%) R: 4 (1.1%) S: 15 (4.2%)
T: 9 (2.5%) Vv: 11 (3%) W: O (0%) Y: 1 (0.3%)
A 15.6 kDa LPNTlG 28.9kDa
’lIIIIlTlI'IIIIIIIIIITIIIIITIIIIIrlll'lli"llIlITil'laa
6His io 100 150 %00 250 300 350 400 450
Dominio PE Dominio PGRS
a-6His

B  1MGSSHEEEEH SSELVPRGSE MSLLITSPAT VAAAATHLAG IGSALSTANA

51 AAAAPTTALS VAGADEVSVL IAALFEAYAQ EYQALSAQAL AFHDQFVQAL

101 NMGAVCYAAA ETANATPLQA LOTVQONVLT VVNAPTQALL GRPIIGNGAN
151 GLPNT

c 1GODGGPGGLL FGNGGNGGSG GVDQAGGNGG AAGLIGNGGS GGVGGPGIAG
51 SAGGAGGAGG LLFGNGGPGG AGGIGTTGDG GPGGAGGNAI GLFGSGGTGG
101 MGGVGGMGGV GNGGNAGNGG TAGLFGHGGA GGAGGIGSAD GGLGGGGGNG
151 REFMGNGGVGG AGGYGASGDG GNAGNGGLGG VEGDGGAGGT GGLGDVNGGL
201 AGIGGNAGFV RNGGAGGNGQ LGSGAVSSAG GMGGNGGLVF GNGGPGGLGG
251 PGTSAGNGGM GGNAVGLFGQ GGAGGAGGSG FGAGIPGGRG GDGGSGGLIG
301 DGGTGGGAGA GDAAASAGGN GGNARLIGNG GDGGPGMFGG PGGAGGSGGT
351 IFGFAGTFGP 5

Figura 40. Secuencia de los fragmentos PE y PGRS de la proteina recombinante
PE_PGRS1 ["€l, A) Diagrama de la proteina PE_PGRS1 de 496 aa: el tallo de Histidina
(6His), el dominio PE de 15.6 kDa (1-94) [pf:PE] rico en Alanina (9-95) [ps:ALA_RICH] y el
dominio PGRS de 28.9 kDa [ps:GLY_RICH] rico en Glicina (121-494) se muestran en
rectangulos y los numeros indican los aminoécidos de la secuencia lineal de la proteina.
Cuando se produce el corte del péptido LPNTG, el anticuerpo a-6His y el a-PE reconocen
el fragmento PE. B) Fragmento PE de 155 aa: el tallo de 6His afiadido por el vector de
expresion pET15b se muestra en negritas y subrayado y la secuencia LPNT producto del
corte de la SrtA se muestra subrayada. C) Fragmento PGRS de 361 aa: la glicina inicial
producto del corte de la SrtA se muestra subrayada. Informacién obtenida con el
programa WinPep 68, Figura obtenida por el D.C. Antonio Javier Vallecillo Maza, 1IB-
UNAM.
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