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Clonacion de la glicoproteina de 19kDa

1. RESUMEN

Las glicoproteinas expuestas en la envoltura de Mycobacterium tuberculosis tienen un
papel fundamental en la patogenesis de esta bacteria, ya que desencadenan multiples
respuestas cuando hay una infeccion. Las propiedades antigénicas de los componentes
glicosilados les hace ser objeto de estudio para entender en un contexto bioldgico al
microorganismo, comprender su interaccién con el sistema inmune a fin de establecer su
potencial como vacunas o posibles blancos terapéuticos. Con el objetivo de generar
grandes cantidades de los antigenos méas representativos, se han empleado otras bacterias
para su sobreexpresion. Streptomyces lividans es una bacteria relacionada con M.
tuberculosis y, debido a que presenta un sistema de glicosilacion de proteinas similar al de
éste patdgeno, se ha utilizado para la expresion de proteinas recombinantes con dicha
modificacion postraduccional. Experimentalmente, S. lividans es una bacteria que se
puede manipular con mayor facilidad, debido a que su crecimiento es mas rapido, ademas
de que no requiere las condiciones de bioseguridad de la micobacteria. EI objetivo del
presente estudio fue clonar el gen Rv3763 que codifica para el antigeno de 19kDa de M.
tuberculosis en S. lividans. La expresion de la proteina con su propio péptido sefial
permitié ver la proteina manosilada en la membrana de Streptomyces; sin embargo,
también se encontrd proteolisada en el sobrenadante, conservando la manosilacién. Por
otra parte, su construyé una recombinante con un péptido sefial de secrecion de
Streptomyces y, aunque la proteina fue secretada, no se encontr6 evidencia de
manosilacion. Estos resultados corroboran el hecho de que las maquinarias de
glicosilacién estan conservadas entre ambos organismos e indican que, en el antigeno de

19kDa, su péptido sefial podria estar involucrado con la manosilacion.
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Clonacion de la glicoproteina de 19kDa

2. INTRODUCCION

La glicosilacion de proteinas es una importante modificacion postraduccional que se lleva
a cabo tanto en procariontes como en eucariontes y es necesaria para que ciertas proteinas
desempefien funciones biologicas especificas (Kazuaki & Marth, 2006). En los
procariontes, la glicoprotedmica ha sido un campo que recientemente ha tomado gran
importancia debido a que en las bacterias patdgenas se ha observado que las proteinas
asociadas a azUcares desempefian un papel fundamental para la patogénesis,

desencadenando multiples respuestas cuando hay una infeccion (Moens et, al, 1997).

El agente causal de la tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis, es un ejemplo de este
tipo de bacterias. Sus glicoproteinas se encuentran expuestas en la pared bacteriana o bien
son secretadas; en el primer paso de la infeccion bacteriana hay un reconocimiento del
hospedero hacia la bacteria, el cual se da especificamente con las proteinas expuestas en
su pared que en muchos casos estan en forma de glicoproteinas (Espitia & Mancilla, 1989
y Gonzéles-Zamorano et. al. 2008). Todos los componentes expuestos en la membrana
celular de M. tuberculosis pueden servir como blanco de los medicamentos, se pueden
emplear en pruebas de diagnéstico o incluso, utilizarse para la generacién de vacunas

recombinantes contra dicha enfermedad, por lo cual su estudio es de gran interés.

Con el propdsito de obtener altos niveles de expresién de algunos antigenos y debido a las
dificultades técnicas para trabajar con M. tuberculosis, se han utilizado otros organismos
no patdgenos y con un crecimiento mas rapido al de este bacilo, por ejemplo Escherichia
coli y Bacillus subtilis; sin embargo, en estos sistemas es imposible expresar las proteinas
con modificaciones postraduccionales como la glicosilacion (Hart et. al. 1997 y Garbe et.
al. 1993 y Lara et. al. 2004).

Cabe sefialar que en otras especies no patdgenas del género Mycobacterium como M.
smegmatis, se ha tratado de expresar algunos antigenos. Aungue esta bacteria también

cuenta con los mecanismos de glicosilacion, el resultado no ha sido el esperado, ya que las
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Clonacion de la glicoproteina de 19kDa

proteinas expresadas son glicosiladas de distinta manera a la proteina nativa y esto

repercute en su efecto inmunolégico (Garbe et. al. 1993).

Otros organismos que no son patdgenos, también cuentan con la maquinaria necesaria
para glicosilacion de proteinas. Tal es el caso de las especies del género Streptomyces, en
donde se pueden generar proteinas recombinantes con dicha modificacion postraduccional
(Lara et. al 2004; MacLeod et. al. 1992 y Pozidis et. al. 2001). Esta es una caracteristica de
gran importancia ya que representa una alternativa para trabajar con glicoproteinas de

organismos patdgenos.

2.1. Caracteristicas de M. tuberculosis.

Mycobacterium tuberculosis es una bacteria Gram positiva de muy lento crecimiento
perteneciente al orden taxondémico Actinomycetales, con un tiempo de replicacion de
aproximadamente 24 horas (Cole et. al. 1998, Garbe et. al. 1993 y Sassetti & Rubin 2003);
es un bacilo delgado de forma ligeramente curveada y acido-alcohol resistente. Este
microorganismo se alberga en los macro6fagos humanos en estructuras granulomatosas en
el pulmon (Joanne & Chan 2001)

El ciclo de vida de M. tuberculosis comienza cuando el bacilo ingresa al organismo y es
internalizado por células fagociticas. En la primera etapa, hay un crecimiento vegetativo
donde el patégeno se divide dentro de los macréfagos; en éste caso, las divisiones
celulares se dan hacia los polos, de manera bifurcada (Scherr et. al. 2009). Aunado a la
division intracelular, las células fagociticas que llevan internalizado al bacilo pueden

diseminarse en sitios extrapulmonares (Ahmad, 2010).

La etapa de crecimiento vegetativo cesa porque el sistema inmune comienza a atacar y
logra controlar al patégeno, pero no lo elimina totalmente, mas bien la micobacteria entra
en un estado de dormancia que es altamente resistente a antibioticos (Keren et. al. 2011);
en la enfermedad es lo equivalente a la tuberculosis latente (TBL). Dicha etapa donde el
bacilo se conserva con baja actividad metabdlica y replicativa puede permanecer contante
durante muchos afios (Ahmad, 2010 y Scherr et. al. 2009).

12
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Clonacion de la glicoproteina de 19kDa

Posterior al estadio de dormancia, puede existir una reactivacion del crecimiento
vegetativo provocando una tuberculosis activa (Fig. 1); se desconoce exactamente qué
condiciones son las que desatan éste cambio; aunque se cree que estd asociado a que el
sistema inmune se ve debilitado, lo cual es una condicion favorable para la micobacteria
(Scherr et. al. 2009). En esta etapa de la enfermedad las células pueden replicarse

extracelularmente e invaden las cavidades del pulmén (Joanne & Chan 2001).

La micobacteria es transmitida dentro de microgotas que son expulsadas por los
individuos que padecen una tuberculosis activa y que son inhaladas por otros individuos.

Asi se restablece de nuevo el ciclo (Ahmad, 2010).

Una caracteristica distintiva de M. tuberculosis es su pared celular que es muy compleja y
dificilmente penetrable; esta constituida por peptidoglicanos y acidos micolicos unidos
entre si por medio de enlaces covalentes D-arabino-D-galactano; ademas posee un alto
contenido de glicolipidos y glicoproteinas (Fig. 1) (Brennan & Nikaido, 1995). Los acidos
micélicos son de gran importancia para el crecimiento, sobrevivencia y patogénesis de la
micobacteria ya que la protegen de la deshidratacion y el dafio quimico (Scherr et. al.
2009).

Persistencia 7 ™ . )
4 &) Reacivacion 3 3
: ( ——\A s 2 4
(e R iy HIEH
i ol Y 3333
- = N ¥ adnd £ > <
I'e>e o f\\ ) Acido b3 33 B
-} / s
Y, PN micolico %3
R
Arabino- W AT A
galactano " . ‘
g g |
e {Co0OODLDM
( \\
/T
= =) WL =2 o o
- - .. =/ Peptidoglicano
A / { - ’
- = - M / Ll
Transmision Replicacion Membrana DAL EELELELLELLLLELE)
plasmatica AR
DO0OO0OO0O00000O00000000

Figura 1. M. tuberculosis. a. Ciclo de vida. b. Composicion de la pared celular. Modificado de Scherr et al.
20009.
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Clonacion de la glicoproteina de 19kDa

La membrana celular de las micobacterias representa una barrera de permeabilidad y
forma un espacio periplasmico. Si se considera la estructura tan compleja de la cubierta
celular de M. tuberculosis es méas parecida a la de las bacterias Gram negativas que a la de

las Gram positivas (Brennan & Nikaido, 1995).

2.2. Infeccion por M. tuberculosis.

M. tuberculosis es un parasito estricto que crece en condiciones aerdbicas; la infeccion que
provoca se caracteriza por la formacién de granulomas en los tejidos infectados. Los
granulomas (llamados también tubérculos) estan constituidos por los bacilos dentro de los
macrofagos, células T, células B y fibroblastos y se diseminan a través de los bronquios
(Joanne & Chan 2001). En su formacion influyen una gran cantidad de antigenos que son
capaces de inducir las respuestas inmunoldgicas, como la expresion de ciertas citocinas,

que contribuyen al dafio tisular (Quesniaux et. al. 2004).

La interaccion inicial de la micobacteria y el sistema inmune ocurre a través de los
receptores tipo toll (TLR) que detectan patrones moleculares en las bacterias y, después de

su activacion, se desata la respuesta inmune (Akira et. al. 2001 y Flynn & Chan 2001).

El control de la infeccion por M. tuberculosis se basa en una respuesta tipo Ty para
antigenos intracelulares, inducida por la produccién inicial de Interleucina-12 (IL-12)
(Feng et. al. 2003 y Méndez-Samperio et. al. 2010). En este tipo de respuesta hay
produccion de citocinas como Interferon y (INF-y) que controla la infeccion y el Factor de
Necrosis Tumoral-a (TNF-a), que se encarga de la respuesta granulomatosa y la
inmunidad mediada por células (Quesniaux et. al. 2004).

Los macrofagos que fagocitan a los bacilos, acoplan los antigenos con moléculas del
Complejo Principal de Histocompatibilidad Il (MHC-I1I) y los presentan a los linfocitos
Tcpa+, €stos son activados y son los productores de INF-y (Pai et. al., 2004) para activar a
los macréfagos y eliminar al bacilo; sin embargo algunas bacterias logran evadir la
destruccion intracelular (Flynn & Chan 2001 y Noss et. al. 2001).

14
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Clonacion de la glicoproteina de 19kDa

Los bacilos que escapan a la destruccion se multiplican dentro del macréfago y provocan
su ruptura (Noss et. al. 2001). Cuando esto ocurre, los monocitos de la sangre son atraidos
al pulmén y se diferencian a macrofagos para fagocitar nuevamente a la micobacteria,
aunque no la destruyen; ademas de los monocitos, otras células son atraidas al sitio de
infeccion y proliferan formando los tubérculos (Flynn & Chan 2001 y Joanne & Chan
2001).

La respuesta inmune que se desata ante la infeccion por M. tuberculosis controla al
patdgeno sin eliminarlo. La bacteria puede permanecer en un estado latente, albergandose
dentro de los fagosomas de los macrofagos infectados; sin embargo hay reactivacién de la
infeccion cuando existen perturbaciones en el sistema inmune provocando una enfermedad
activa (Flynn & Chan 2001).

La infeccion provocada por M. tuberculosis se ha combatido con la vacuna BCG (Bacillus
Calmette-Guerin), la cual consta de bacilos atenuados de Mycobacterium bovis BCG. Esta
vacuna presenta intervalos de eficacia muy variables entre la poblacion, y ofrece
proteccion solo contra formas graves de la enfermedad en la infancia, en controversia con
la forma pulmonar en la poblacion adulta (Meya & McAdam, 2007). Sumado a esto, se
sabe que han emergido cepas resistentes a antibidticos y que hay una alta incidencia de
infeccion por éste patdgeno en pacientes infectados con el Virus de Inmunodeficiencia
Humana (VIH) o en personas que padecen diabetes, siendo muy dificil erradicar la
infeccion del organismo (Snider et. al. 1998 y Meya & McAdam, 2007). Por tal motivo la
investigacion acerca de la patogénesis de dicha bacteria se ha incrementado con la
necesidad de controlar la enfermedad con una vacuna mas eficiente 0 con medicamentos

alternos que ataquen a proteinas especificas en la infeccion bacteriana.

2.3. Proteinas glicosiladas como antigenos de M. tuberculosis.

Las proteinas secretadas y de la superficie de M. tuberculosis son importantes para la
patogenicidad. Se han caracterizado varias de estos antigenos y los mas importantes se han

15
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Clonacion de la glicoproteina de 19kDa

tratado de aislar empleando como hospederos otras bacterias no patdégenas y que tienen un
crecimiento mas rapido al de M. tuberculosis, con el proposito de producir en gran escala
proteinas recombinantes (Lara et. al. 2004); sin embargo, algunos antigenos poseen
modificaciones postraduccionales y esto hace mas dificil la posibilidad de expresarlos en
otros organismos, por ejemplo en Escherichia coli y Bacillus subtilis, que
experimentalmente son faciles de manipular (Hart et. al. 1997, y Garbe et. al. 1993).

Mediante el uso de lectinas se han detectado proteinas glicosiladas inmunogénicas en el
sobrenadante del cultivo y en extractos de membrana celular de M. tuberculosis
(Gonzalez-Zamorano et. al. 2008).

El tipo de glicosilacion de las proteinas de este organismo es la O-manosilacion (Espitia
& Mancilla, 1989), es decir, hay unidn covalente Gnicamente con manosas por medio de
enlaces O-glicosidicos a las cadenas laterales de algunas serinas y treoninas. Gonzélez-
Zamorano et. al. (2008) revelaron, por medio de la afinidad a Concanavalina A (una
lectina de unién a manosas) que M. tuberculosis posee un alto nimero de proteinas

manosiladas (Tabla 1); la mayoria de ellas son también lipoproteinas.

Tabla 1. Algunas de las proteinas manosiladas presentes en el sobrenadante de cultivo y extractos
de membrana de M. tuberculosis. Tomado de Gonzales-Zamorano et. al. 2008.

protein M. tuberoulosis  NCEl accession  theoretical — theoretical — Mowse  matched  sequence
name* H3TRy pene number M pF BCore peptides  coverage %
Not identified
Lipoprotein LpqW Rellgg gi/ 15608306 BE.1 5.4 3 § 9
Lipoprotein LpgW Rulleg g/ 15608306 .1 5.4 4 2 3
Not identified
Lipoprotein LpgW Rel 66 gi/ 15608306 B6.1 5.34 29 11 17
Lipoprotein LpgB 3244 gi/ 15610380 611 5.19 93 4 i
Bifunctional Redgaz g/ 57117145 845 5.4 i § 7
membrane-associated
penicillin-binding protein
1A/1B PonA2
Not identified
Lipoprotein LpgB Ru324de gi/ 15610380 611 5.19 2 12 4
Lipoprotein LpgB Ru324dc gi/ 15610380 B11 5.19 202 12 5
Lipoprotein LpgB 3244 gi/ 15610380 611 5.19 216 11 A
Lipoprotein LpgB Ru3244c gi/ 15610380 B1.1 5.19 255 15 M
Lipoprotein LpgB Ru3244c gi/ 15610380 611 5.19 353 13 20
Lipoprotein LpgF Re3a03 gi/ 15610728 484 649 a7 1 2
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Clonacion de la glicoproteina de 19kDa

Tabla 1. Continuacion.

protein M. mbercwlosis  NCBI accession  theoretical  theoretical ~ Mowse  matched  saquence
name’ Hi7Rv gene nurmber M pf score  peptides  coverage %
Secreted protease 2672 g/ 15609809 53.9 4.8 il 1 2
Secreted protease 2672 gl 15605803 53.9 4.8 195 § 10
Not identified
Periplasmic Rvl1280c g/ 15608420 3.4 .56 il 2 b
oligopeptide-binding
lipoprotein OppA
Hypothetical protein Fu3481 g/ 15610627 203 6.23 0 l 3
Rv3491
Lipopratein LppC Rvlalle g 15603048 138 5.76 M l
19 kDa lipoprotein antigen Re37ea g/ 15610893 15l 6.54 % 2 .
precursor LpgH
19 kDa lipoprotein antigen Ru37e3 gi/15610839 151 6.54 £ 2 2
precursar LpgH
Hypothetical protein Ru2793 g/ 15603936 28 641 il l {
Rv2799

La glicosilacion en algunos antigenos se demostré para la glicoproteina Apa que se
caracteriz6 al igual que Mpb83 de M. bovis (Mpt83 en M. tuberculosis). El analisis
mostré que en Apa hay manosas unidas covalentemente a cuatro treoninas con un enlace
a (1,2), mientras que Mpb83 es manosilada en dos treoninas con un enlace a (1,3)

(Dobos et. al. 1996, Juarez et. al. 2001 y Michell et. al. 2003).

La importancia de la glicosilacion de proteinas en la interaccion con el sistema inmune se
demostré en una recombinante de la glicoproteina Apa cuando un patrén distinto de
manosilacion provoco un decremento en la capacidad para estimular a los linfocitos T
(Horn et. al. 1999).

La lipidacion también influye con la patogénesis de la micobacteria. La existencia de
lipidos en la membrana celular provee de un ambiente hidrofobico en el cual se
desencadenan solo ciertas reacciones bioquimicas; hay reportes que atribuyen la
inmunogenicidad de las proteinas de membrana a la inherente hidrofobicidad y a su

modificacion lipidica (Rezwan et. al. 2007 y Sutcliffe & Harrington 2004).
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2.4. Caracteristicas del género Streptomyces.

Los miembros del género Streptomyces también pertenecen al orden taxonomico
Actinomycetales (Gram positivas), son bacterias filamentosas aerobias (Kieser et. al.
2000). Su pared celular esta constituida por peptidoglicanos que rodean a la membrana
citoplasmatica (Fig. 2).

Debido a que se encuentran ampliamente distribuidas en el suelo, utilizan una gran
variedad de compuestos organicos como fuente de carbono y producen una gran cantidad
de metabolitos secundarios que son secretados al medio para llevar a cabo multiples
biotransformaciones; por lo que son organismos muy importantes a nivel industrial
(Bentley et. al. 2002).

El ciclo de vida es muy complejo y se caracteriza por tener varios estadios morfoldgicos.
Su forma de reproduccidn es a través de esporas, las cuales germinan y dan lugar a hifas
multigendmicas; inicialmente se forma un micelio vegetativo que se adhiere al sustrato,
posteriormente un micelio aéreo (Fig. 2), del cual, con su formacion coincide con la

biosintesis de antibidticos (Buttner et. al. 2009).

n Esporulacion

£ b g
: ,
C "o
% - +/' ; 1 Peptidoglicano

Membrana

LR Ry
CEr ol UEAEn R aEnn i nning p]ﬂil[liilit"d

Micelio a¢reo

Figura 2. Streptomyces. a. Ciclo de vida. b. Composicién de la pared celular. Modificado de Scherr et al.
20009.
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En condiciones ambientales desfavorables las hifas del micelio aéreo se septan para dar
lugar a las esporas, células individuales muy resistentes. El ciclo comienza de nuevo
cuando las condiciones son favorables y toma lugar de nuevo la germinacion de las
esporas (Fig. 2). El crecimiento vegetativo de Streptomyces es multipolar, esto es, el

crecimiento ocurre en multiples sitios a lo largo del micelio (Blttner et. al. 2009).

Recientemente se han secuenciado los genomas de varias especies de este género. En la
mayoria de las especies estudiadas se ha visto que presentan un cromosoma lineal en el
cual los genes esenciales y el origen de replicacion se localizan en el centro, mientras que
los genes no esenciales se localizan en los extremos (Cole et. al. 1998, Bentley et. al.
2002, y Kieser et. al. 2000). Ademas, se caracterizan por tener una gran cantidad de genes
que codifican para funciones de regulacion genética y de transporte y degradacion de

nutrientes extracelulares (Bentley et. al. 2002).

Una caracteristica importante es que cuentan con sistemas de restriccion de DNA
metilado. Estos sistemas funcionan como un mecanismo de defensa para distinguir entre el
DNA celular (el cual no esta modificado) y cualquier DNA exdgeno que ingrese a la
célula (metilado). Asi el DNA que esta modificado por metilacién en ciertas bases es

reconocido y después degradado por enzimas especificas (Gonzalez-Ceron et. al. 2009).

2.5. Produccidn de proteinas recombinantes por Streptomyces.

Las especies del género Streptomyces, han sido empleadas para generar proteinas
recombinantes de otros organismos debido a que poseen el mecanismo de modificacion

postraduccional por glicosilacion, ademas de un sistema de secrecion de proteinas.

Dada la heterogeneidad de su habitat, Streptomyces cuenta con una gran cantidad de
proteinas secretadas. Por ejemplo, en S. coelicolor A(3)2 se han identificado 819 genes
que codifican para éste tipo de proteinas, entre las cuales se encuentran hidrolasas,

proteasas, quitinasas, endoglucanasas y amilasas (Bentley et. al. 2002).

La forma a través de la que se secretan éstas proteinas es un sistema de tipo Sec (Kendall

& lzard. 1994). Esta via ha sido empleada para secretar proteinas de otros organismos
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generadas en Streptomyces. La secrecidon de una proteina tiene la ventaja de facilitar el
proceso de extraccion y purificacion, asi como reducir el riesgo de contaminacion por

proteinas propias del hospedero.

Una caracteristica que hace que S. lividans sea el organismo méas empleado, de éste
género para realizar proteinas recombinantes, es que, ademas de ser mas facil de manejar
en el laboratorio, posee un limitado sistema de modificacion-restriccion, lo cual es una
limitante al trabajar con otras especies como S. coelicolor A(3)2, ya que se requiere
forzosamente de utilizar DNA no metilado para realizar transformaciones o
conjugaciones. Ademas, comparado con muchos otros Streptomyces, posee una baja
actividad de proteasas, lo cual también podria interferir al tratar de purificar proteinas

expuestas en la membrana o secretadas (Anné et. al., 2011).

Existen varios ejemplos de produccion de proteinas recombinantes por S. lividans. La
exoglucanasa de Cellulomonas fimi que fue expresada y glicosilada (MacLeod et. al.
1992); incluso se ha logrado la expresion de proteinas eucariontes como el TNF-a de
raton (Pozidis et. al. 2001).

2.6. Una comparacion entre Mycobacterium y Streptomyces.
Ambas bacterias son representantes del orden taxonémico Actinomycetales (Tabla 2), que

esta conformado por bacterias Gram positivas con un alto contenido en guanina y citocina

en su material genético (Scherr et. al. 2009).

Tabla 2. Clasificacion taxondmica de los géneros Mycobacterium y Streptomyces.

Dominio Bacteria Bacteria
Phylum Actinobacteria Actinobacteria
Orden Actinomycetales Actinomycetales
Familia Mycobacteriaceae Streptomycetaceae
Género Mycobacterium Streptomyces
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Los ciclos de vida de ambos géneros son distintos en cuanto al habitat y a las morfologias
de los organismos en cada una de las etapas del ciclo. Streptomyces son bacterias
filamentosas y no patogenas, cuya composicion de la pared celular es como la de
cualquier otra Gram positiva, mientras que Mycobacterium son bacterias patdégenas con
una pared muy compleja que las hace mas bien parecidas a la de las Gram negativas. A
pesar de ello comparten muchas caracteristicas a nivel genético, ya que son géneros

filogenéticamente cercanos.

Del género Streptomyces, la especie méas estudiada a nivel gendmico es Streptomyces
coelicolor A3(2), cuyo genoma ha sido secuenciado al igual que el de M. tuberculosis
(Bentley et. al. 2002 y Cole et. al. 1998). El andlisis comparativo ha revelado un alto grado
de sintenia entre el cromosoma completo de M. tuberculosis y el centro del cromosoma de

S. coelicolor (Fig. 3).

En ambas bacterias se encuentran conservados algunos genes individuales y clusters de
genes que codifican para la funciones esenciales relacionadas con la division celular,
replicacion y transcripcion del DNA, sintesis proteica y biosintesis de aminoacidos
(Bentley et. al. 2002). Cabe sefialar que las maquinarias tanto de acilacion, como de
glicosilacién de proteinas, también se encuentran conservadas (Espitia et. al. 2010; Lara
et. al. 2004; Lamani et. al. 2006; Rezwan et. al. 2007 y Vanderven et. al. 2005).
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Figura 3. Comparacion de los cromosomas de S. coelicolor A3(2) y M. tuberculosis. La barra trazada en la
parte superior corresponde al cromosoma completo de S. coelicolor A3(2), solo la region sombreada se
refiere al centro del cromosoma, en donde hay un mayor grado de sintenia con el cromosoma completo de
M. tuberculosis. Tomado de Bentley et. al. 2002.
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Streptomyces lividans es una especie similar a S. coelicolor A(3)2 con algunas
diferencias a nivel gendmico. Experimentalmente es un organismo mas facil de manejar
ya que su ciclo de vida es mas rapido; ademas se tienen bien descritos procedimientos de
manipulacion genética y clonacion para este organismo. Kieser et. al (1996) han
demostrado que, debido a las caracteristicas genéticas que comparte con las especies del
género Mycobacterium, S. lividans utiliza eficientemente promotores micobacterianos y

expresar genes de M. bovis BCG.

Es asi que Streptomyces lividans se ha empleado para generar proteinas recombinantes
glicosiladas de M. tuberculosis; tal es el caso de la proteina Apa, la cual fue expresada
como una recombinante secretada en Streptomyces lividans (Lara et. al. 2004), siendo
glicosilada con manosas en los mismos aminoacidos que la proteina nativa en M.
tuberculosis, lo cual testifica que las maquinarias de O-manosilacion en ambos
organismos estan conservadas. Ademads, la proteina producida en S. lividans es

reconocida por el suero de pacientes infectados.

2.7. Secrecion de proteinas.

El transporte de proteinas bacterianas a través de la membrana de los actinomicetos, esta
relacionado con la presencia de un péptido sefial y con las modificaciones
postraduccionales de acilacion y glicosilacion. La conversion de las proteinas de una
forma asociada a la membrana a una forma secretada, ocurre con frecuencia en
lipoproteinas de bacterias Gram positivas y la glicosilacion juega un papel importante en
la regulacion de este proceso, al menos en las micobacterias (Herrman et. al., 1996).

Las proteinas que estan designadas a ser transportadas son previamente sintetizadas en el
citoplasma. Se caracterizan por la presencia de una extension en su porcion N-terminal
denominada péptido sefial, que es requerida para su exportacion (Kendall & lzard.,
1994).

El péptido sefial de secrecion (Fig.4) es una secuencia de aminoacidos que posee una

carga neta positiva en el extremo N-terminal (lisina, arginina e histidina), la cual permite
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la interaccion electrostatica inicial con las cargas negativas de los fosfolipidos de la
membrana, ademéas de favorecer la interaccion con las proteinas que ayudardn a su
transporte. La region central del péptido sefial estda compuesta por aminoacidos
hidrofobicos que tienden a formar una a-hélice; en medio de ésta regién hay un residuo
interruptor (glicina o prolina) que forma una estructura de horquilla, esta secuencia es la
que queda insertada dentro de la bicapa lipidica. EI extremo C-terminal generalmente
tiene aminodcidos neutros (alanina, glicina, serina y treonina), en esta porcion se
encuentra el sitio de corte (Rezwan et. al. 2007, Sutcliffe & Harrington 2004 y Tjalsma
et. al. 2000).

Otro tipo de péptido sefal es el de anclaje para lipoproteinas (Fig.4). En éste tipo, las
regiones N-terminal y la regién central son similares a las del péptido sefial de secrecion;
sin embargo la porcion C-terminal del péptido sefial es distinta, ya que presenta un
motivo de cuatro aminoacidos, conocido como “lipo-box”, entre los que se localiza un
residuo de cisteina conservado que funciona como sitio de acilacién para el anclaje a la
membrana (Sutcliffe & Harrington 2004 y Tjalsma et. al. 2000).

La secrecion de proteinas implica una serie de pasos: sintesis proteica, reconocimiento
del péptido sefial, insercion en la membrana, translocacion, reconocimiento del sitio de
corte del péptido sefial por una peptidasa y, finalmente, la localizaciéon de la proteina
madura (Kendall & lzard., 1994).

PEPTIDO SENAL DE SECRECITON
Zitio de

. PROTEINA
C-terminal| o) DURA

LIFOPROTEINAS

C-termdinal PROTEINA
coa - MADTURA

-

L

MN-terminal

Figura 4. Péptidos sefial de secrecion y de anclaje. El color naranja indica la region N-terminal, el color gris
indica la region central, el azul indica la region C-terminal del péptido sefial y, el color blanco indica la
proteina madura que comienza en el aminoacido +1. Modificado de Tjalsma et. al. 2000.
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El sistema de translocacion de proteinas preferentemente empleado es el sistema Sec, en
el que estan involucradas una serie de proteinas que se enlistan a continuacién: SecB, es
una proteina citoplasmica que actua como chaperona durante el transporte. SecA, es la
ATPasa que brinda la energia para el proceso, se encuentra en forma soluble o anclada a
la membrana interna. SecE y SecY son proteinas integrales de membrana involucradas
con la translocacion. Por ultimo, SecD es otra proteina integral de membrana que ayuda
a la liberacion de la proteina madura de la membrana (Kendall & Izard., 1994). Cuando
el péptido sefial indica que la proteina debe ser secretada y no quedarse anclada en la
membrana, después del proceso de translocacion, las peptidasas reconocen el sitio de

corte y liberan el péptido (Sutcliffe & Harrington 2004).

El sistema de translocacion Sec esta relacionado con las modificaciones de acilacion y O-
manosilacion, al menos en los actinomicetos (Rezwan et. al. 2007, y Espitia et. al.2010).

2.8. Sintesis de lipoproteinas en actinomicetos.

La lipidacion es requerida para el anclaje y organizaciéon de proteinas en la superficie
celular. Las lipoproteinas representan un subgrupo de proteinas secretadas caracterizadas
por la presencia de un motivo llamado “lipo-box”. Este motivo, que funciona como sefial
de reconocimiento, esta localizado en el extremo N-terminal del péptido sefial y consiste
en cuatro aminodcidos con un residuo de cisteina conservado (Babu et. al. 2006 y Rezwan
et. al. 2007).

El precursor de una lipoproteina esta unido a la membrana celular y sufre modificaciones,
las cuales estan mediadas por la actividad de tres enzimas localizadas en la membrana
plasmatica: Prolipoproteina diacilglicerol transferasa (Lgt), Prolipoproteina peptidasa

sefial Il (LspA) y Lipoproteina N-aciltransferasa (Lnt) (Rezwan et. al. 2007).

El residuo lipidico unido covalentemente al motivo de la cisteina conservada permite el
anclaje de la proteina en la membrana por interaccion hidrofobica. En bacterias Gram +,

generalmente las lipoproteinas estan ancladas en la membrana plasmatica (en la cara
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interna). Sin embargo, el analisis proteémico de extractos fraccionados de M. tuberculosis
mostré que algunas lipoproteinas se encuentran en la fraccion citosélica y otras en la

fraccion externa (Mawuenyega et. al. 2005).

Las lipoproteinas son sintetizadas como pre-prolipoproteinas y maduran por
modificaciones postraduccionales. La primera que actia es Lgt, la cual adiciona un
residuo diacilglicerol al grupo tiol de la cisteina conservada en la secuencia sefial. Este
lipido es derivado del fosfatidilglicerol de la membrana lipidica. Luego, la enzima LspA
se encarga de cortar el peptido sefial justamente frente a la cisteina modificada. Las
lipoproteinas que ya han sido procesadas por LspA son después modificadas por Lnt quien
afiade un tercer residuo acilo al grupo amino de la cisteina modificada; el grupo acilo es
donado por fosfatidiletanolamina o fosfatidilglicerol. En Mycobacterium, la modificacidn
hecha por Lnt es necesaria para el transporte de las lipoproteinas a través de los acidos

micélicos de la pared (Rezwan et. al. 2007).

En M. tuberculosis Lnt es codificada por el gen Rv2051 y tiene dos dominios, el extremo
C-terminal corresponde al dominio transmembranal de una proteina poliprenol fosfato
manosa sintasa que interviene en el mecanismo de O-manosilacion (Baulard et. al. 2003).
Homologos de Lnt se encuentran en Streptomyces y Corynebacterium (Espitia et. al.
2010).

2.9. Mecanismo de O-manosilacion de proteinas en actinomicetos.

La glicosilacién consiste en la union covalente de azucares a los aminoacidos de las
proteinas y es de dos tipos. La O-glicosilacion se da con la union del azlcar con el grupo
hidroxilo de las cadenas laterales de serina, treonina, hidroxiprolina o tirosina, mientras
que la N-glicosilacion es la union del azucar al grupo amino de la asparagina (Herrmann
et. al. 1996). La glicosilacion es muy variada en cuanto al nimero, la posicion vy el tipo de
carbohidratos que se adicionan a una proteina, lo cual crea proteinas con ramificaciones

muy complejas.

La O-manosilacion de proteinas requiere de proteinas glicosiltransferasas, azlcares y
lipidos acarreadores (Espitia et. al. 2010). La via biosintética de O-manosil glicanos en los

25

—
| —



Clonacion de la glicoproteina de 19kDa

actinomicetos fue inicialmente caracterizada en micobacterias con un ensayo de
glicosilacion fuera de la célula y con péptidos sintéticos derivados de la proteina Apa
(Cooper et. al. 2006). Los experimentos demostraron que la manosa debe ser primero
activada en un lipido de membrana fosforilado. En actinomicetos la membrana
citoplasmatica alberga poliprenoles fosforilados, que son lipidos acarreadores de manosa,
estos son activados y manosilados por la enzima poliprenol fosfato manosa (Ppm) sintasa
(Cooper et. al. 2002 y Espitia et. al. 2010).

La enzima Ppm sintasa participa en la manosilacion de lipidos de la membrana de
Mycobacterium, como el lipomanano (LM), lipoarabimanano (LAM) vy
fosfatidilinositolmandsido (PIM). Esta enzima también esta presente en S. coelicolor
mostrando que los dominios cataliticos estan altamente conservados entre ellos (Cowlisaw
& Smith, 2002 y Espitia et. al. 2010).

La O-manosilacién en actinomicetos es llevada a cabo por una manosil transferasa de
proteinas (Pmt) homologa a la de eucariontes. La Pmt es una proteina integral de
membrana con once dominios transmembranales que necesita de manosa activada en una
molécula de Ppm para hacer el enlace (Vanderven et. al. 2005). Al carecer los
actinomicetos de aparato de Golgi y reticulo endoplasmico, la reaccion se realiza en la
membrana citoplasmatica y depende de la manosa activada. En M. tuberculosis la O-
manosilacion depende del sistema de translocacion mediada por Sec, ya que la unién de

azUcares se da para su secrecion (Vandervan et al 2005; Espitia et. al. 2010).

No esta claro si otras glicosiltransferasas son responsables de la unién de moléculas de
manosa adicionales a la primera manosa unida por la Pmt. La unica glicoproteina de
actinomicetos que se ha caracterizado en detalle es la proteina Apa, en donde hay di o tri
manosas en configuracion a (1,2) (Dobos et. al. 1996), esta estructura también esta
presente en LAM, lo cual sugiere que la enzima encargada de manosilar LAM esta
también involucrada en la manosilacion de la proteina Apa. Una observacion interesante

es que S. coelicolor no sintetiza LAM, pero si glicosila Apa (Espitia et. al. 2010).

Aparentemente para la glicosilacion no hay una secuencia especifica que sirva como sefial
para determinar cuales residuos de serina o0 treonina seran manosilados. Analisis

estadisticos alrededor de residuos de serina y treonina manosilados revelan que hay un
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namero elevado de residuos de prolina alrededor del sitio de glicosilacion, en comparacién
con los residuos de serina y treonina sin glicosilar. Los residuos de prolina en las
posiciones -1 y/o +3 favorecen la glicosilacion. Un ambiente local rico en prolina es

suficiente aparentemente para la glicosilacion por parte de Pmt (Christlet et. al. 2001).

2.10. La glicoproteina de 19kDa de M. tuberculosis.

Un componente glicosilado de M. tuberculosis es la lipoproteina de 19kDa codificada por
el Gen Rv3763. Es un antigeno biol6gicamente muy activo ya que actda en el
reconocimiento de la bacteria, desencadena una respuesta inmune tipo celular y humoral
e induce produccién de varias citocinas; por tales motivos ha sido ampliamente

estudiado.

2.11. Caracteristicas estructurales del antigeno de 19kDa.

El antigeno de 19kDa de M. tuberculosis, codificado por el gen Rv3763, es una
glicoproteina de membrana que presenta un péptido sefial de secrecion para lipoproteinas.
Su glicosilacion es de tipo O-manosilacion (Gonzéalez-Zamorano et. al. 2008), aunque se

desconoce el tipo de enlace con el que se unen los azucares a la proteina.

Por medio de mutagénesis, se identificaron algunos sitios de unién a manosas. Se
proponen como sitios de glicosilacion dos “cluster” de dos y tres residuos de treonina en
las posiciones 13 al 15 y 19 al 20 de la proteina madura, respectivamente (Fig. 5);
Herrmann et. al (1996) observaron que al reemplazar estos residuos de treonina por
valina se reducia la glicosilacion del polipéptido; asimismo, la proteina se proteolisd en
pequefios péptidos; esto mostrd que la glicosilacién en M. tuberculosis funciona como un
mecanismo regulador entre la forma secretada de un antigeno y la forma anclada a la

pared para llevar a cabo diferentes funciones.

Dentro de la secuencia de aminoacidos hay otros probables sitios de glicosilacion,
algunos residuos de treonina y serina (Fig. 5), que no han sido probados y de los que no

se sabe su papel en la manosilacion del péptido. Por medio del analisis NetOglyc
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(http://Iwww.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/), es posible predecir cudles son los
aminoacidos que son sitios potenciales de O-glicosilacién (Herrmann et. al. 2000).
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Figura 5. Secuencia de aminoacidos del antigeno 19kDa de M. tuberculosis mostrando la Cisteina de
anclaje a membrana y su péptido sefial en color gris, la numeracion de los aminoécidos inicia a partir de la
Cisteina de anclaje. Los 5 residuos de Treonina marcados en rojo son sitios de glicosilacion propuestos por
Herrmann et. al., 1996. Los aminoacidos marcados en azul son otros probables sitios de glicosilacion que
indica el analisis con el programa NetOglyc.

Por otra parte, el analisis glicoprotedmico de la membrana de M. tuberculosis, mostrd

que la proteina de 19kDa, es reconocida por la Concanavalina A (lectina de unién a
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manosas), como varias manchas o “spots” en una electroforesis de doble dimension. El
punto isoeléctrico (pl) predicho para esta proteina es de 6.54, sin embargo, ninguno de
los “spots” identificados correspondié con ese pH. Las posibles causas de este
comportamiento es que podria tratarse de glicoformas de la proteina de 19kDa, con

diferencias en la manosilacion (Gonzélez-Zamorano et. al. 2008).

2.12. Caracteristicas inmunoldgicas.

Se sabe que cuando M. tuberculosis entra en el organismo, el primer evento que ocurre es
la adherencia de la bacteria por receptores de la superficie de los macréfagos alveolares,
entre los cuales se encuentra el receptor de manosa (Sthal & Ezekowitz, 1995). Un
componente ampliamente representado en la membrana de M. tuberculosis es LAM, un
glicolipido que interactia con estos receptores. Aunque es el mayor componente de la
membrana de las micobacterias, no es el Unico que se une a los receptores de superficie
de las células. Diaz-Silvestre, et. al. (2005) demostraron que al igual que LAM, el
antigeno de 19kDa, sobreexpresado en una recombinante de M. smegmatis, actia como
una adhesina que interactia con el receptor de manosas en macrofagos alveolares,

promoviendo la fagocitosis por estas células en la respuesta inmune innata.

Se ha demostrado que el antigeno de 19kDa es reconocido también por receptores tipo
Toll (TLR), los cuales reconocen patrones moleculares (Akira et. al. 2001);
especificamente es reconocido por TLR-2 que identifica lipoproteinas. La activacion de
TLR-2 induce la produccion de citocinas proinflamatorias como la interleucina 1L-12p40.
Esta citocina actta generando la respuesta Ty (Brightbill et. al. 1999, Méndez-Samperio
et. al. 2010 y Stewart et. al. 2005).

Stewart et. al. (2005), sobreexpresaron el antigeno de 19kDa en M. tuberculosis y
observaron que ademdas de IL-12p40, también se promovia que los monocitos,
macrofagos y células dendriticas secretaran algunas citocinas, como TNF-a (Factor de
Necrosis Tumoral) un potente mediador de la respuesta inmune e IL-1pB, encargada de
atraer las células efectoras al sitio de lesion. Este efecto favorece la respuesta inmune

contra la micobacteria.
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Sin embargo, dentro del monocito, actia también inhibiendo el procesamiento antigénico
y la expresién de MHC-11 dependiente de la activacion de TLR-2 (Noss et. al. 2001 y Pai
et. al. 2004); por lo tanto la presentacion antigenica y la activacion de los linfocitos T
CD4" se ven afectadas; esto representa un mecanismo de evasion al sistema inmune por
parte de la micobacteria ya que las células T no identifican a los macrofagos infectados y
no los destruyen, asi puede mantenerse la infeccion latente (Noss et. al. 2001 y Stewart
et. al., 2005).

Las modificaciones postraduccionales como la acilacion o la glicosilacion tienen efectos
en la inmunogenicidad del antigeno de 19kDa. Es asi que la inmunizacion con
lipopéptidos induce la respuesta por células T y la glicosilacion modifica la capacidad de

los péptidos para unirse a moléculas de MHC especificas (Garbe et. al., 1993).

Por otra parte, la funcion fisiologica de la proteina es desconocida, aunque se postula que
es importante para el crecimiento ya que algunos reportes muestran que la delecion del
gen que codifica para esta proteina reduce el crecimiento de M. tuberculosis, al menos en
algunos roedores (Sassetti & Rubin 2003) y dentro de los macréfagos humanos activados
por INF-y; pero no lo es asi para el crecimiento en medio de cultivo (Stewart et. al.,
2005).

Garbe et. al. (1993), lograron expresar el antigeno de 19kDa en una micobacteria
saprofita y de répido crecimiento, Mycobacterium smegmatis. La proteina de 19kDa se
localizé en la membrana y ademas se encontré en una forma glicosilada; sin embargo,
tuvo una respuesta cinco veces mas potente que la generada por M. tuberculosis, en

cuanto a la proliferacion de las células T.
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3. ANTECEDENTES

Lara et. al. (2004) lograron expresar el antigeno Apa de M. tuberculosis en S. lividans. El
analisis estructural demostré que la proteina expresada y secretada por S. lividans fue
manosilada en los mismos sitios de glicosilacion como ocurre en M. tuberculosis, tanto
en el extremo amino, como en el carboxilo terminal de la proteina nativa; ademas, al ser
secretada, su péptido sefial fue cortado en el mismo sitio que es cortado por M.
tuberculosis. Otro dato interesante es que la proteina recombinante purificada fue
reconocida eficientemente por el suero de pacientes infectados con M. tuberculosis y por
los anticuerpos monoclonales MADb 6A3 (Lara et. al. 2004).
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4. JUSTIFICACION

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, cerca de dos mil millones de
personas, lo que equivale a un tercio de la poblacion mundial, ha estado expuesta a M.
tuberculosis y puede presentarla como una enfermedad latente (WHO: Report 2011); se
estima que cada afio ocho millones de personas son infectadas con el bacilo y que
alrededor de 2 millones mueren a causa de la enfermedad (Gandhi et. al. 2010 y Meya &
McAdam, 2007).

Se han identificado varias glicoproteinas expuestas en la membrana de las micobacterias
involucradas con el reconocimiento del sistema inmune y en las reacciones posteriores que
ayudan al mantenimiento de la infeccion (Gonzalez-Zamorano et. al. 2008); varios de
estos antigenos han sido propuestos como candidatos para combatir la enfermedad
expresandolos en vacunas recombinantes o como blanco terapéutico (Espitia & Mancilla
1989, Hart et. al. 1997, Mustafa 2002, Rao et. al. 2004). Para continuar con su estudio es
necesaria una gran produccién de estas proteinas; sin embargo, existen algunas
dificultades para obtenerlas en suficientes cantidades como se requiere. Esto se debe en
gran medida a las extremas condiciones de seguridad gque se requieren para trabajar con M.
tuberculosis debido a su patogenicidad, lo cual restringe la investigacion acerca de la
bacteria; ademas, es un microorganismo de muy lento crecimiento lo que también es una

limitacion experimental.

S. lividans es un actinomiceto relacionado con M. tuberculosis, en el que se expresan
proteinas recombinantes que estdn modificadas con azucares, lo cual es una limitante en
otras bacterias de muy rapido crecimiento, ya que los organismos modelo como
Escherichia coli, no tienen la maquinaria necesaria para la glicosilacion de proteinas; es
asi que, a pesar de que se logra su expresion el efecto inmunolégico no es el mismo que el
de la proteina en M. tuberculosis (Hart et. al. 1997. y Garbe et. al. 1993).

Por otra parte, se ha demostrado que S. lividans es un organismo que expresa

eficientemente proteinas micobacterianas utilizando sus propios promotores (Espitia et. al.
2004 y Kieser et. al. 1996).
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Ademas de presentar un sistema de manosilacion semejante al de las micobacterias, el
trabajar con S. lividans ofrece otras ventajas, como una mejor manipulacion en el
laboratorio dado que su tiempo de division celular es mas rapido (4 horas en medio
minimo), aparte de que no requiere tantas condiciones de bioseguridad ya que no es una
bacteria patdgena (Kieser et. al. 2000).

Asi, el objetivo de este proyecto es clonar el gen Rv3763 de M. tuberculosis, el cual
codifica para la glicoproteina de 19kDa en S. lividans, detectar su presencia en membrana
y en sobrenadante, tanto de la proteina silvestre como de una recombinante secretada y
comprobar la glicosilacion con una lectina de union especifica a manosas (Concanavalina
A).
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo General:

B Clonar el gen Rv3763 de M. tuberculosis en S. lividans para la expresion de la

glicoproteina de 19kDa.

5.2. Objetivos Particulares:

B Realizar una construccion para la expresion en E. coli de la proteina de 19kDa sin
péptido sefial y con una cola de 6 Histidinas para facilitar su purificacion.
Obtener anticuerpos policlonales de conejo contra la proteina purificada de 19kDa.

B Comprobar la presencia y manosilacion de la proteina de 19kDa en membranas de
S. lividans que expresen el gen Rv3763 con su propio péptido sefial.

B Realizar una construccion para secretar la proteina de 19kDa en S. lividans a través
de una recombinante que contenga un péptido sefial de secrecion, y comprobar su

expresion y manosilacion.
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6. METODOLOGIA

6.1. Cepas bacterianas y plasmidos.

Las cepas y plasmidos empleados en el presente estudio se muestra en la tabla 3.

Tabla 3. Cepas bacterianas y plasmidos empleados en el presente trabajo.

Cepa/Plasmido

Descripcion

Referencia

E. coli BL21
(DE3) Rosetta

Para la expresion de la proteina de 19 kDa sin su péptido
sefial ni cisteina de anclaje a membrana. Contiene el
plasmido pRARE (Cm®) que codifica para 6 tRNAs
raros. Facilita la expresion de genes que contienen estos
codones raros para E. coli (con alto contenido en GC).

Novagen

E. coli ET12567

dam-13::Tn9,dcm-6, hsd-M. Empleada para conjugar los
plasmidos integrativos con Streptomyces. Contiene
plasmido pUZ8002 que contiene genes necesarios para

la transferencia entre E. coli y Streptomyces.

MacNeil et. al.,
1992

E. coli IBEC58

Adam, Adcm, Ahsd, derivada de BW?25113. Para obtener

DNA plasmidico sin metilacion.

Gonzalez-Cerén
et. al., 2009.

E. coli DH5a

F endAl hsdR17 (r, m,’) supE44 thi-1." recAl gyrA96
relAl deoR A(lacZYA-argF) U169 ¢80dlacZAMIS.

Utilizada para secuenciar los fragmentos obtenidos.

Grant et.
1990.

al.,

S. lividans 1326

Cepa silvestre de S. lividans 66. Para las pruebas de

expresion y glicosilacion de la proteina.

John

Centre

Innes

pUCBM21

Utilizado para la clonacién y secuenciacion de los

fragmentos obtenidos.

pET28a

Vector de expresion, Kan®. Empleado para la expresion
de proteinas con cola de 6xHis en el extremo N

terminal.

Novagen

pBD1

Gen Rv3763 sin porcion que codifica el péptido sefial ni
la cisteina de anclaje, introducido en los sitios Ndel-
EcoRlI dentro del plasmido pET28. .

Este trabajo.

p1J6902

Vector de E. coli que funciona como integrativo y de

expresion  en Streptomyces(Apra®) Empleado para

Huang et. al.,

2005.

35

—
| —




Clonacion de la glicoproteina de 19kDa

expresar el gen Rv3763 con su propio péptido sefial en
S. lividans 1326 a partir del promotor Pypa.

pBD2.1 Gen Rv3763 completo clonado con los sitios Ndel- | Este trabajo.
EcoRlI en el vector plJ6902.

pBD2.2 Gen Rv3763 modificado para cambiar el péptido sefial | Este trabajo.
de la proteina de 19kDa por el de la lipasa de S.
exfoliatus M11, clonado con los sitios Ndel- EcoRl en el
vector plJ6902.

plJ6021 Vector de expresion de alto ndmero de copias de | Takano et. al.,
Streptomyces (Kan®). Contiene el promotor inducible | 1995.

con tioestrepton Pg,a. Empleado para sobreexpresar
proteinas en S. lividans 1326

pBD3.1 Gen Rv3763 completo clonado con los sitios Ndel- | Este trabajo.
EcoRl en el vector plJ6021.

pBD3.2 Gen Rv3763 modificado para cambiar el péptido sefial | Este trabajo
de la proteina de 19kDa por el de la lipasa de S.
exfoliatus M11, clonado con los sitios Ndel- EcoRl en el
vector plJ6021.

6.2 Amplificacion y clonacion del gen Rv3763.

El DNA cromosémico de M. tuberculosis H37Rv fue donado por la Dra. Yolanda Lopez
Vidal (Facultad de Medicina, UNAM), de donde fue obtenido el gen Rv3763. Para
amplificar este gen se realizaron reacciones de PCR, con la enzima Pfu Ultra DNA
polimerasa AD (Stratagene), utilizando como templado el DNA cromosémico; los
oligonucledtidos para estas reacciones se muestran en la tabla 4. Algunos sitios de
restriccion fueron incluidos como extensiones para la posterior manipulacion de los
fragmentos amplificados, en particular, el sitio Ndel fue introducido debido a que contiene

el codon ATG de inicio del gen.

Para obtener el gen Rv3763 sin su péptido sefial, se disefiaron dos oligonucleotidos, en los
cuales, se incluyeron como extensiones los sitios de restriccion de las enzimas Hindlll-
Ndel, en el primer foward y EcoRI en el primer reverse (tabla 4). El producto de PCR fue

inicialmente clonado en el vector pUCBM21 dentro de los sitios HindllI-EcoRlI; este
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plasmido se introdujo por electroporacion (Ver anexo #2) en la cepa de E. coli DH5a y se
realiz6 extraccion de DNA plasmidico para checar algunas colonias por patron de
restriccion y asi secuenciar las probables construcciones correctas. Una vez verificada la
secuencia, se introdujo el fragmento en el vector pET28a dentro de los sitios Ndel-EcoRl.
Este plasmido fue denominado pBD1 y se emple6 para inducir la expresion de la proteina
y purificarla de E. coli BL21 Rosetta.

Por otra parte, se generaron dos construcciones que contenian el gen Rv3763 completo,
para la expresion o sobreexpresion de la proteina con su propio péptido sefial en S.
lividans. Por medio de una reaccién de PCR se amplificd el gen Rv3763 a partir del DNA
cromosdmico de M. tuberculosis con dos oligonucledtidos que contenian como
extensiones los sitios de restriccion de las enzimas Xbal-Ndel, en el primer foward y
EcoRlI en el primer reverse (tabla 4). Los sitios Xbal-EcoRI permitieron la ligacion del
inserto dentro del vector pUCBMZ21, ésta construccion fue electroporada en E. coli DH5a
para posteriormente obtener DNA plasmidico y verificar la secuencia. Los sitios Ndel-
EcoRI permitieron la ligacién en los vectores de expresion plJ6902 y plJ6021, dando
lugar a los plasmidos pBD2.1 y pBD3.1 respectivamente, los cuales fueron posteriormente
transformados en S. lividans para inducir la expresion de la proteina de 19kDa.

Por ultimo, para obtener el inserto del gen Rv3763 con el péptido sefial de la lipasa de S.
exfoliatus, se realizaron dos amplificaciones por PCR. En una primera reaccion, se
amplifico el péptido sefial de la lipasa de S. exfoliatus; el primer foward incluyo a la
secuencia los sitios de restriccion de las enzimas BamHI y Ndel (tabla 4), mientras que el
primer reverse incluyé como extension en el extremo 3" el inicio del gen Rv3763 después

de la cisteina de anclaje a membrana.

Con el fin de fusionar el péptido sefial de la lipasa de S. exfoliatus con el gen Rv3763, el
producto del PCR anterior y el gen Rv3763 completo ya amplificado fueron utilizados
como templado para una segunda reaccion (“overlap PCR”). Para ésta se empled el
oligonucleodtido forward utilizado en la reaccion que amplifico el péptido sefial M11, y el
oligonucledtido reverse con el cual se amplificé el gen Rv3763, cada uno con los sitios de

restriccién antes mencionados, y los cuales se enlistan en la tabla 4.
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El resultado de ésta ultima reaccion fue el gen Rv3763 con el péptido sefial de la lipasa de

S. exfoliatus, con los sitios de restriccion de las enzimas BamHI-Ndel en el extremo 57y

EcoRI en el extremo 3°. Para verificar la secuencia del inserto, se cloné con los sitios

BamHI-EcoRlI en el vector pUCBMZ21 y se introdujo por electroporacion en E. coli DH5a,

tal como se realizd con las demas construcciones. Por otra parte, los sitios Ndel-EcoRI se

emplearon para ligar el inserto en los vectores de expresion plJ6902 y plJ6021, generando

asi los plasmidos pBD2.2 y pBD3.2, respectivamente.

Tabla 4. Oligonucleétidos utilizados para las amplificaciones realizadas en este estudio.

Templado Oligonucledtidos Producto de
PCR
DNA Foward: Gen Rv3763
cromosomal 5 GCTCTAGACATATGAAGCGTGGACTGACGG 3 completo (504pb).
Xbal Ndel
de M.
Reverse:

tuberculosis.

5 GGAATTCCGCATCGACACGCTTTAG 3’
EcoRI

DNA
cromosomal
de M.

tuberculosis.

Foward:

5 CCCAAGCTTCATATGTCAAGCAACAAGTCGACTACAGGA ¥

Hindlll Ndel

Reverse:

5> GGAATTCCGCATCGACACGCTTTAG 3
EcoRlI

Gen Rv3763 sin
codificar péptido
sefial ni cisteina
de anclaje
(445pb).

Péptido sefial
de la lipasa de
S.exfoliatus

Foward:

5" GCGGATCCATATGCCCCAGCACCTCC 3
BamHI Ndel

Reverse:

5> CCTGTAGTCGACTTGTTGCTTGAGGCCGCGGCCGCCTGA 3’

Péptido sefial de
la lipasa de S.
exfoliatus
conteniendo el
inicio del gen
Rv3763.

Producto del
PCR anterior
y el Gen
Rv3763

completo.

Foward:

5" GCGGATCCATATGCCCCAGCACCTCC 37
BamHI  Ndel

Reverse:

5’ GGAATTCCGCATCGACACGCTTTAG 3
EcoRI

Gen Rv3763 con
el péptido sefial
M11 (591pb).
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6.3 Purificacion de la proteina 19kDa por cromatografia de afinidad.

La construccion pBD1 fue introducida por electroporacién en E. coli BL21 (Ver anexo #2)
Rosetta. Esta cepa se crecié en medio liquido YT2X (Ver anexo #1) y la expresion de la
proteina se indujo con 100ug/ml de IPTG. El cultivo fue centrifugado a 7500rpm, 10
minutos a temperatura ambiente; el botdn celular se sonico a 30 pulsos de 20 segundos
cada uno y la fraccion soluble se hizo pasar por la columna, la cual fue previamente
empacada con resina NiNTA y equilibrada con buffer de lisis (NaH,PO4 50mM, NaCl
300mM, imidazol 10mM, pH8). La muestra fue aplicada a la columna, se dejo pasar
lentamente y se recolectd. La columna se lavd con un buffer de lavado A que contenia
NaH,PO, 50mM, NaCl 300mM, imidazol 20mM, pH8; posteriormente se lavd con un
buffer de lavado B que contenia NaH,PO, 50mM, NaCl 300mM, imidazol 50mM, pHS8;
por ultimo se eluy6 con un buffer de elusion que contenia NaH,PO, 50mM, NaCl 300mM,
imidazol 250mM, pH8; de los lavados Yy la elusion se recolectaron fracciones. La proteina
purificada se cuantificé por medio del método de Bradford con albdmina 0.5mg/ml como
estandar. Las fracciones fueron analizadas en geles de poliacrilamida-SDS 16%, y de una
de éstas se elaboraron geles preparativos, los cuales se transfirieron a membrana de
nitrocelulosa. Con la proteina purificada e identificada con Rojo Ponceau en las
membranas de nitrocelulosa se inmunizaron dos conejas NZA de ocho semanas de edad,
aplicando 2 retos con 100 pg de proteina cada uno, para la obtencién de anticuerpos

policlonales anti-19kDa en el suero.

6.4. Clonacién en los vectores de expresion de S. lividans.

Las construcciones en vector integrativo (pBD2.1 y pBD2.2) fueron primero
transformadas por electroporacion en la cepa de E. coli ET12567 (Ver anexo #2) y se
seleccionaron con 50ug/ml de apramicina. Para introducir éstas construcciones en S.
lividans 1326, se conjugo con E. coli ET12567 que ya contenia cada uno de los plasmidos
(Ver anexo #3), seleccionando las colonias transformadas con 50ug/ml de apramicina.
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Por otra parte, los plasmidos pBD2.1 y pBD2.2 fueron introducidos por electroporacion en
E. coli IBEC58, para asegurar que el DNA no estaria metilado para aumentar la eficiencia
de transformacion al introducir el gen en el vector de alto nimero de copias en S. lividans.
Para esto, se realizo extraccion de DNA plasmidico de un cultivo en medio liquido YT2X
(Ver anexo #5) de estas clonas, luego se digirieron en los sitios de restriccion Ndel-EcoRl
y se corrio un gel de agarosa de bajo punto de fusién (LMP) al 0.6% para extraer la banda
que correspondia al inserto por el protocolo de purificacion de fragmentos de DNA de
geles de agarosa LMP (Ver anexo #4). El inserto se ligd con la enzima T4 DNA ligasa en
el vector plJ6021, dando como resultado pBD3.1 y pBD3.2, respectivamente; dichos
plasmidos se transformaron en S. lividans 1326 por transformacion con polietilenglicol
(PEG), de acuerdo al método de Kieser et. al., 2000 (Ver anexo #6). De la transformacion
resultaron colonias aisladas, las cuales se sembraron en sectores en medio MS con 50ug/ul
de Kanamicina, se incubaron a 30°C y después de esporular se extrajo DNA plasmidico
para verificar la transformacion por digestion con enzimas de restriccion. Con el DNA
plasmidico de los sectores que contenian la construccién correcta se retransformo S.
lividans 1326; posteriormente se sembraron cultivos confluentes en MS con 50ug/ml
Kanamicina, se incubaron a 30°C por una semana, luego de esporular se cosecharon las

esporas y se almacenaron en glicerol al 20%.

6.5. Expresion del antigeno de 19kDa en S. lividans.

Las esporas de S. lividans 1326 con cada una de las construcciones fueron centrifugadas a
6000 rpm por 6 minutos para retirar el glicerol, posteriormente se lavaron con H,O vy se
resuspendieron en medio YT2X para pregerminar incubando a 37°C en agitacion.
Después de 6 horas, el cultivo se centrifugd y se retird el sobrenadante; las esporas
pregerminadas fueron resuspendidas en medio LB con azlcar 25% (Ver anexo #1) y
50pg/ml de kanamicina (para vector plJ6021) o 50ug/ml de apramicina (para vector
plJ6902). La expresion de la proteina se indujo después de 14 horas de crecimiento con
5ug/ml de tioestrepton; el cultivo se detuvo a las 40 horas para la obtencién de proteina de

membrana, citoplasma y sobrenadante.
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6.6 Obtencion de proteinas y fraccionamiento celular.

Los cultivos de 40 horas de S. lividans con las construcciones pBD2.1 y pBD3.1, se
centrifugaron a 7500rpm por 10 minutos a 10°C, se apartd el sobrenadante y se
precipitaron las proteinas con metanol/cloroformo de acuerdo al protocolo de Wessel &
Fligge, 1983 (Ver anexo #7). Por otra parte, el botdn celular (micelio), se lavo tres veces
con Buffer Tris 20mM pH8 y se sonicd 30 pulsos de 20 segundos cada uno;
posteriormente se continud con el fraccionamiento celular (Ver anexo #8) obteniendo

muestras de citoplasma y membrana.

Para la construccién pBD3.2, se obtuvieron proteinas del sobrenadante y el boton celular
fue sonicado a 30 pulsos de 20 segundos cada uno. El extracto se centrifugé a 7000rpm 10
minutos a 10°C vy el sobrenadante de ésta centrifugacion se utiliz6 para las pruebas de
expresion. Las muestras obtenidas (a excepcion del sobrenadante) fueron cuantificadas por
el método de Bradford y leidas en espectrofotometro a 595nm utilizando una curva

estandar con albdmina 0.5mg/ml.

6.7 Electroforesis de proteinas y Western Blot.

La electroforesis fue realizada en geles de poliacrilamida-SDS al 16%. Para determinar la

presencia de la proteina el gel fue tefiido con azul brillante de Coomassie.

Para determinar la manosilacién de la proteina se realizé la transferencia a membrana de
PVDF. La membrana fue previamente activada 15 segundos en metanol; posteriormente
se realiz0 la transferencia en cdmara himeda toda la noche a 12mA (Amperaje constante),
con buffer de transferencia Tris-glicina (0.3% Tris base, 1.4% glicina, 20% metanol,
pH8.3). Retirada la transferencia, la membrana con las proteinas se secO y se puso a
bloquear con BSA 1% en buffer TBS 1 hora a temperatura ambiente; después de 3 lavados
con TBS la membrana fue incubada con Concanavalina A (ConA) 1:1000 disuelta en TBS
con ImM CaCl,;, ImM MnCl, y ImM MgCl, por 16 horas a temperatura ambiente;
después de dar tres lavados con TBS 1X, la membrana fue revelada de acuerdo a las
instrucciones del estuche de quimioluminiscencia de Roche (BM Chemiluminescence
Blotting Substrate POD).
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Por otra parte, para ver el reconocimiento con los anticuerpos policlonales, se transfirieron
los geles de poliacrilamida-SDS 16% a PVDF, como se describié anteriormente. La
membrana se secO y se bloque6 12 horas a 4°C con TBS +Tween 20 (0.05%) + leche
descremada al 5%; posteriormente se incubo6 durante 12 horas a 4°C con TBS + Tween 20
(0.05%) + leche descremada al 5%, con el anticuerpo primario en una dilucién 1:100;
luego de lavar la membrana con TBS + Tween 20 (0.05%) se incub6 la membrana por 2
horas a temperatura ambiente con TBS + Tween 20 (0.05%) + leche descremada al 5%
con el anticuerpo secundario anti-IgG unido a peroxidasa en una dilucion 1:1000. Despues
de realizar tres lavados con TBS + Tween 20 (0.05%), la membrana fue revelada de
acuerdo a las instrucciones del estuche de quimioluminiscencia de Roche (BM

Chemiluminescence Blotting Substrate POD).

6.8 Electroforesis de doble dimension.

El isoelectroenfoque fue realizado para las muestras de membrana de las construcciones
con el gen completo (pBD2.1 y pBD3.1), las cuales fueron desaladas en una columna
Sephadex G25 (columna NAP-5, GE Healthcare), la cual fue previamente equilibrada con
buffer de fosfatos 10mM pH7.4, la elucion se hizo con buffer de fosfatos 10mM + CHAPS
2%. Se colectaron fracciones de 500l y fueron monitoreadas en un espectrofotémetro a
280nm, posteriormente se cuantificd toda la muestra por el método de Lowry teniendo

como referencia albumina 0.5mg/ml.

Se calcularon 150ug de proteina total. Se agregd dioxicolato (DOC) a un volumen de
muestra para obtener una concentracion final de 0.02% y se dej6 precipitando por 10min a
temperatura ambiente, luego se afiadio acido tricloroacético (TCA) para alcanzar una
concentracion del 10% y se dejo precipitando por una hora a temperatura ambiente;
posteriormente se centrifugd a 13500rpm por 10 minutos a 4°C, se descartd el
sobrenadante y se agregaron 200pul de acetona fria, se dejo precipitando en hielo por 15
minutos y se volvié a centrifugar. La pastilla fue resuspendida en un volumen total de
130l con buffer de rehidratacion (Urea 8M, CHAPS 2%, buffer IPG 0.5% y DTT
20mM). Con la muestra se rehidratdé una tira de 7cm pH3-11 (Inmobiline DryStips, GE
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Healthcare) por 16 horas a temperatura ambiente en el recipiente de rehidratacion

cubriendo con aceite mineral.

Las tiras se corrieron en el equipo Ettan IPGphor Il Electrophoresis Unit (GE
Healthcare), siguiendo las instrucciones del proveedor. EI programa comenzo6 a 300V (1
hora), increment6 a 1000V (30 min) y posteriormente aumento hasta 5000V (2 horas).

Después de correr la primera dimension las tiras fueron equilibradas por 20 min en buffer
de equilibrio (SDS 2%, Tris HClI 50mM pH8.8, Urea 6M Glicerol 30%, azul de
bromofenol 0.002% y DTT 0.5%) y se corrieron en un gel de poliacrilamida-SDS 14%,
después de la electroforesis las proteinas fueron transferidas a una membrana de PVDF.
Las membranas fueron tefiidas con azul de Coomassie y utilizadas para realizar Western
blot revelando tanto con anticuerpos policlonales como con ConA, como se describi6

anteriormente.
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7. RESULTADOS

7.1. Clonacion del gen Rv3763 en E. coli.

A partir del DNA cromosomico de M. tuberculosis H37Rv se logré la amplificacion por
PCR del gen Rv3763. Para su expresion y purificacion a partir de E. coli, se clond dentro
de los sitios de restriccion Ndel-EcoRlI en el vector pET28 omitiendo la parte del gen que
codifica el péptido sefial y la cisteina de anclaje a membrana.

Como resultado se obtuvo el plasmido pBD1 (Fig. 6), el cual fue introducido por
electroporacion en la cepa de E. coli BL21 Rosetta (Novagen), debido a que contiene el
plasmido pRARE que codifica tRNAs de uso poco frecuente en E. coli, con el fin de
traducir mas eficientemente los transcritos del gen Rv3763, el cual proviene de M.

tuberculosis y por lo tanto presenta un alto contenido en GC.

Figura 6. Plasmido pBD1, resultado de la ligacién dentro de los sitios Ndel-EcoRI de un fragmento de
445pb que corresponde a la secuencia del gen Rv3763 sin codificar al péptido sefial ni la cisteina de anclaje,
dentro del vector pET28a. Este vector inserta una cola de 6 residuos His al fragmento introducido.
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7.2. Purificacion de la proteina de 19kDa por cromatografia de afinidad y
obtencidon de anticuerpos.

El vector pET28a fue empleado debido a que contiene una secuencia de 6 residuos de
Histidina, los que se fusionan al extremo N-terminal del fragmento introducido para su
manipulacion. Dado que el inserto no codifica péptido sefial ni cisteina de anclaje, la

proteina no es exportada a través de la membrana por lo que se detecto en citoplasma.

Antes de pasar por la columna de Ni-NTA para purificarla, el concentrado de células se
sonico y se realiz6 un gel de poliacrilamida-SDS con el que se observé que la proteina se
encontraba en la fraccion soluble mas no en la fraccion insoluble dentro de cuerpos de
inclusién. La masa molecular esperada de la proteina, de acuerdo a su composicion de
aminodcidos es de 15.4kDa (Fig. 7). Por lo tanto, la fraccion soluble se hizo pasar a traves
de la columna de Ni-NTA agarosa.

20kDa =—
K
| —
15KkDA
10kDa w——

Figura 7. Expresion de la proteina de 19kDa en E. coli. Muestras de fraccion soluble (FS) y fraccion
insoluble (FI) en un cultivo de E. coli con la construccion pBD1 sin inducir (-) e inducido con IPTG (+).
Como se puede observar la proteina se encontré mayoritariamente FS del cultivo inducido con IPTG. Cada
carril contiene 10ug de proteina total.

La columna se lavo y posteriormente se eluyé obteniendo cinco fracciones que se
analizaron en un gel de poliacrilamida-SDS que mostro a la proteina de una masa

molecular aproximado de 16kDa, cerca de su masa molecular esperada y mas chica que el
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antigeno en M. tuberculosis, dado que la proteina expresada por E. coli no se encuentra
glicosilada (Fig. 8). Cabe sefialar que la proteina de 16kDa no fue la Gnica que se unio a la
columna, sin embargo si se encontr6 en mayor proporcion. La fraccion namero 4 fue
elegida para realizar los geles preparativos debido a que presentd una cantidad adecuada

de la proteina purificada de acuerdo a la cuantificacion con el método de Bradford.

Fracciones

ES (o)

Figura 8. Antigeno de 19kDa purificado a partir de E. coli por medio de afinidad a Ni-NTA Agarosa.
Se obtuvieron 5 fracciones para purificar la proteina a partir de la fraccion soluble (FS). Dada la cantidad de
proteina se utiliz6 la fraccion 4 para la inmunizacion de conejas NZA. Cada carril contiene 10ug de proteina
total.

La inmunizacion de conejas NZA fue realizada en el laboratorio de la Dra. Clara Espitia.
Después de aplicar 2 retos se obtuvo el suero que contiene los anticuerpos policlonales
anti-19kDa; sin embargo el suero obtenido de una de las conejas mostré un titulo muy
bajo; por tal motivo no se contemplé para las pruebas de reconocimiento de la proteina en
los ensayos posteriores.

7.3. Clonacién del gen Rv3763 en S. lividans.

Los experimentos de expresion en S. lividans se realizaron inicialmente para la proteina
con su propio péptido sefial, el cual funciona como una sefial de anclaje a la membrana en
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M. tuberculosis. EI gen se clono tanto en un vector de expresion multicopia (plJ6021)
como en uno integrativo (plJ6902). En ambos vectores se utiliza el mismo promotor

(Piipa) que es un promotor fuerte e inducible por tioestrepton.

Para esto, se crecieron cultivos de S. lividans con cada una de las construcciones y con el
vector vacio como control negativo de la expresion de la proteina (plJ6902 o plJ6021).
La expresion de la proteina se indujo con tioestrepton a las 14 horas posteriores a la

inoculacién. Cada cultivo se detuvo a las 40 horas de crecimiento.

En todos los casos se colecto tanto el micelio como el sobrenadante. EI micelio este se
sometié a fraccionamiento celular para obtener la fraccion soluble (citoplasma) y la
fraccion de membrana. Todas las fracciones fueron analizadas para determinar la

localizacion de la proteina.

Adicionalmente, se realizaron construcciones en las que el péptido sefial de la proteina
fue reemplazado por el de la lipasa extracelular de S. exfoliatus M11, el cual es un
péptido sefial de secrecion. En este caso se espera que el antigeno sea secretado, ya que

carece de una “lipobox” y una cisteina de anclaje a lipidos de membrana.

A continuacién se describen las diferentes construcciones y los resultados obtenidos con
cada una de ellas.

7.4. Plasmido pBD3.1.

La region codificadora del gen Rv3763 fue amplificada por PCR introduciendo un sitio
de Ndel en el extremo 5’ y un sitio de ECoRI en el extremo 3’. Este fue ligado dentro del
vector multicopia plJ6021 digerido con las mismas enzimas y la ligacion fue
transformada en S. lividans EI resultado de ésta clonacion fue el plasmido pBD3.1 (Fig.
9A).
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A) B)

3all

sl Ssel Ndel

045k

Figura 9. A) Plasmido pBD3.1, resultado de la ligacion del gen completo Rv3763 en los sitios Ndel-
EcoRl, dentro del plasmido multicopia plJ6021, mostrando los sitios de restriccion de la enzima Sstll. B)
Patrén de restriccion del vector plJ6021 y de la construccién pBD3.1 con la enzima Sstll en un gel de
agarosa. La mayoria de las bandas que se observan son producto de una digestién parcial, sin embargo es
posible distinguir en 6 de las construcciones analizadas las bandas del peso molecular esperado, siendo
Gnicamente la namero 4 la que no present6 dicho patron.

Varias colonias resultantes de la transformacion fueron elegidas al azar y se les hizo
extraccion de DNA plasmidico, el cual se digirié con la enzima Sstll y se observé el
patrén de restriccion en un gel de agarosa. (Fig. 9). Posteriormente se retransformo S.
lividans con uno de los plasmidos que mostrd el patron esperado para asegurarse de que
todas las células posean la construccion correcta. A partir de estas colonias se obtuvo una

preparacion densa de esporas de la cepa con el plasmido correcto.

7.5. Experimentos de expresion para la construccion pBD3.1 en S. lividans.

Las muestras de membrana, citoplasma y sobrenadante de S. lividans con el plasmido
pBD3.1 y con el vector vacio se sometieron a electroforesis. Posteriormente fueron

teflidas con azul de Coomassie y transferidas a membranas de PVDF para realizar
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experimentos de Western blot, los cuales se revelaron con anticuerpos anti-19kDa y con
ConA-peroxidasa.

No fue posible distinguir inicialmente la presencia de la proteina de 19kDa en geles
tefiidos con azul de Coomassie, ya que, de acuerdo a su masa molecular, su corrimiento
corresponderia a una zona del gel de entre 20 y 25kDa en donde casi todas las bandas
presentaron un corrimiento aberrante, impidiendo su analisis; no se sabe cuél es el motivo
de dicho corrimiento en esta zona en particular, pero se cree que un lipido de membrana
podria ser el responsable; por tanto se precipitaron las proteinas de membrana con

metanol/cloroformo antes de someterlas a electroforesis para eliminar impurezas de la

muestra .
MNIembrana Citoplasma Sobrenadante
pIJ6021 pBD3.1 pIIG021 rBC2.1 pIIG021 pBD3.1
20K D Qm—
15KD Qe
T OKD S

Figura 10. Identificacion de la proteina de 19KDa expresada en S. lividans. Este gel muestra la
presencia de una proteina en la fraccion membranal de un peso molecular aproximado de 20kDa y una en el
sobrenadante a una altura de 14kDa aproximadamente en el cultivo de S. lividans con el plasmido pBD3,1.
Los carriles de membrana y citoplasma contienen 10ug de proteina total, mientras que el carril de
sobrenadante contiene la proteina presente en 1.4mL.

De esta manera fue posible identificar a una proteina de 20kDa en la fraccion membranal,
y una proteina en sobrenadante de aproximadamente 14kDa, que no se encuentran en las
muestras que provienen de cultivos con el vector vacio. Por otro lado en el citoplasma no
se observaron diferencias entre las proteinas de S. lividans con el vector vacio y con el
plasmido pBD3.1 (Fig. 10).
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El analisis por Western blot mostrd que la proteina de 20kDa en la membrana de S.
lividans con la construccion pBD3.1 fue reconocida fuertemente por los anticuerpos,
mientras que en la muestra de proteina total de la fraccion citoplasmica no fue reconocida
ninguna proteina. Por otro lado en el sobrenadante si hubo un reconocimiento de una
banda de aproximadamente 14kDa y una méas pequefia de 10kDa, que podrian ser

resultado de protedlisis de la proteina expresada en membrana (Fig. 11A).

B)

A
) Membrana  Citoplasma  Sobrenadante
P pll6021 pBD3.1 pli6021pBD3.1 plJ6021 pBD3.1

Membrana Sobrenadante
P pll6021 pBD3.1 plJ6021 pBD3.1

20kDa 20kDa
15kD g, 15kDa
IOkDI — IOkDI

Figura 11. Expresion de la proteina de 19kDa a partir de un vector multicopia en S. lividans. A). Los
anticuerpos policlonales reconocieron una banda presente en la membrana a una altura de 20kDa
aproximadamente, y a una doble banda del sobrenadante (14/10kDa) en S. lividans que contenia el
pldsmido pBD3.1. Asimismo reconocieron el control positivo que es la proteina purificada de E. coli (P).
B). Prueba de manosilacion del antigeno de 19kDa expresado en S. lividans. La lectina ConA-
peroxidasa reconocié tanto la proteina presente en membrana como la de 14kDa presente en el
sobrenadante de S. lividans con el plasmido pBD3.1. Los carriles de membrana y citoplasma contienen
10ug de proteina total, mientras que el sobrenadante contiene la proteina presente en 1.4mL.

Para determinar si la proteina se encontraba manosilada se utilizé la proteina purificada
de E. coli como control negativo para la ConA-peroxidasa ya que no estd manosilada y
no debe ser reconocida por la lectina. La prueba fue positiva para la proteina de 19kDa
expresada en membrana y en sobrenadante, ya que las dos formas fueron reconocidas por
la ConA-peroxidasa (Fig. 11B).
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7.6. Plasmido pBD2.1

Dado que el gen Rv3763 dentro del vector plJ6021 se sobreexpresa en forma abundante y
fue reconocido por parte de los anticuerpos anti-19kDa, se analiz6 si la proteina de
19kDa con su propio péptido sefial se podia expresar y detectar en S. lividans a partir de

un vector integrativo estable.

El plasmido pBD2.1 que resultd de la clonacion del gen Rv3763 completo dentro del
vector plJ6902 (Fig. 12), se introdujo por conjugacion a S. lividans, y se realizaron

cultivos para analizar la expresion de esta proteina.

OriT

Figura 12. Plasmido pBD2.1. Este plasmido integrativo fue empleado para la expresion del antigeno de
19kDa en S. lividans.

7.7. Experimentos de expresion para la construccion pBD2.1 en S. lividans.

Para detectar la presencia de la lipoproteina de 19kDa expresada en S. lividans la proteina
total de membrana, sobrenadante y citoplasma de S. lividans con el vector plJ6902 y con
la construccion pBD2.1 se realizo una electroforesis en un gel de poliacrilamida-SDS que

fue teflido con azul de Coomassie. A pesar de precipitar la proteina de membrana con
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metanol/cloroformo, no se identifico la banda correspondiente a la proteina expresada a
partir del vector integrativo. Esto posiblemente se deba a que es mucho menor la cantidad
de proteina sintetizada, a comparacion de aquella que se sobreexpresd de un plasmido
multicopia. Ademas en esta zona del gel migran muchas otras proteinas que no permiten

identificar claramente a la proteina de 19kDa (Fig.13).

MNembrana Citoplasma Sobrenadante
BD2.1 136021 BD2.1

pLI6021 pBD2.1 plI6021

25kDa=—

20kDa__

15kDam— =

10kDa=——

é

Figura 13. Tincién de Azul de Coommassie para ver la presencia de la proteina de 19kDa expresada
a partir de un vector integrativo en S. lividans. Los carriles de membrana y citoplasma contienen 10ug
de proteina total, mientras que el sobrenadante contiene la proteina presente en 1.4mL.

Con el fin de determinar si la proteina se encontraba presente a pesar de no ser
distinguible por tincién, la proteina total de membrana, citoplasma y sobrenadante fue
transferida a membrana de PVDF y revelada con anticuerpos anti-19kDa. El analisis
mostro que una proteina de 20kDa en la membrana de S. lividans con el plasmido
pBD2.1 fue reconocida por los anticuerpos y que esta proteina no esta presente en el
control. Los anticuerpos no reconocieron ninguna proteina presente en el citoplasma,
mientras que en sobrenadante de S. lividans con la el plasmido pBD2.1 si hubo
reconocimiento de una banda de aproximadamente 14kDa y una banda un poco menor,
de 10kDa; ambas podrian ser resultado de proteolisis de la proteina expresada en
membrana (Fig. 14A).

Los resultados anteriores concuerdan con lo observado con el plasmido multicopia.
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4) B)
Membrana  Citoplasma  Sobrenadante Membrana Sobrenadante
P plI6902 pBD2.1 pIJ6902 pBD2.1 plI6902 pBD2.1 P pl6902 pBD2.1 pU6902 pBD2.1
— —
..
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20kDa == = 20kDa
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Figura 14. Expresion de la proteina de 19kDa a partir de un vector integrativo en S. lividans. A)
Reconocimiento por anticuerpos policlonales, que reconocen tanto a la proteina purificada de E. coli (P),
como a la proteina presente en S. lividans y se localiza en membrana a una altura aproximada de 20kDa, de
la misma manera reconoce 2 bandas en el sobrenadante que posiblemente sean el resultado de proteo6lisis de
dicho antigeno. B) Reconocimiento por medio de ConA-peroxidasa, la cual no reconoce la proteina
purificada de E. coli, tampoco a la proteina presente en la membrana de S. lividans; aunque si reconoce la
proteina de 14kDa que es también identificada por Anti-19kDa. Los carriles de membrana y citoplasma
contienen 10pug de proteina total, mientras que el sobrenadante contiene la proteina presente en 1.4mL.

Para el reconocimiento con ConA-peroxidasa se transfirieron a PVDF las muestras de
proteina total de membrana y sobrenadante. La proteina purificada con la que se
realizaron los anticuerpos se utiliz6 como control negativo para ConA-peroxidasa.
Solamente la banda de 14kDa que reconoci6 el anti-19kDa en sobrenadante fue detectada
también por la lectina méas no la proteina de 20kDa presente en membrana (Fig. 14B).

7.8. Plasmido pBD3.2.

Con el fin de secretar el antigeno de 19kDa, el péptido sefial de la proteina de 19 kDa fue
sustituido por el péptido sefial de la lipasa extracelular de S. exfoliatus M11, que

corresponde a una sefial de secrecion a través de la membrana de Streptomyces.

53

—
| —



Clonacion de la glicoproteina de 19kDa

Para sustituir al péptido sefial se realizaron tres reacciones de PCR. En la primera
reaccion se utiliz6 como molde el DNA cromosémico de M. tuberculosis, y los
oligonucledtidos disefiados amplificaron el gen Rv3763 completo; en la segunda reaccion
se utiliz6 como DNA molde la secuencia del péptido sefial de la lipasa, el primer foward
contenia el inicio del péptido sefial M11, y el primer reverse contenia el inicio del gen
Rv3763 (después de la cisteina de anclaje a membrana) més el final del péptido sefial
M11, ésta amplificacion dio como resultado el péptido sefial M11 mas el inicio del gen
Rv3763.

Por ultimo, se llevo a cabo una tercera reaccion utilizando como templados los productos
de las dos reacciones anteriores. EIl primer foward correspondié al inicio del péptido
sefial M11 de S. exfoliatus, con sus sitios de restriccion correspondientes; el primer
reverse fue el final del gen Rv3763, también con un sitio de restriccion para manipular el

inserto.

Todo el procedimiento para sustituir el péptido sefial del gen y generar la fusion se

resume en la figura 15.
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e il
0w
GENRY3763 CON EL PEPTIDO SENAL DE LA LIPASA DE.S.exuaus M1

Figura 15. Fusién del péptido sefial M11 al antigeno de 19kDa de M. tuberculosis por medio de reacciones
de PCR.
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El inserto se clon6 bajo el promotor Pipa del vector multicopia plJ6021 para
sobreproducir la proteina secretada. Resultado de esto fue la construccion del plasmido
pBD3.2, el cual se verifico por patron de restriccion del DNA plasmidico digerido con la

enzima Sstll y observandolo en un gel de agarosa (Fig. 16).

P.M plJ6021 1 2 3 4 5 6 Patron de bandeo
- . esperado para la

construcciéon
pBD3.2 digerida
con Sstll

5.1

e 3 53kba
28 o2 3] kba
1.7

e 1.6 kba
1.2
0.8

e 0.63kba

o 0.45kba

Figura 16. Patron de restriccion del vector plJ6021 y del plasmido pBD3.2 con la enzima Sstll en un gel de
agarosa. El patrén esperado se presentd en 5 de las construcciones analizadas, Unicamente la nimero 2 no
presentd dicho patrén.

7.9. Experimentos de expresion para la construccion pBD3.2 en S. lividans.

Las muestras de extracto sonicado y sobrenadante de S. lividans con el plasmido pBD3.2
y con el vector vacio fueron sometidas a electroforesis y tefiidas con azul de Coomassie.
Como se puede observar en la Fig. 17, no hay diferencias entre la proteina total del
extracto sonicado del cultivo con el vector y con pBD3.2; por otro lado en el
sobrenadante si fue posible observar una banda a una altura aproximada de 14kDa que

esta presente en cultivos de S. lividans con pBD3.2 y no en el control.

—

56

'



Clonacion de la glicoproteina de 19kDa

Boton celular Sobrenadante
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Figura 17. Tincion con Azul de Coomassie para ver la presencia de la proteina de 19kDa clonada con
el péptido sefial de la lipasa de S. exfoliatus M11 en S. lividans. Como podemos observar, hay una
proteina de aproximadamente 14kDa presente en la muestra de sobrenadante de S. lividans con la
construccion. Los carriles de extracto sonicado contienen 10ug de proteina total, mientras que el
sobrenadante contiene la proteina presente en 1.4mL.

Por su parte, los anticuerpos anti-19kDa reconocieron esta banda en el sobrenadante de
cultivos con pBD3.2 y no hubo reconocimiento por alguna banda presente en la proteina
total del sonicado, descartando asi la idea de que alguna parte de la proteina no se hubiera
exportado. Por otra parte, no hubo reconocimiento por parte de la ConA-peroxidasa, lo

cual indica que la proteina secretada no esta siendo manosilada (Fig. 18).

La expresion de la proteina expresada en el sobrenadante de S. lividans con el plasmido
pBD3.2 fue monitoreada a distintos tiempos en un cultivo de 40 horas; se tomaron
muestras de sobrenadante a las 2, 10, 22 y 26 horas posteriores a la induccion con
tioestrepton. A todos los tiempos la proteina fue identificada por la misma masa
molecular, 14kDa aproximadamente (Fig. 19); mostrando asi que en la forma secretada
no hay mayor degradacion de la proteina conforme avanza el tiempo, pero si es de un

tamafio menor al esperado en todos los casos.
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A) Anti-19kDa B) ConA
EBoton celular Sobrenadante Sobrenadante
P plIs021 pED3 2 plI6021 pED32 P plls021 pED32

20 1T)n m— (1 Da
Hervims 1 5LD
15LD 3 [
— ] ) kDa
10D A w—

Figura 18. Reconocimiento de la proteina de 19kDa secretada por S. lividans por anticuerpos anti-
19kDa y por ConA. A) Los anticuerpos policlonales reconocieron tanto la proteina purificada de E. coli
(P), como la proteina secretada por S. lividans que se encuentra a un peso molecular de aproximadamente
14kDa. B) La prueba fue negativa para la proteina expresada por E. coli y para la expresada y secretada
por S. lividans. . Los carriles de extracto sonicado contienen 10ug de proteina total, mientras que el
sobrenadante contiene la proteina presente en 1.4mL.

2 horas 10 horas 22 horas 26 horas
P plI6021 pBD3.2 plJ6021 pBD32 pLJ6021 pBD32 plI6021 pBD32

20kD 2 e

15kD 2 . -

Figura 19. Expresion de la proteina de 19kDa secretada por S. lividans a diferentes tiempos post-
induccién. La proteina secretada por S. lividans se muestra a la misma altura a las 2, 10, 22 y 26 horas
después de la induccidn. Los carriles contienen la proteina presente en 1.4mL de sobrenadante.
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Adicionalmente se realizd un gel de poliacrilamida-SDS, que fue tefiido con azul de
Coomassie, este contenia las muestras de sobrenadantes de las dos construcciones
realizadas en el vector multicopia, debido a que en ambas construcciones se observa el
antigeno, de una forma proteolisada (en pBD3.1) y de una forma secretada (en pBD3.2).
El andlisis mostro que la masa molecular de ambas proteinas es aproximadamente la
misma, a pesar de que la que se produce a partir de pBD3.1 si esta modificada con

manosas Y la forma secretada no (Fig. 20).

Sobrenadantes
P plJ6021 pBD3.1 pBD3.2
25kDa
20KkD A m—
15kDA e ‘
10kDA e

Figura 20. Tincion con Azul de Coomassie de los sobrenadantes de los cultivos con los plasmidos
pBD3.1y pBD3.2.

7.10. Electroforesis en dos dimensiones (2D).

La electroforesis 2D se realizO para las muestras de membrana que contenian a la
proteina con su propio péptido sefial expresada del plasmido integrativo y sobreexpresada
del plasmido multicopia en S. lividans, debido a que las pruebas previas mostraron que la

proteina se encontraba en una masa molecular aproximado al de la proteina nativa,
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ademés de que fue también manosilada; lo cual no se pudo probar en la recombinante
secretada. El objetivo de observarlas en 2D fue para tener una identificacién mas precisa

de la proteina expresada en membrana y glicosilada.

7.11. Plasmido pBD3.1 (2D).

La proteina total de membrana de S. lividans con el vector vacio y con el plasmido
pBD3.1 fue visualizada en un gel de doble dimension para identificar el spot

correspondiente a la proteina de 19kDa.

El punto isoeléctrico tedrico de la proteina es de 6.54. La tincion con azul de Coomassie
mostré un “spot” en las proteinas de la membrana de cultivos con el pBD3.1 que no se
encontré en la membrana de cultivos con el vector vacio, a una altura aproximada de

21.5kDay con un pH mas bien &cido, de aproximadamente 3 (Fig. 21A).

Por su parte los anticuerpos anti-19kDa mostraron un fuerte reconocimiento que no se
observa como una sola mancha, sino como un barrido de proteina que por su posicién de
la masa molecular y del pl corresponde al spot identificado por la tincién con azul de
Coomassie y que, de igual manera, no aparece en el caso del vector vacio (Fig. 21B).
Este spot es reconocido también por la ConA-peroxidasa, lo cual indica que la proteina

expresada estd modificada con manosas (Fig. 21C).
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Figura 21. Electroforesis 2D de extractos de membrana de S. lividans con el vector plJ6021 (lado
izquierdo) y con el plasmido pBD3.1 (lado derecho). A) Tincién con Azul de Coomassie, el spot sefialado
en la membrana de la construccion corresponde a la proteina expresada por S. lividans. B) Reconocimiento
por anticuerpos anti-19kDa. C) Reconocimiento por ConA-peroxidasa.
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7.12. Construccion pBD2.1 (2D).

La proteina total de membrana de S. lividans con el vector vacio y con el plasmido
pBD2.1 fue también sometida a electroforesis de doble dimension. Mediante la tincion
con azul de Coomassie no fue posible detectar ningun “spot” que pudiera corresponder a
la proteina de 19kDa (Fig. 22A), sin embargo los anticuerpos anti-19kDa si mostraron un
buen reconocimiento hacia un spot a una altura aproximada de 21.5kDa y con un pl acido
que corresponde a la proteina esperada, ya que no esta presente en el control y ademés
coincide con lo observado en las muestras de membrana de S. lividans con el plasmido
pBD3.1 (Fig. 22B). Por otra parte, no hubo reconocimiento por parte de la lectina de la

proteina expresada en membrana (Fig. 22C).
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Figura 22. Electroforesis 2D de extractos de membrana de S. lividans con el vector plJ6902 (lado

izquierdo) y con el plasmido pBD2.1 (lado derecho). A) Tincion con Azul de Coomassie. B)
Reconocimiento por anticuerpos anti-19kDa. C) Reconocimiento por ConA-peroxidasa.
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8. DISCUSION

En reportes previos, se ha demostrado la capacidad de las especies del género
Streptomyces para producir proteinas recombinantes glicosiladas. Uno de los principales
motivos por los que se emplea esta bacteria como hospedero es que posee un mecanismo
de glicosilacion de proteinas, lo cual no todas las bacterias poseen. Ademas cuenta con
un sistema eficiente de secrecién de proteinas lo que facilita la extraccion y purificacion

de las proteinas expresadas y secretadas al medio de cultivo.

M. tuberculosis, al ser muy cercana filogenéticamente a Streptomyces, comparte
mecanismos de modificacién postraduccional, por lo que es posible expresar
eficientemente algunas de sus proteinas que son antigenos de interés, en dicho
organismo. Esto ya se ha demostrado al menos para el antigeno Apa que, como se
menciono anteriormente, se ha logrado su expresion en S. lividans conservando el patron

de manosilacion (Lara et. al. 2004).

El presente estudio se enfocd en otra proteina antigénica de gran importancia en el curso
de la infeccion por M. tuberculosis, la proteina de 19kDa. Este antigeno en su forma
nativa se encuentra como una lipoproteina manosilada. La induccion del gen Rv3763
codificando su propio péptido sefial en S. lividans permitié ver la expresion de la

proteina de 19kDa en extractos de membrana y en el medio de cultivo.

Al inducir la expresion del gen Rv3763 clonado en un vector monocopia, la tincion con
azul de Coomassie no permitid detectar a la proteina debido a la poca cantidad producida
y dado a que su corrimiento corresponde a una zona del gel donde migran muchas otras
proteinas no es posible distinguir si alguna de ellas es la proteina de interés (ver figura
13); sin embargo el reconocimiento con anticuerpos policlonales anti-19kDa mostro que,
efectivamente, la proteina se expresé y localizé en la membrana, observandose como una
banda de 20kDa (ver figura 14). Es decir, el péptido sefial utilizado en M. tuberculosis
para dirigir a la proteina a la membrana pudo ser reconocido por S. lividans y tuvo una

localizacion correcta de la proteina.
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Por otra parte, es importante recordar que el ambiente natural en el que se desarrolla S.
lividans es muy heterogéneo y cuenta con una gran cantidad de proteinas secretadas que
cumplen una funcién de degradacion, entre las cuales estan proteasas y cuya actividad

esta repercutiendo en la proteina de 19kDa expresada en la membrana de Streptomyces.

Es asi que los anticuerpos policlonales tuvieron reconocimiento hacia dos bandas en el
sobrenadante de cultivos con el plasmido pBD2.1; muy probablemente estas bandas
corresponden a fragmentos de la proteina de 19kDa que ha sufrido proteo6lisis y que por
lo tanto se observan de un peso molecular mas bajo (10 y 14kDa aproximadamente) y en
el sobrenadante. Una observacion interesante es que a pesar de estar proteolisada, la
banda de 14kDa presente en el sobrenadante si se encuentra manosilada, lo cual no es
posible observar en la proteina de membrana para la construccidn en el vector monocopia

(ver figura 14).

Al sobreexpresar la proteina de 19kDa mediante el uso de un vector multicopia, dada la
gran cantidad que se genera, es posible entender lo que sucede con el antigeno expresado
en la membrana de S. lividans, ya que en este caso tanto los anticuerpos policlonales
como la ConA, tienen reconocimiento tanto por la proteina localizada en la membrana
como en el sobrenadante. En este caso el reconocimiento por parte de los anticuerpos
anti-19kDa es mayor en el sobrenadante que en la membrana (ver figura 11); esto indica
que la mayoria de la proteina que se produce esta siendo proteolisada, tal vez debido a

que no es reconocida como una proteina propia, de manera que las proteasas la degradan.

S. lividans, fue elegida en un principio, debido a que no es una cepa tan proteolitica en
comparacion con S. coelicolor. Sin embargo es evidente que aln en esta cepa existen

proteasas extracelulares que afectaron a la proteina producida.

Ahora bien, a diferencia de la proteina obtenida utilizando un vector monocopia, la
lectina si reconocié a la proteina de membrana asi como a la forma proteolisada del
sobrenadante (banda de 14kDa) (ver figura 11). Es decir, la proteina con su propio
péptido sefial se expresa y Streptomyces emplea su maquinaria de glicosilacion para
afiadirle las manosas mientras va siendo exportada para quedar anclada en la membrana,

tal como sucede en Mycobacterium y la protedlisis que se da en esta proteina expuesta en

65

—
| —



Clonacion de la glicoproteina de 19kDa

la membrana ocurre en un sitio que no afecta su manosilacion, ya que tiene gran afinidad

por la lectina.

Sin embargo, la banda de 10kDa, que también es producto de proteolisis, no fue
reconocida por ConA-peroxidasa; por tanto en este caso la protedlisis ocurrié en un sitio
que si afecta la manosilacion, que posiblemente sea en el extremo N-terminal, puesto que

es ahi donde se encuentran los aminoacidos que son modificados.

Asi demostramos que la proteina de 19kDa puede ser expresada y glicosilada por S.
lividans, sin embargo no fue posible evitar la accién de sus propias enzimas que se
encargan de proteolisar la proteina generada y a mayor expresidn ocurre mayor

degradacion.

La expresion de la proteina localizada en membrana e inducida a partir del vector
monocopia se puede observar en un gel de doble dimensién y el anticuerpo puede
reconocerla eficientemente, sin embargo no es suficiente la cantidad para observar la
glicosilacion (ver figuras 21 y 22), asi que es necesaria su sobreexpresion para obtener
una cantidad de proteina suficiente en membrana tomando en cuenta que hay mucha

proteina que se esta proteolisando.

Gonzalez-Zamorano et al. (2008), estudiaron el glicoproteoma de M. tuberculosis en
geles de doble dimension e identificaron por el reconocimiento con ConA a las
glicoproteinas expuestas en la membrana de este organismo. Entre estas se encontré la
glicoproteina de 19kDa que tiene un pl tedrico de 6.54; sin embargo ellos encontraron
isoformas que corrieron en forma de varias manchas (entre pH 4-5). De igual manera, la
expresion en S. lividans, mostro otro pl, ya que la proteina expresada en membrana se

situé muy cercana al extremo acido en una tira de pH 3-10 (ver figuras 21 y 22).

Probablemente, el barrido de proteinas que se observa en geles de doble dimension
también se deba a isoformas que pueden explicarse por diferencias en la conformacion de
la proteina o en su patron de manosilacion. Hay al menos una forma manosilada que si es

detectada por ConA-peroxidasa, pero también pueden haber otras formas no glicosiladas,
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0 que su glicosilacién sea con otros azlcares, o glicosiladas con manosas en una

conformacién que no pueda ser detectada por ésta lectina.

A pesar de que Streptomyces y Mycobacterium son organismos filogenéticamente
cercanos y comparten muchas caracteristicas, son en realidad bacterias adaptadas a tipos
de vida muy distintos y no se puede asegurar que la proteina de 19kDa glicosilada que
expresamos en S. lividans sea igual a la de M. tuberculosis. No solamente se trata de
expresar el DNA de una especie en otra y seguir un mecanismo de glicosilacién, sino que
también los ambientes en cada organismo son distintos ya que no son las mismas
enzimas, lipidos o azlcares con los que se estd interactuando, lo que podria afectar la

conformacién de la proteina.

Por lo tanto, a pesar de que S. lividans pudo manosilar la proteina, no podemos asegurar
que sea exactamente en la misma posicion y de la misma forma que la proteina en M.
tuberculosis; asimismo, una diferencia en el patron de glicosilacién también podria estar
relacionado con el corte proteolitico, tal como lo mencioné Herrmann et. al. (1996), al
observar que mutando los aminoécidos involucrados con la manosilacion se generaban

varios péptidos de menor peso molecular.

Por otra parte, al producir la proteina de 19kDa recombinante con un péptido sefial de
secrecion, se pudo observar la proteina secretada en el medio de cultivo y fue reconocida
por el anticuerpo, aunque es de un peso molecular ligeramente menor al esperado
(14kDa); sin embargo la proteina no fue reconocida por la lectina, es decir, no esta
manosilada (ver figura 18). Al monitorear el cultivo se observo que la proteina se expresé
desde las primeras horas y a lo largo de todo el crecimiento a la misma masa molecular
(ver figura 19), asi que no hubo corte en esta proteina que pudiera afectar
especificamente sitios de glicosilacion, sino que desde un inicio la proteina sintetizada no

fue manosilada.

El menor tamarfio observado en esta proteina muy probablemente si se deba a la presencia
de proteasas producidas por S. lividans que eliminan algunos de los aminoacidos de la
proteina. Sin embargo, es poco probable que esta sea la razon de la falta de manosilacion,
pues la proteina observada en el sobrenadante a partir del plasmido pBD3.1 de la que se

67

—
| —



Clonacion de la glicoproteina de 19kDa

postula es una forma proteolisada de la proteina expuesta en membrana, es
aproximadamente de la misma masa molecular a la forma secretada y si se encuentra

manosilada.

Cabe sefialar que la mayoria de las glicoproteinas de la membrana de M. tuberculosis, se
han identificado como lipoproteinas (Gonzalez-Zamorano et. al., 2008), posiblemente
hay una relacion entre ambos mecanismos y por este motivo, en la proteina de 19kDa, el

reemplazo del péptido sefal afectd la manosilacion.

En el estudio previo realizado por Lara et al. (2004) donde se expreso la glicoproteina
Apa, se realiz6 una comparacion de las secuencias de los extremos N-terminal que
demostro que la proteina producida en S. lividans era idéntica a la proteina nativa y que
su péptido sefial habia sido reconocido tal como lo reconoce la micobacteria, ocurriendo
el corte en el mismo sitio. A diferencia de la proteina de 19kDa, la glicoproteina Apa en
su forma nativa es secretada, por tanto no es una lipoproteina y su propio péptido sefial ya
contiene el sitio de corte; mientras tanto, el péptido sefial para lipoproteina que presenta

el antigeno de 19kDa contiene un sitio de anclaje a membrana.

La secrecion de ésta misma proteina en S. lividans, fue reportada anteriormente por
Tremblay et. al (2002); aunque no se sabe si las proteinas expresadas fueron manosiladas.
Por otra parte, ellos trataron de purificar la proteina expresada a través de cromatografia
de afinidad, sin embargo esto no se logr6 debido la pérdida de algunos aminoacidos por
protedlisis lo cual interfirié en su procedimiento. Lo mismo nos podria estar ocurriendo
en ésta recombinante, y que una pérdida de aminodacidos es la que afecta la manosilacion

del péptido.

Por lo tanto, una posibilidad interesante para explicar esta falta de glicosilacion de la
proteina de 19kDa cuando es secretada con el péptido sefial de S. exfoliatus es que, las
maquinarias de acilacion y glicosilacion estén relacionadas, de manera que solamente se
manosila la proteina cuando es anclada a la membrana y el péptido sefial de la proteina de
19kDa de M. tuberculosis influye en gran medida en la manosilacion de dicha proteina ya

que al ser reemplazado no hubo manosilacion.
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9. CONCLUSIONES

El gen Rv3763 fue clonado eficientemente en S. lividans, tanto con su péptido
sefial, como en la recombinante.

La proteina de 19kDa con su péptido sefial se expresé y se encontro anclada en la
membrana tal como ocurre en M. tuberculosis ademas de estar manosilada; a pesar
de ello es necesario sobreexpresar la proteina para observar la manosilacion.

Una gran parte de la proteina expresada en la membrana de S. lividans es
proteolisada aunque no pierde su glicosilacion.

Se observd la proteina secretada en el sobrenadante de cultivo de S. lividans
cuando se cambid su péptido sefial por uno de secrecion y fue reconocida por el

anticuerpo; sin embargo el reemplazo de su péptido sefial alterd la manosilacion.
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10. PERSPECTIVAS

Debido a que la forma secretada no esta glicosilada, es necesario que la
purificacion del antigeno sea a partir de esta forma sobreexpresada en la membrana
de S. lividans en donde ya se demostrd su manosilacion.

Es necesario realizar un analisis estructural para demostrar si la proteina generada
es manosilada de la misma manera que la proteina nativa en M. tuberculosis.

Es recomendable purificar la proteina que esta proteolisada y manosilada, ya que,
en cantidad esta mejor representada que el mismo antigeno expresado en
membrana; de la misma manera secuenciar el péptido e identificar el sitio de corte
y los sitios de manosilacion.

Realizar pruebas inmunoldgicas para observar el efecto inmunoldgico de esta

proteina expresada en S. lividans.
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11. ANEXOS.

Clonacion de la glicoproteina de 19kDa

Anexo #1. Buffer y medios de cultivo empleados.

Medio YEME

Extracto de levadura ................ 0.3g
Peptona............coooiiiiiii. 0.5g

Extracto de malta.................... 0.3g

Glucosa.......ccoovviiiiiiiiiiin, lg

Sacarosa.........coeiiiiiiiiiiiiian. 34g

TOTAL 100mL en agua Milli-Q, pH7

Después de autoclave adicionar:
MgCl, (IM)...eevenenene 0.5mi
Glicina 10%.......cccccevrvvenenn. 5.0ml

Medio R2YE.
Solucién base:

KoSO4. i, 10.3g
MQCla..eeiiiii 0.025¢g
Glucosa......ooovveiiiiiiiiii 1g
Casaminodcidos..........coevevuinnnn... lg

Aforar 80ml con H,O Milli-Q.

Después de autoclavear afiadir:

KH2PO4 (0.5%). v iml
CaCly-2H,0 (3.68%)...cvveveeninnnn 8ml
L-Prolina .............ccooiiiiiiniiin, 1.5ml
Tris.Cl 3%, pH7.2)....coovvivinnn.. 10ml
Trazas R5*. ..., 0.2ml
CuSO42mM.......covviiiiiiiinnn, 0.2ml
NaOH IN..........ooo 0.2ml
Extracto de levadura 10%................... 5ml

Agar suave para transformaciones

SaACATOSA. ...t 10.3g
MOCla. e lg
Tris.Cl1 3%, pH 7.2) ..o 10ml

*Trazas R5: KH,PO, (0.5%),
CaCl, (0.25M), Tris.CI (0.25M,
pH 7.2)




CaCly (SM).ceieiiiiiiiiii, 0.4ml
AT .o 0.65¢g
TOTAL 100ml en agua Milli-Q.

Medio YT2X

Bacto triptona...................... 1.6g
Extracto de levadura............... lg
NaClo..oooviiiiiiii 0.5g

TOTAL 100mL en agua Milli-Q, pH7.2

Medio LB + AzUlcar 25%

Bacto triptona....................... 19
Extracto de levadura............. 0.5g
NaCl...ooooiiiiii lg
AzZUcar........c.ooiiiiiii, 25¢

TOTAL 100ml en agua Milli-Q, pH 7

Buffer P

Sacarosa...........coeviiiinnn.n 25.75¢g
MgC|2 ............................... 0 Sg
K2504 ............................ 0.062g

TOTAL 200ml en agua Milli-Q

Buffer de tratamiento 2X para proteinas.

Tris HCIpH 6.8....cccooiiiii 2.5ml
SDS 10%0...eiiiiiieeieeie e s 4ml
Glicerol......ooviiii i 2ml
2-mercaptoetanol..................o Iml
H,0 bidestilada.................oooin 0.5ml
Azul de bromofenol.......................... 0.0005gr
TOTAL..ceiieieie e 10ml

Buffer para sonicar:

Clonacion de la glicoproteina de 19kDa

MOCla IM. . 0.44ml
DTTAmM. ..o, 0.061g
RNASA. ..o 0.5ul
Inhibidor de proteasas Roche.................... 5 tabletas
Tris 20mM pHS......ooooii 107.06ml
TOTAL. ..o, 110ml
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Anexo #2. Transformacion por electroporacion.

1. Incubar 3ml de medio SOB con E. coli y dejar toda la noche creciendo.

2. Pasar 100pul de precultivo a un matraz con 25ml de medio SOB, dejar crecer hasta una
D. O de 600nm.

3. Pasar a un tubo y centrifugar 5 minutos a 5000rpm, decantar el sobrenadante y agitar
para resuspender.

4. Colocar 15ml de glicerol al 10% estéril y a 4°C, agitar bien y centrifugar Sminutos a
5000rpm.

5. Decantar el sobrenadante y agrega nuevamente 15ml de glicerol al 10% y volver a
centrifugar 5 minutos a 5000rpm.

6. Pasar 50l de células a un tubo eppendorf y colocar 2ul de DNA y mezclar.

7. Colocarlo en las cubetas para electroporacion estériles, las cuales previamente deben ser
enfriadas en hielo. Dar un pulso de 1820 volts en el electroporador.

8. Recuperar las células de la cubeta afiadiendo 1ml de medio SOB, resuspender con una
pipeta y pasar a un tubo chico con tapon de metal. Dejar recuperando en agitacion por 1
hora.

9. Pasar la muestra a un tubo eppendorf y centrifugarla a 5000rpm durante 5 minutos.
Decantar el sobrenadante y resuspender en vortex. Agregar 200l de medio SOB.

10. Sembrar en cajas con medio LB y sus antibidticos correspondientes, colocando 100ul

de muestra en cada caja e incubar toda la noche.

73

—
| —



Clonacion de la glicoproteina de 19kDa

Anexo #3. Protocolo para conjugacion E. coli-Streptomyces (Flett et. al., 1997;
modificado por Servin-Gonzélez).

1. Hacer un pre cultivo de E. coli ET12567/pUZ8002 que contiene el vector a
transferir, en este caso plJ6902, en 3ml de medio liquido YT2X con de apramicina
50pg/ml, cloranfenicol 25pg/ml y kanamicina 50pug/ml. Incubar toda la noche a
37°C en agitacion.

2. Inocular con el precultivo un matraz con 20ml de medio YT2Xy los mismos
antibidticos a las concentraciones arriba descritas Incubar de 4-5 horas a 37°C en
agitacion hasta una DO de 600nm.

3. Centrifugar el cultivo a 6000rpm 10 min a temperatura ambiente. Retirar el
sobrenadante.

4. Lavar tres veces con 20ml de YT2X a 6000rpm 10 min a temperatura ambiente.

5. Resuspender el pellet en 0.3ml de YT2X.

6. Aparte, a 50pl de una preparacion concentrada de esporas de S. lividans 1326, dar
choque térmico a 50°C por 10 min.

7. Juntar las esporas de S. lividans con E. coli resuspendida en YT2X. Hacer
diluciones 10™ y 1072,

8. Plaquear en medio MS con MgCl, 10mM.

9. Incubar a 30°C vy a las 18-20 horas inundar la superficie de las cajas de
conjugacion con 1 ml de agua estéril que contiene 25ul de acido nalidixico y 20ul

de apramicina.
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Anexo #4. Purificacién de fragmentos de DNA en geles de agarosa de bajo punto de

fusion.

© o N o

10.

11.
12.

Después de correr el gel y tefiir con bromuro de etidio hay que cortar las bandas,
procurando cortar la agarosa lo mas cerca del DNA.

Poner a fundir la rebanada de agarosa que contiene el DNA en un tubo eppendorf a 65-
70°C, durante 10 min. Calcular el volumen de la agarosa fundida y afiadir 1/10 de
volumen de NaCl 5M. Mezclar bien y dejar 5 min mas en el bafio.

Saturar un poco de fenol con NaCl de la siguiente manera: en un tubo eppendorf
mezclar 100ul de NaCl 5M, 400ul de agua y 500ul de fenol. Centrifugar un minuto y
retirar la fase acuosa. Colocar el fenol a 37°C.

Colocar la agarosa fundida 5 min a 37°C.

Afadir al tubo con la agarosa 2/3 de volumen de fenol saturado e inmediatamente
agitar en vortex durante 30 seg (trabajar lo méas rapido posible para evitar que la
agarosa se gelifique).

Centrifugar 5 min en la microfuga y pasar la fase acuosa a un tubo limpio.

Afiadir al fenol 90ul de TE o agua y 10ul de NaCl 5M. Agitar en vortex.

Centrifugar 2 min y mezclar la fase acuosa con la anterior.

Afiadir 1 vol de fenol/cloroformo a la fase acuosa, agitar 15 seg en vortex y centrifugar
2 min.

Pasar la fase acuosa a un tubo limpio y afiadir 1 pl de glucégeno (20 pg/pl) y 1
volumen de isopropanol. Mantener a -20°C por al menos 2 horas.

Centrifugar el DNA 10 min a 14000rpm. Sacar todo el alcohol y secar el pellet.

Resuspender en un volumen adecuado de TE.
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Anexo #5. Protocolo para minipreparaciones de DNA de plasmido (Kieser et al.,

2000; modificado por Servin-Gonzélez).

10.

11.

12.

Resuspender el paquete de células o el micelio en 200ul de Tris 25mM, EDTA 25mM
pH8. En el caso de Streptomyces el TE 25mM debe contener lisozima 2mg/ml.

Para E. coli incubar 5 min en hielo. Para Streptomyces al menos 30 min a 37°C o hasta
que el micelio esté visiblemente lisado (debe ponerse translicido y viscoso).

Afadir 400pl de una solucion fresca de NaOH 0.2N, SDS 1%. Mezclar bien por
inversion vigorosa de los tubos, hasta que se vea transparente, homogéneo y muy
viscoso. En el caso de Streptomyces, si no se mezcla bien, agitar 10 seg
aproximadamente en el vortex con los tubos invertidos. Incubar 10 min en hielo.
Afadir 300ul de acetato de potasio 3M pH4.8, mezclar bien por inversidn hasta que se
pierda la viscosidad y se vea un precipitado blanco. Incubar 15 min en hielo.
(Centrifugar en microfuga 5 min; pasar el sobrenadante a un tubo limpio).

Afadir al tubo 400l de fenol/cloroformo, agitar 30seg en vértex y centrifugar 2min
en la microfuga.

Pasar la fase acuosa a otro tubo y afiadir 1ml de etanol absoluto frio. Dejar
precipitando 5min a temperatura ambiente.

Centrifugar 10 min en la microfuga. Retirar todo el sobrenadante.

Agregar 1/10 de volumen de acetato de sodio 3M y 1 volumen de isopropanol;
precipitar 10 min en hielo. Centrifugar 10 min a 3500rpm y retirar todo el
sobrenadante.

Resuspender el pellet en 50ul de TE (Tris 10mM, EDTA 0.1mM pH8). Afadir 150pl
de acetato de sodio 4M pH6. Mezclar e incubar una hora a -20°C.

Centrifugar 10 min en la microfuga. Pasar el sobrenadante a un tubo limpio y afadir
200ul (0 un volumen) de isopropanol. Precipitar 10 min en hielo.

Centrifugar 10 min en la microfuga. Eliminar todo el sobrenadante. Resuspender en
45ul de TE, afiadir 5ul de acetato de sodio 3M pH6 y 125ul de etanol frio.
Centrifugar 10 min en la microfuga. Eliminar todo el sobrenadante. Secar pellet y

resuspenderlo en 25ul de TE.
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Anexo #6. Transformacion de protoplastos de Streptomyces (Kieser et. al., 2000;

modificado por Servin-Gonzélez).

10.

Crecer el micelio a partir de esporas en 25mL de YEME suplementado con MgCl,
1M (0.125ml) y glicina 10% (1.25ml) durante 36 horas a 29°C con agitacion.
Lavar el micelio con sacarosa al 10.3% (Pasar el cultivo a un tubo de centrifuga de
rotor JA20 y agregar 10ml de sacarosa, centrifugar por 5 min a 3500rpm, secar el
pellet y resuspender en 25ml de sacarosa; distribuirlo en 5 tubos de vidrio de tapon
de rosca estériles, centrifugar 5 min a 3500 rpm, eliminar el sobrenadante y
congelar el pellet a -20°C).

Suplementar el buffer P y dejar reposar 30 min. Tomar 5ml de éste y disolver 5mg
de lisozima. Filtrar el buffer P y después los 5m con lisozima.

Descongelar el micelio y agregarle el filtrado de lisozima, mezclar e incubar 1 hora
a 30°C agitando suavemente cada 15 min. Tomar una muestra para ver al
microscopio Yy asegurarse que se hayan formado los protoplastos.

Filtrar los protoplastos por un filtro de algoddn, en ese mismo filtro, agregar 5mi
de buffer P y pasarlos a un tubo de vidrio. Centrifugar 12 min a 3500rpm.

Eliminar el sobrenadante y resuspender el pellet en lo poco que haya quedado de
sobrenadante; agregar 3ul del plasmido purificado e inmediatamente después
agregar 0.6ml de PEG (0.5gr disueltos en 1.5ml de buffer P) con una pipeta
Pasteur mezclando con la misma pipeta 4 o 5 veces. Agregarle 5 ml de buffer Py
centrifugar 12 min a 3500rpm.

Eliminar el sobrenadante y resupender con los nudillos para luego agregarle 0.3ml
de buffer P.

Hacer diluciones 10™ y 107,

Poner en cada caja de medio R2 suplementado 0.1ml de la dilucion y 2.5ml de agar
suave hipertonico. Cubrir completamente la superficie, dejar gelificar e incubar a
30°C entre 18 y 20 horas.

Inundar las cajas con 1 ml de agua estéril con el antibiético correspondiente e
incubar nuevamente a 30°C por una semana hasta que esporulen las colonias

transformantes.
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Anexo #7. Precipitacion de proteinas con Metanol-Cloroformo. Wessel & Fligge,

1983 (Modificado para sobrenadante de S. lividans)

A

En un tubo con tapon de rosca colocar 1.4ml de muestra, agitar con vortex.
Agregar 5.6ml de metanol, agitar con vortex.

Agregar 1.4ml de cloroformo, agitar con vortex.

Agregar 4.2ml de agua, agitar con vortex.

Centrifugar 10 min a 4500rpm. Retirar la fase acuosa superior sin tocar ni remover la
interfase de proteinas.

Agregar 4.2ml de metanol, agitar con vortex.

Pasar 1.5ml a un tubo eppendorf y centrifugar 1 min a 12000rpm. Quitar todo el
sobrenadante.

Repetir el paso anterior hasta terminar de precipitar la muestra.

Resuspender la muestra en buffer de tratamiento 2X. Hervir y congelar.

78

—
| —



Clonacion de la glicoproteina de 19kDa

Anexo #8. Fraccionamiento celular.

Sonicar muestras a 30 pulsos/20 seg c/u en 25ml de buffer para sonicar.
Centrifugar a 7000 rpm 1 hora a 4°C.
Ultracentrifugar el sobrenadante a 33000 rpm 1 hora a 4°C en rotor 70Ti.

N

Colectar el sobrenadante (citoplasma) y lavar el pellet (membrana) con NaCl
50mM en Tris 20mM pHS8.

5. Ultracentrifugar nuevamente a 33000rpm 30 min a 4°C. Retirar todo el
sobrenadante y resuspender el pellet en 100ul de buffer para sonicar. Almacenar a
-70°C.
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