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1. RESUMEN

El gen Rv2873 codifica para la lipoproteina MPT83 anclada a la membrana
de Mycobacterium tuberculosis que en estado maduro se encuentra glicosilada.
Esta proteina (MPT83) es uno de los antigenos inmunodominantes de M.
tuberculosis 'y cuya funcidn, aparentemente relacionada con la adhesion de la
bacteria a la células del hospedero, es poco conocida.

En el presente trabajo, el gen Rv2873 que codifica la lipoproteina MPT83
fue expresado en Escherichia colimediante el uso del vector pET28a, que permitid
la unién de una cola de seis histidinas en la regién N-terminal de la proteina sin el
péptido sefial. Posteriormente la proteina expresada fue purificada mediante una
columna de Ni-NTA agarosa y utilizada para la obtencion de anticuerpos
policlonales anti-MPT83.

La proteina MPT83 también fue expresada en Streptomyces lividans
mediante la clonacién del gen Rv2873 en el vector de expresion de alto numero de
copias plJ6021. Mediante ensayos de PCR se disefiaron los plasmidos pBIA3 y
pBIA4 los cuales contenian el gen Rv2873 con un péptido sefial de secrecion
proveniente de una lipasa extracelular de Streptomyces exfoliatusy el gen Rv2873
con su propio péptido senal tal como se encuentra en M. {fuberculosis
respectivamente. Se analizé la presencia de la proteina mediante ensayos de
Western-blot en dos fracciones celulares: membrana y citoplasma, ademas del
sobrenadante del cultivo, asi como la presencia de glicosilacion mediante el
reconocimiento de manosas con el uso de la lectina Concanavalina A.

La proteina expresada a partir del plasmido pBIA3 fue observada
unicamente en el sobrenadante del cultivo de forma proteolizada y carente de
glicosilacion, mientras que en las células con el plasmido pBIA4 se observo la
proteina en la membrana celular con una masa de aproximadamente 25 kDa y dos
formas proteolizadas de la proteina en el sobrenadante del cultivo. La proteina
encontrada en la fraccion membranal y una de las formas proteolizadas del
sobrenadante fueron reconocidas por la Concanavalina A sugiriendo la presencia

de glicosilacion. No se observo la presencia de la proteina en la fraccion del




citoplasma. Adicionalmente, la proteina MPT83 fue clonada en el vector integrativo
plJ6902 con su péptido senal y con el péptido senal de secrecion, observando el
mismo patron de expresion de la proteina.

Se realizd ademas, electroforesis en doble dimensiéon a las proteinas
observadas en la fraccion de la membrana celular, confirmando expresion de la
proteina MPT83 en S. /ividans de forma glicosilada.

El hecho de haber observado la proteina MPT83 en S. /ividans expresada
correctamente en la membrana celular y de forma glicosilada, hizo evidente la
homologia que existe entre los mecanismos de glicosilacion y acilaciéon de M.

tuberculosisy S. lividans.




2. INTRODUCCION

2.1. Importancia del estudio de la Tuberculosis

La tuberculosis (TB) es una enfermedad causada por el bacilo
Mycobacterium tuberculosis que afecta principalmente a los pulmones y que se
transmite via aérea mediante pequenas gotas de saliva expulsadas por las
personas que han sido infectadas con la bacteria. Sin embargo, esta infeccidon
suele ser asintomatica en personas sanas dado que el sistema inmune promueve
la formacion de una barrera alrededor de la bacteria, por lo que del 30% de
personas infectadas a nivel mundial, solamente el 10% llegan a desarrollar la
enfermedad, sin embargo, las personas infectadas por el HIV tienen mayor
probabilidad de enfermarse (OMS, 2011).

La TB es una de las enfermedades con mayor morbilidad y mortalidad; tan
solo en el 2010 se reportaron 8.5-9.2 millones de casos de TB a nivel mundial y
con un estimado de 1.2 a 1.5 millones de muertes (incluyendo los casos con HIV)
a pesar de tener una tasa de incidencia que ha ido cayendo con un aproximado de
1.3% cada afio desde el 2002 (OMS, 2011). Actualmente, la TB es tratada con 4
medicamentos principalmente, dentro de los cuales se encuentran la isoniazida y
rifampicina como antibidticos de primera linea, sin embargo, éstos han sido
usados desde hace ya varias décadas por lo que el surgimiento de una gran
cantidad de cepas resistentes a dichos antibidticos ha llegado a ser un grave
problema (Kaufmann, 2011; OMS, 2011).

La BCG (Bacillus Calmette-Guérin) es la unica vacuna aprobada y usada
desde hace varias décadas y que protege a los niflos contra varios tipos de la
enfermedad (meningitis y TB miliar) pero que falla en la proteccién de la forma
mas prevalente en estos dias, la tuberculosis pulmonar en los adultos, ademas de
sus problemas de seguridad con los pacientes que presentan HIV. Sin embargo, la
aparicion y el desarrollo de técnicas de manipulacion genética durante los ultimos
afos han ayudado a obtener informacion importante que ha facilitado el estudio y

comprension de M. tuberculosis. Ademas, la obtencion de la secuencia completa
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de su genoma, asi como su manipulacion, han abierto las puertas al desarrollo de
numerosas investigaciones enfocadas al estudio de moléculas antigénicas
indispensables durante la infeccion de la bacteria que podrian utilizarse para crear
una vacuna que no solamente proteja a nifios con la misma eficacia de la BCG,
sino que sea segura para pacientes inmunocomprometidos y eficaz contra la

tuberculosis en los adultos (Kaufmann, 2011).

2.2 Lipoproteinas de Mycobacterium tuberculosis

Las membranas celulares contienen proteinas especializadas enlazadas a
la membrana. Esas proteinas se dividen en tres clases segun su modo de
asociaciéon a la bicapa lipidica: proteinas integrales de membrana, proteinas
periféricas de membrana y proteinas de membrana unidas a lipidos
(lipoproteinas). Las proteinas integrales de membrana, llamadas también
proteinas transmembranales, contienen regiones hidrofobicas incrustadas en el
interior hidrofébico de la bicapa lipidica; ademas se encuentran incrustadas con
una parte expuesta sobre la superficie externa, y una parte expuesta a la
superficie interna. Las proteinas periféricas de membrana se asocian a una cara
de la membrana, mediante enlaces idnicos o puentes de hidrégeno con las
proteinas integrales de membrana o con los grupos polares de los lipidos de
membrana. Las lipoproteinas se encuentran unidas a la membrana mediante un
enlace covalente con un lipido, en donde una cadena lateral de aminoacidos se
une por un enlace de amida o éster a un grupo de acido graso. Otras
lipoproteinas de membrana estan enlazadas de forma covalente a una cadena
isoprenoide a través del atomo de azufre de un residuo de cisteina en el dominio C
de la proteina (Horton, ef al., 2008).

La envoltura de las micobacterias posee componentes altamente bioactivos
como lipidos, glicolipidos y polisacaridos que mantienen un papel importante en la
patogenicidad de la bacteria (Daffé, et a/,1998). Debido a esto, el estudio de los
componentes de la envoltura celular se ha incrementado durante los ultimos afios

para poder identificar cuales de ellos contribuyen de manera directa o indirecta en




el desarrollo de la enfermedad.

Las lipoproteinas son una subclase de proteinas que se encuentran
comunmente en la envoltura celular de las bacterias; aproximadamente, entre el
1% y 3% del genoma bacteriano codifica lipoproteinas. Existe una gran cantidad
de funciones en las que éstas se encuentran involucradas, como el transporte y
plegamiento de proteinas, resistencia a antibiéticos, sistemas de transporte ABC
en donde actuan como proteinas de uniéon a sustrato e involucradas en la
senalizacion celular (Juliane, ef al, 2010). Entre las lipoproteinas de M.
tuberculosis que mas han sido estudiadas se encuentran Mpt83, LppX, LpqW,
LpgH (proteina de 19kDa) y PstS1 (proteina de 38 kDa).

Las lipoproteinas representan un subgrupo de proteinas de secrecion
caracterizadas por la presencia de una caja lipidica o lipobox. El motivo lipobox se
encuentra localizado en la regién C — terminal del péptido senal de la lipoproteina
y esta formado por 4 aminoacidos principalmente [LVI/ASTVI/GAS/C]. La funcion
de este motivo es proveer una sefal de reconocimiento para la modificacion con
lipidos, la cual es realizada mediante la unidn de grupos acilo a un residuo de
cisteina ubicado junto al péptido senal que es indispensable para el anclaje a la
membrana lipidica. El precursor de la lipoproteina es translocado principalmente
mediante el sistema Sec hacia la membrana plasmatica y modificado
posteriormente. La modificacidon de la proteina precursora es mediada por la
accion de tres enzimas: fosfatidilglicerol-pre-prolipoproteina diacilglicerol
transferasa (Lgt), peptidasa sefal Il (LspA) y fosfolipidos-apolipoproteinas N-
aciltransferasa (Lnt). Mientras Lgt y LspA se encuentran presentes de manera
universal en las bacterias, Lnt estad reportada fundamentalmente en bacterias

Gram-negativas (Rezwan, ef al., 2007).

2.2.1. Sintesis de ljpoproteinas en micobacterias

Las lipoproteinas son sintetizadas como pre-lipoproteinas y su maduracion

ocurre mediante modificaciones post-traduccionales. Estas modificaciones son

realizadas por enzimas que se encuentran localizadas en la membrana
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citoplasmatica de las células. El primer paso para la sintesis de las lipoproteinas
es realizado por la proteina Lgt, que adhiere un residuo de diacilglicerol al grupo
tiol de una cisteina ubicada en el motivo lipobox del péptido senal de la pre-
lipoproteina (Figura 1) y que se encuentra conservada universalmente. En E. col,
la fraccién lipidica de las proteinas se deriva del lipido de membrana
fosfatidilglicerol, con cadenas compuestas de 16-20 atomos de carbono, en
contraste con micobacterias, en donde las fracciones lipidicas de las lipoproteinas
aun no han sido determinadas a nivel molecular. La proteina Lgt (Rv1614) de M.
tuberculosis esta compuesta de 468 aminoacidos (masa molecular 50.4 kDa),
siendo considerablemente mas grande que su homodloga en E. coli de 291
aminoacidos, ademas de que ambas contienen un pl diferente, el cual es de 9.66
en E. coliy de 4.45 en M. tuberculosis; aparentemente esta diferencia es debida a
la gran cantidad de residuos de aspartato y glutamato presentes en la regién C-
terminal de la proteina (Rezwan, ef al.,, 2007).

Posterior a la modificacion por Lgt, otra enzima denominada LspA es la
encargada de procesar las pre-lipoproteinas; las pre-lipoproteinas tienen un peso
molecular mas alto de aproximadamente 2-3 kDa que las lipoproteinas maduras
por lo que para su maduracion, la LspA separa el péptido sefal de la lipoproteina
mediante el corte hidrolitico entre la cisteina y los aminoacidos del motivo lipobox
(Figura 1). Se ha observado en estudios con mutantes “knockout” de LpsA en M.
tuberculosis y M. smegmatis una reducida multiplicacion en macréfagos y la
ausencia total de patologias en los pulmones de ratones infectados, por lo que se
sugiere un papel esencial de la sintesis de lipoproteinas durante la patogénesis de
la bacteria (Rezwan, ef al., 2007). Los genes Rv1614 y Rv1539 que codifican las
enzimas Lgt y LspA han sido identificados en el genoma de M. fuberculosis
(Sutcliffe y Harrington, 2004).

En proteobacterias Gram negativas, pero no en bacterias Gram positivas,
las lipoproteinas procesadas por LspA son modificadas posteriormente por la
proteina Lnt, que adhiere un tercer residuo de acilo al grupo amino de la cisteina
modificada. Estudios /n vifro e in vivo han indicado que alguno de los tres

fosfolipidos encontrados en la membrana celular de E. coli (fosfatidiletanolamina,
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fosfatidilglicerol y cardiolipina) pueden servir como donadores del grupo acilo; la
modificacion por Lnt es un prerrequisito para el transporte de lipoproteinas a
través del periplasma en E. coli. Se ha descrito una proteina codificada por el gen
Rv2051c que posee dos dominios, siendo uno de ellos un motivo similar al motivo
Lnt de E. coli; y el otro, parte de una proteina que ha sido caracterizada como una
poliprenol monofosfomanosa sintasa (Ppm1) que transfiere manosa de GDP-
manosa al poliprenol fosfato enddgeno, siendo este ultimo un importante
intermediario en la sintesis de la pared celular micobacteriana constituida por
lipomanano y lipoarabinomanano (Rezwan, ef a/, 2007; Sutcliffe y Harrington,
2004). Recientemente se demostré que la enzima Ppm1 junto con otra
denominada Ppm2, catalizan la transferencia de un residuo de acido graso al
grupo a-amino de una cisteina en el extremo N-terminal de las lipoproteinas,
indicando que la actividad de Lnt en E. coli también se encuentra presente en M.
tuberculosis (Tschumi, et al., 2009).

Homologos de Lnt también han sido encontrados en actinobacterias como
Streptomyces y Corynebacterium. Un analisis exhaustivo de los genomas
bacterianos de diferentes phyla sugiere que los homdlogos de Lnt estan presentes
en microrganismos con una envuelta celular compleja, pero no en bacterias Gram
positivas ordinarias.

La presencia de homologos de Lnt y la localizacidon de lipoproteinas en la
pared celular de las micobacterias sugiere que éstas puedan ser transportadas
mediante un sistema que podria ser homologo o analogo al sistema Lol de E. col,
compuesto por un complejo de 3 proteinas denominado transportador ABC (LolC,
LolID y LolE) que liberan las lipoproteinas de la membrana plasmatica, una
chaperona periplasmica (LolA) y un receptor encontrado en la membrana externa
(Rezwan, et al, 2007; Sutcliffe y Harrington, 2004). A pesar de que no se han
encontrado homoélogos del sistema Lol en M. tuberculosis, recientes analisis
estructurales han revelado homologias estructurales de la lipoproteina LppX con

las proteinas LolA 'y LolB de E. coli (Sulzenbacher, ef al., 2006).
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Figura 1. Biosintesis de lipoproteinas en bacterias. Inicialmente la pre-pro-lipoproteina es
modificada post-traduccionalmente mediante la adicién de un diacil glicerol por accién de la
enzima Lgt, posteriormente la enzima LpsA corta el péptido sefial de la proteina entre la
cisteina y los 3 aminoacidos de la caja de lipidacion (Leu-Ala-Gly). Finalmente, en bacterias
Gram negativas se observa la presencia de Lnt, cuyo papel es afiadir un tercer residuo de diacil
glicerol a la cadena lipidica (Tomada de Rezwan, et al., 2007).




2.3. Gilicosilacién de lipoproteinas en M. tuberculosis

Anteriormente, se consideraba que uUnicamente las células eucariontes
tenian la capacidad para glicosilar proteinas, sin embargo, en la década de los
90’s, con la aplicacion de nuevos métodos para el analisis de estructuras de
biomoléculas, se encontré evidencia de que algunas proteinas podrian estar
siendo glicosiladas en las bacterias. Mycobacterium, Neisseria y Strepfococcus
son algunos de los géneros en los que inicialmente se observaron proteinas
glicosiladas; las bacterias pertenecientes a éstos son en su mayoria patégenas, lo
que contribuyé a pensar que la glicosilacién podria jugar un papel importante
durante la infeccion de las bacterias. (Toumanen E., 1996).

Las glicoproteinas son proteinas que contienen oligosacaridos unidos en
forma covalente; las cadenas de carbohidrato de una glicoproteina varian de
longitud, de 1 hasta mas de 30 residuos y pueden llegar a formar hasta el 80% de
la masa total de la molécula. Las glicoproteinas son un grupo extraordinariamente
diverso que abarca enzimas, hormonas, proteinas estructurales y proteinas de
transporte, ademas de mostrar gran variabilidad en la composicion de sus
cadenas de oligosacaridos. Las cadenas de oligosacaridos de la mayor parte de
las glicoproteinas estan enlazadas a través de enlaces O o N - glicosidicos. En los
oligosacaridos unidos por O, un residuo de azucar se enlaza en forma tipica a la
cadena lateral de un residuo de serina o de treonina, mientras que en los
oligosacaridos unidos por N, el residuo esta unido al nitrogeno del grupo amido de
un residuo de asparagina (Horton, et al., 2008).

Existen varios tipos de O-glicosilacién, como O-GalNac glicosilacién, que
constituye el tipo mas abundante de glicosilacion en proteinas; la O-GlcNac
glicosilacion, se encuentra en la mayoria de proteinas nucleares y citoplasmaticas
en sistemas eucariontes; la O-fucosilacion, una modificacion post-traduccional es
encontrada en proteinas que participan en procesos fisiolégicos como senalizacion
celular, coagulacion o metastasis; O-glucosilacion encontrada en factores de
coagulacion y la O-manosilacion, que fue primeramente encontrada en levaduras,

siendo una modificaciobn en la cual un residuo de manosa se une a los




aminoacidos treonina y serina de las proteinas, resultando en la elongacion de la
cadena de oligosacaridos por la adicion de manosa enlazada en O o N (Peter-
Katalinic, 2005).

Actualmente, tanto la O-glicosilacion como la N-glicosilacion han sido
reportadas en bacterias; especificamente, la O-manosilacién ha sido observada
en gran cantidad de antigenos provenientes de micobacterias, sin embargo, la

forma en que ésta se lleva a cabo aun no esta completamente clara.

2.3.1. Biosintesis de profeinas O-manosiladas en bacterias

La O-manosilacidn de proteinas requiere glicosiltransferasas, sintasas
nucleotido-azucar y acarreadores lipidicos. El mecanismo de O-manosilacion de
proteinas es bien conocido en Saccharomyces cerevisiae, y ha servido para el
entendimiento de las reacciones equivalentes en actinomicetos. En levaduras, la
manosa es obtenida a partir de GDP-manosa, la cual es derivada de un
intermediario de la glucdlisis, fructosa-6-fosfato, mediante la accion secuencial de
las enzimas fosfo-manosa-isomerasa (PMI), fosfomanomutasa (PMM) y GDP-
manosapirofosforilasa (GMPP). Sin embargo, la manosilacion ocurre en el lumen
del reticulo endoplasmico (RE) de la célula, y el primer paso no requiere la
presencia de GDP-manosa, sino que la manosa sea activada por el acarreador
lipidico dolicol, presente en el RE. El dolicol es un poli-isoprenoide que en
levaduras esta formado de 14-17 unidades de isopreno con un a-isoprenil
saturado y que es manosilado por la accién de una dolicol-fosfato-manosasintasa
(DPM) que se encuentra anclada a la membrana citoplasmatica mediante el
extremo hidrofébico C-terminal. El dolicol-fosfato-manosa es usado como sustrato
para la transferencia de manosa a los grupos hidroxilo de los aminoacidos serina y
treonina de la proteina que es secretada co-traduccionalmente; la transferencia de
manosa es llevada a cabo por una dolicol-fosfo-manosamanosiltransferasa (PMT),
que se encuentra en la membrana del RE y agrupada en tres familias (PMT1,
PMT2 y PMT4), donde PMT1 y PMT2 actuan en complejos que participan en la

glicosilacion de diferentes proteinas y PMT4 en la glicosilacion de proteinas de
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membrana. Cabe destacar que las PMTs unicamente realizan la transferencia del
ataque de la primera manosa en los residuos de aminoacidos, para que otras
manosiltransferasas continuen con el elongamiento de la cadena (Espitia ef al,
2010; Lommel y Strahl, 2009).

Varios aspectos de la manosilacion de proteinas en actinomicetos son
similares en levaduras; sin embargo, existen algunas diferencias. La biosintesis de
manosa es esencial en micobacterias como M. tuberculosis y M. smegmatis, pero
no en estreptomicetos. Al igual que en levaduras, la manosa debe ser activada en
un acarreador lipidico para la manosilacién de proteinas, sin embargo, el dolicol no
esta presente en actinomicetos, por lo que es necesario el uso de un lipido que
lleve a cabo la misma funcidn. El poliprenol fosfato es manosilado por la accion de
la poliprenol-fosfo-manosasintasa (PPM), homodloga a la DPM sintasa de las
levaduras y puede sustituir al dolicol. Esta PPM contiene un dominio N-terminal
con hélices transmembranales que anclan la proteina a la membrana
citoplasmatica, homodlogo a Lnt y a un dominio catalitico C-terminal, que en
estreptomicetos y otras micobacterias son codificados por genes separados. Por
otro lado, la transferencia de manosa a las proteinas es llevada a cabo por
manosiltransferasas homoélogas a la familia de PMT’s en levaduras; sin embargo,
se ha encontrado que en actinomicetos, s6lo una PMT es codificada en su
genoma, ademas de que las reacciones de manosilacién de proteinas deben
llevarse a cabo en la membrana citoplasmatica debido a la ausencia del RE en
bacterias (Espitia ef al,, 2010).

Especialmente en M. tuberculosis se ha encontrado otra PPM que manosila
el poliprenol fosfato directamente de GDP-manosa, ademas de que se ha
observado que la manosilacion en este organismo es dependiente de la

traslocacion mediada por el sistema Sec.
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2.4. MPTB83: uno de los principales antigenos de M. tuberculosis

Los primeros reportes de la proteina MPB70 se hicieron en 1960 en donde
se identifico como una proteina altamente expresada por Mycobacterium bovis
Bacillus Calmette-Guérin (BCG) que provocaba un tipo de hipersensibilidad
retardada en conejillos de indias. El término ‘MPB’ refiere a la proteina de M. bovis
y ‘MPT’ a la proteina proveniente de M. fuberculosis.

Posteriormente mediante la generacién de anticuerpos y pruebas de radio
inmunoensayos de inhibicidon, se observdé que MPB70 se expresaba a diferentes
niveles en las diferentes cepas de BCG. Debido a esto se hizo una clasificacion de
las cepas con base en los niveles de expresion de la proteina, por lo que las cepas
BCG Tokyo, Moreau, Rusia, Suecia,Bergen y Rumania expresan altos niveles de
MPB70 y las cepas BCG Pasteur, Danesa 1331, Glaxo, Tice y Beijin, presentan
baja cantidad de MPB70, siendo todas distribuidas por el Instituto Pasteur con
base en esta clasificacion desde 1920. La baja presencia de MPB70 en extractos
de células lisadas, previamente separadas del cultivo, indicé fuertemente que la
proteina era secretada por la célula (Wiker, 2009) mediante el corte de su péptido
senal de 30 aminoacidos cuya funcion es dirigir la translocacién de la proteina a
través de la membrana (Terasaka, ef a/, 1989); ademas, la observacion de que
células muertas de la cepa BCG Tokyo inducian bajos niveles de hipersensibilidad
cuando eran comparados con pequefas dosis de células vivas BCG Tokyo reforzo
esta idea. Posteriormente se descubrié otra proteina denominada MPB80 que
resultd ser una isoforma de MPB70, siendo ambas proteinas codificadas por el
mismo gen.

En estudios preliminares en los que se evalud la reactividad de antigenos
preparados a partir de filtrados de cultivo de M. bovis contra el suero de ganado
infectado con la misma bacteria, se describié la presencia de 4 proteinas que
reaccionaban fuertemente contra el suero, entre ellas la proteina MPB70
encontrada a un peso molecular de 22 kDa, y en menor cantidad, dos supuestas
formas glicosiladas encontradas a 25 kDa y 23 kDa de ésta misma proteina (Fifis,

et al., 1992). Posteriormente, mediante el analisis de la secuencia de aminoacidos
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y SDS-PAGE, se mostro que la proteina de 23 kDa no era una forma glicosilada
de MPB70, sino que era una proteina diferente que mantenia una movilidad
relativa de 0.83, significativamente mas alta que la movilidad de MPB70, por lo
que se denomind MPB83. En el mismo estudio se analizdé la secuencia de
aminoacidos de la regién N-terminal de ambas proteinas, mostrando que MPB70 y
MPB83 eran altamente homoélogas a pesar de presentar diferencias en sus
cadenas polipeptidicas (Harboe M. , ef al, 1995). Después, mediante el analisis
genético del genoma de M. fuberculosis H37Rv, se demostré que las proteinas
MPT70 y MPT83 en su forma de 25 kDa se encuentran codificadas por genes
diferentes, con el gen de MPT83 situado 2.4 kb rio arriba del gen de MPT70.
Ademas, con el analisis de la secuencia de aminoacidos, se observé que MPT83
es codificada por un marco de lectura abierto de 660 pb, con una composicién de
220 aminoacidos y con un peso molecular de 22 kDa aproximadamente;
adicionalmente se observé la presencia de un péptido sefal de secrecion tipico en
procariontes y un motivo LAGCS para el corte del péptido sefial y posterior
lipidacion de la proteina (Hewinson, ef al., 1996).

Posteriormente, mediante el uso de anticuerpos monoclonales que
reconocian un epitope comun de MPB70 y MPB83, se comparo la expresion de
ambas proteinas en M. bovis BCG, M. bovis virulenta y M. fuberculosis mediante
ensayos de Western-blot, observando que la variacion en la expresion de MPB70
en las diferentes cepas de BCG también era aplicable para MPB83, y que
ademas, ésta era expresada en grandes cantidades en M. bovis mientras que en
M. tuberculosis H37Rv, MPT83 era expresada a bajos niveles cuando era crecida
in vitro, adicionalmente, mediante ensayos de Inmuno-blot usando suero de
ratones infectados /n vivo con M. fuberculosis H37Rv, observaron que éste
reaccionaba fuertemente con MPT83, indicando que la proteina era altamente
inmunogénica durante la infeccion (Hewinson, ef al., 1996).

Estudios posteriores realizados con ensayos de Inmubo-blot, extraccion con
detergente (Triton X-114) y Citometria de flujo, indicaron que la proteina MPB83
en su forma de 25 kDa se encontraba en la superficie del bacilo de M. bovis BCG

Tokyo, confirmando la localizacién de la proteina MPT83 en M. tuberculosis

——
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(Harboe, et al, 1998), en contraste con la forma de 23 kDa, encontrada
principalmente en el filtrado de cultivo junto a MPB70 (Hewinson, ef al, 1996;
Harboe, ef al., 1998).

Sin embargo, no fue hasta el ano 2003, en que se demostr6 mediante
Western-blot, analisis de afinidad a Concanavalina A, espectrometria de masas y
analisis de carbohidratos, que la lipoproteina MPB83 esta glicosilada con residuos
de manosas mediante la union de un enlace tipo (1 — 3), observando 9 posibles
sitios de glicosilacion dentro de los cuales dos residuos de treonina en las
posiciones 48 y 49 fueron identificados directamente. Ademas, se confirmo
mediante la secuenciacion de la regidon amino-terminal realizada tanto a la forma
predominante de 25 kDa y a la forma de 23 kDa de MPT83 presente en el filtrado
de cultivo, que la forma de 23 kDa es generada mediante el corte proteolitico
inmediatamente antes de la treonina ubicada en la posicion 48 de la proteina
MPT83 madura acilada de 25 kDa, por lo que la glicosilacidén de la proteina de 23
kDa en esos sitios podria funcionar como una seinal para el corte proteolitico o
como una medida preventiva contra la degradacion de la proteina en la region N-
terminal (Michell, et al., 2003).

Posteriormente se demostré que los genes de MPT70 y MPT83 (nombre del
gen: Rv2873) eran controlados por el mismo mecanismo y que forman parte de un
operon (Juarez, et al, 2001), y que la diferencia en los niveles de expresién de la
proteina de M. bovisy M. tuberculosis era explicada por una mutacion puntual en
el gen SigK en M. tuberculosis que codifica un regulador transcripcional encargado
de la expresion de ambas proteinas (Said-Salim, ef al., 2006).

El papel de ambas proteinas durante la infeccién de la bacteria no esta
claro, sin embargo, la presencia de un antiguo dominio de adhesion celular en las
proteinas que es encontrado en insectos, animales y plantas y que se encuentra
presente en células pulmonares y 6seas en humanos, sugiere fuertemente un
papel de adhesion celular de MPT83 y MPT70 durante la infeccion (Wiker, 2009).
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2.5. Streptomyces lividans como hospedero para la produccion de proteinas

heterélogas

Dentro de las bacterias Gram-positivas se incluyen dos grandes grupos: los
organismos con bajo contenido de G + C en su ADN, como Bacillus, Clostridium,
Staphylococcus y Strepfococcus, y aquellos con un alto contenido de ambos
nucledtidos como los actinomicetos. Dentro de éstos, especialmente el género
Streptomyces ha sido sujeto de numerosos estudios durante los ultimos 30 afios
debido a su capacidad para producir una gran cantidad de antibiéticos, ya que
cerca de los 20,000 antibioticos de origen bacteriano que han sido reportados, el
45% son producidos por los estreptomicetos (Demain and Sanchez, 2011; Kieser,
2000; Anné J. y Lieve M., 1993). Los estreptomicetos se encuentran ampliamente
distribuidos en la naturaleza, y su habilidad para colonizar el suelo es facilitada por
su crecimiento como una masa de hifas vegetativas que pueden diferenciarse en
esporas Y facilitar la expansion y persistencia de las bacterias. Como miembros de
las bacterias con gran contenido de G + C, Sfrepfomyces spp. tiene una de las
mas altas proporciones de estos residuos en su ADN cromosomal que permanece
en un 70-74% (Kieser, 2000), ademas de mostrar la produccion de enzimas
extracelulares como parte de su ciclo de vida sapréfito (Sanchez and Demain,
2011).

Especialmente, Strepfomyces lividans ha sido usado como hospedero para
la expresion de amplia variedad de genes provenientes de varios organismos. Sin
embargo, aunque los altos niveles de expresidn de genes clonados en la bacteria
son aceptables, resulta necesario regular la expresidn para prevenir efectos
deletéreos en el crecimiento de la célula, con promotores como TipA que es
inducido con thioestrepton. Una caracteristica de Strepfomyces spp., es la gran
solubilidad que presentan las proteinas expresadas en comparacién con
organismos como Escherichia colii en donde debido a la presencia de una
membrana externa, las proteinas heterélogas son ineficientemente exportadas de
la bacteria y almacenadas en cuerpos de inclusion con una conformacion biolégica
inactiva (Kieser, 2000; Anné J. y Lieve M., 1993).

——
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La secrecion de proteinas en Sfrepfomyces spp. ocurre en moléculas
precursoras que contienen un péptido senfal en la region N-terminal. Esta
secuencia es proteoliticamente removida por una peptidasa sefial durante o
momentos después de la traslocacidon del precursor, un corto tramo de
aminoacidos hidrofilicos con carga positiva en la region N-terminal de la proteinas
es seguido por un largo nucleo en forma a-hélice de aminoacidos hidrofébicos y
una region C-terminal con un motivo que contiene aminoacidos que son
reconocidos y cortados por una peptidasa sefal (Kieser, 2000; Anné J. y Lieve M.,
1993). Varios péptidos senal de Strepfomyces han sido caracterizados, mostrando

ser mucho mas largos que en otros organismos.
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3. JUSTIFICACION

La tuberculosis es una enfermedad altamente infecciosa causada por el
bacilo M. fuberculosis que mata aproximadamente 1.7 millones de personas cada
afno y que es la segunda causa de mortalidad a nivel mundial provocada por un
agente infeccioso. A pesar de la existencia de una vacuna contra la enfermedad,
la BCG (Bacillus Calmette-Guérin) no ha mostrado ser completamente efectiva
para evitar la infeccion primaria o la reactivacion de la infeccién en estado latente
dentro de los pulmones, que es la principal forma de esparcimiento de la
enfermedad. Es por ello, que numerosas areas como la inmunologia y genémica
han virado sus esfuerzos para entender completamente la manera de actuar del
agente causal, sus mecanismos e interacciones y de esta manera generar nuevas
vacunas y medicamentos que disminuyan el avance letal de la enfermedad.

En los ultimos afnos, el estudio de proteinas antigénicas de M. tuberculosis'y
M. bovis se ha incrementado y con ello, la expresion de proteinas recombinantes
como los antigenos MPT83 y MPT70 en organismos no patdégenos que
disminuyan el riesgo de infeccidén y que faciliten el trabajo experimental a la hora
de expresarlas.

Particularmente, nosotros nos enfocamos al estudio de S. /ividans, una
bacteria Gram positiva no patdégena que se encuentra dentro del orden
Actinomycetales al igual que M. tuberculosis y que recientes estudios han
demostrado una amplia homologia con éste ultimo. Ademas de esto, S. /ividans
posee la capacidad de glicosilar y secretar proteinas al medio extracelular, por lo
que su uso en la expresion de proteinas recombinantes como MPT83

provenientes de M. tuberculosis nos resulta particularmente interesante.
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4. OBJETIVOS

Generales

e Clonar el gen Rv2873 de M. tuberculosis en S. lividans y comprobar la

expresion y glicosilacién de su producto MPT83.

Particulares

e Creacion de una construccion en un vector con el gen Rv2873 en E. coli sin

la secuencia de su péptido senal, para la expresion y purificacion de MPT83

y su posterior uso en la obtencion de anticuerpos.

e Clonacion del gen Rv2873 con la secuencia de su péptido senal en S.

lividans para comprobar la expresion y glicosilacion de su producto MPT83.

e Obtencién de la proteina MPT83 recombinante unida con un péptido senal
de secrecion expresada en S. /ividans, para observar su expresion y

glicosilacion.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1.

Cepas Bacterianas y plasmidos utilizados

En el presente trabajo se utilizaron cepas de E. coli para la expresion del

gen Rv2873 y la generacidén de anticuerpos anti-MPT83, y de S. /ividans para la

expresion de la proteina recombinante MPT83. La lista de las cepas junto con los

plasmidos usados se encuentra en la Tabla 1 y Tabla 2, respectivamente.

Cepa Descripcidn Referencia
E. coli
DH5a FendAlginV44thi-1recAlrelAlgyrA96deoRnupG Grant, 1990
®80dlacZAM15 A(lacZYA-argF)U169, hsdR17(r¢ my’), A—
BL21(DE3) FompThsdSs(rs'mg’) gal dcm (DE3) pRARE (Cam"), Novagen
pldsmido Rossetta
IBEC58 AdamAdcmAhsdRMS derivada de BW25113 Gonzdlez-
Para obtener DNA plasmidico no metilado Cerdn, et al.,
2009
ET12567/pUZ | Con plasmido conjugativo para obtener mutantes con DNA | MacNeil et
8002 no metilado y transferir plasmidos por conjugacion a al., 1992
Streptomyces.
S. lividans
1326 Silvestre John Innes
Centre

Tabla 1. Cepas bacterianas usadas en este trabajo
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Plasmido Descripcion Referencia

pUCBM21 Derivado de pUC18 con sitios de clonacién adicionales Boheringer
dentro de lacZa. Ap". Usado para secuenciacion

pBIAla Derivado de pUCBM21 con gen completo Rv2873 clonado | Este trabajo
directamente de M. tuberculosis H37Rv

pBIAlb Gen Rv2873 sin secuencia original de péptido seiial ni Este trabajo
coddn para cisteina de anclaje a membrana, clonado en
pUCBM21

pBIAlc Gen RV2873 sin secuencia original de péptido sefial , con | Este trabajo
secuencia de péptido sefial de secrecion de lipasa clonado
en pUCBM21 a partir de pB103

pET28a Vector de expresion, 6xHis, Kan® Novagen

pBIA2 Gen Rv2873 sin secuencia original de péptido sefal ni Este trabajo
codon para cisteina de anclaje a membrana, clonado en
pET28a para purificacion de proteina por columna de
agarosa Ni-NTA

pB103 Vector que contiene secuencia completa del péptido senal | (Pérez et al.,
de una lipasa extracelular de Streptomyces exfoliatus 1993)

plJ6302 Apra®, promotor tipA, sitio att del fago ®C31 Huang et al,,

2005

pBIAS Gen Rv2873 sin secuencia de péptido sefal original, con Este trabajo
secuencia de péptido sefial de secrecion de lipasa clonado
en plJ6902 a partir de pBIAlc

pBIA6 Gen Rv2873 completo clonado en plJ6902 para su Este trabajo
expresidn en bajo numero de copias a partir de pBlAla

pll6021 Derivado de plJ101, vector de expresion Kan® contiene Takano, et al.,
promotor inducible con thioestrepton, con expresién en 1995
alto numero de copias

pBIA3 Gen Rv2873 sin secuencia de péptido sefal original, con Este trabajo
secuencia de péptido sefal de secrecién de lipasa clonado
en plJ6021 a partir de pBIAS

pBIA4 Gen Rv2873 completo clonado en plJ6021 para su Este trabajo

expresion en alto nimero de copias obtenido a partir de
pBIA6

Tabla 2. Plasmidos usados en este trabajo
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5.2, Obtencién del gen Rv2873 de Mycobacterium tuberculosis

Para obtener el gen Rv2873 completo (gen Rv2873 con su péptido senal y
cododn para cisteina de anclaje a membrana) cuyo producto es el antigeno MPT83,
se hizo un ensayo de PCR (Polymerase chain reaction) utilizando como templado
el DNA cromosomal de M. tuberculosis H37Rv proporcionado por la Dra. Yolanda
Lopez Vidal y como oligonucledtidos: forward 5'-
GCTCTAGACATATGATCAACGTTCA GGCCAA - 3’ con sitios de restriccion al
inicio para las enzimas Xbal y Ndel (cuyo sitio de restriccidn contiene el codén de
inicio ATG) mas el inicio del gen Rv2873 y reverse 5 -
GGAATTCGTGATCTATCGGCACGAAGC - 3’ con la secuencia final del gen mas
un sitio de restriccion para EcoRl.

El vector pUCBM21 y el producto de PCR se digirieron previamente con
enzimas de restriccion en los sitios de Xbal y EcoRl a 37°C toda la noche, se
realizd una electroforesis en gel de agarosa de bajo punto de fusion (LMP) (Ver
Anexo 10.2) al 0.6% tanto del vector como del producto de PCR. Posteriormente
se hizo la ligacion del producto de PCR con el vector mediante el uso de ligasa T4
y buffer de ligacion 5X incubando durante una noche a temperatura ambiente. El
plasmido producto de la ligacion nombrado pBIA1a fue transformado en la cepa de
E. coli DH5a mediante electroporacién, se realizaron minipreparaciones de ADN
de dichas células para aislar del DNA plasmidico y se analizdé por patron de
restriccion para identificar las construcciones correctas. EI DNA se purificd y
posteriormente fue mandado a secuenciar a la Unidad de secuenciacion del
Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM.
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5.3. Clonacion del gen Rv2873 y obtencion de anticuerpos

Se hizo un ensayo de PCR usando como templado el DNA genomico de M.
tuberculosis H37Rv. El oligonucledtido forward: 5° — CCCAAGCTTCATATG
TCGAGCACCAAACCCGT - 3’ se diseio con los sitios de restriccion Hindlll y
Ndel, mas el sitio de inicio del gen sin la secuencia codificadora de su péptido
sefal y sin el codon para la cisteina de anclaje a membrana, y el reverse: 5 —
GGAATTCGTGATCTATCGGCACGAAGC - 3’ fue disenado con la secuencia final
del gen mas un sitio de restriccion para EcoRl.

Posteriormente, el producto de PCR vy el vector pUCBM21 fueron digeridos
en los sitios Hindlll'y EcoRl, los fragmentos fueron corridos en un LMP vy el inserto
fue purificado para realizar la ligacidn con el vector bajo las condiciones antes
mencionadas. El plasmido obtenido nombrado pBIA1b fue checado por restriccion
y transformado mediante electroporacion en la cepa E. coli DH5a para su
secuenciacion. Después de verificar la secuencia, el producto de PCR fue ligado al
vector de expresion pET28a bajo el mismo procedimiento que pBIA1b con el uso
de las enzimas de restriccion Ndel/y EcoRl, el plasmido obtenido nombrado pBIA2
fue analizado por restriccion y transformado en la cepa E. coli BL21(DE3) rosetta
para inducir la expresion y posterior purificacion de la proteina MPT83. Con ambos
plasmidos, las células fueron crecidas en medio YT2X (Ver Anexo 10.1) con
kanamicina a 37°C hasta llegar a una densidad 6ptica de 0.6 e inducidas con 0.1M
de IPTG ( Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside) a 18°C durante 5 horas. El
vector pET28a fue usado para la expresién de MPT83 con una etiqueta de 6xHis y

la purificacidon de la proteina se hizo mediante una columna de agarosa Ni-NTA.

5.3.1. Purificacion de proteina MPT83 para la obtencion de anticuerpos

Las células con el plasmido pBIA2 fueron centrifugadas y resuspendidas en
buffer de lisis (MgCl. 1 M, DTT 4 Mm, 0.5 pl RNAsa, pastillas inhibidoras de
proteasas (ROCHE), Tris 25 mM pH=8) en hielo, usando un sonicador a 3 pulsos

de 20 segundos y con 20 segundos de enfriamiento para promover su
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rompimiento; posteriormente las células lisadas fueron centrifugadas a 6000
rom/10 min a 4°C, guardando el sobrenadante.

Para la purificacion de la proteina se utiliz6 una columna de agarosa Ni-
NTA siguiendo el protocolo mostrado en el manual del producto. Se empaco la
columna con resina Ni-NTA y se agregd en primer lugar 4 ml de buffer de lisis
(NaH2PO4 50mM, NaCl 300mM, pH=8) para equilibrar, posterior a su filtrado, se
agrego el extracto de sobrenadante donde se encontraba la proteina MPT83. Se
realizé un lavado de la columna con buffer de lavado (NaH2POs 50mM, NaCl
300mM, imidazol 20mM, pH=8) y una elucion posterior con buffer de elucién
(NaH2PO4 50mM, NaCl 300mM, imidazol 250mM, pH=8), colectandose seis
fracciones. La proteina obtenida en cada una de las fracciones fue cuantificada
por el método de Bradford (Bradford M., 1976) a una longitud de onda de 595 nm.

5.3.2. Obftencion de Anticuerpos

Se corrié un gel de poliacrilamida al 12% con 50 ug de la proteina MPT83
purificada mediante columna de Ni-NTA; posteriormente se realizo6 la transferencia
a una membrana de nitrocelulosa, ésta fue tefiida con Rojo de Ponceau y marcada
en el sitio donde se encontraba la proteina MPT83, cortada y enviada al
laboratorio de la Dra. Clara Espitia para la generacion de anticuerpos anti-MPT83
mediante la inmunizacion de conejas NZ de 4 meses de edad con un peso de
2500 g.

Se hicieron alicuotas de 1.5 ml de suero con los anticuerpos policlonales y

se almacenaron a -70°C.
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5.4. Clonacion del gen RV2873 con péptido seial de lipasa

Para la obtencion de la secuencia del péptido sefnal de la lipasa proveniente
de Strepfomyces exfoliatus (antes Strepfomyces sp. M11), se procedid a hacer un
PCR usando como templado el plasmido pB103 (Pérez ef al, 1993) que contiene
el gen completo de la lipasa. Los oligonucleétidos fueron disefiados con sitios de
restriccion para su posterior clonacion en vectores de expresion. Forward: 5'-
GCGGATCCATATGCCCCAGCACCTCC - 3’ con los sitios BamH| y Ndel mas el
inicio de la secuencia del péptido sefial de la lipasa y Reverse: 5'-
GGCCGCGGCCGCCTGGGGGTTTGGTGCTCGAACA-3° con el final de la

secuencia del péptido sefial de la lipasa y el inicio del gen Rv2873. El producto de

PCR contenia el gen del péptido senal de la lipasa (/jp) con el inicio del gen
Rv2873 sin cisteina de anclaje, después se purificd por un gel de agarosa LMP al
0.6% y posteriormente fue usado como templado junto con el DNA gendmico de
M. tuberculosis, ambos fueron usados en un segundo ensayo de PCR, utilizando
el mismo oligonucleétido forward que en la primera reaccion y como reverse: 5’-
GGAATTCGTGATCTATCGGCACGAAGC-3' con la secuencia final del gen
Rv2873 y un sitio de restriccion para EcoRI (Figura 2).

El producto obtenido (gen Rv2873 mas la secuencia del péptido senal de la
lipasa de S. exfoliatus) y el vector pUCBM21 se digirieron con enzimas de
restriccion en los sitios BamH/ y EcoRI, se purificaron de partir de un gel de
agarosa LMP al 0.6% y se ligaron, el plasmido resultante fue nombrado pBIA1c.
Se transformd mediante electroporacion £. coli DH5a con el plasmido pBlIA1c, se

purificd el DNA y posteriormente se mandé a secuenciar.
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Ndel 3
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2 Inicio de
Rv2873
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Producto de PCR

Producto de PCR

BamH!  Ndel EcoRl
— "

Gen Rv2873 con péptido sefial de lipasa de S.

exfoliatus

Figura 2. Reacciones de PCR utilizadas para fusionar el péptido sefial de la lipasa de S.
exfoliatus (lip) con el gen Rv2873 sin péptido sefial ni cisteina de anclaje. En la segunda
reaccion se utilizaron como templados el péptido sefial (/ip) con un fragmento al final del
inicio del gen Rv2873 obtenido en la primera reaccién de PCR y el DNA gendmico de M.
tuberculosis. El producto obtenido de la segunda reaccién de PCR fue el gen Rv2873
fusionado con el péptido sefial de la lipasa con los sitios de restriccion BamHI-Ndel y EcoRl
para su posterior clonacién en vectores de expresion.
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5.5. Clonacién del gen Rv2873 con péptido seial y Rv2873 con péptido

senal de la lipasa en Strepfomyces lividans 1326

5.5.1. Clonacion de los genes en vector monocopia plJ6902

Se purificaron los plasmidos pBlA1a y pBIAc que contienen el gen Rv2873
completo y el gen Rv2873 con el péptido senal de la lipasa, respectivamente. Se
hicieron digestiones con las enzimas Ndel y EcoRl de ambos plasmidos y del
vector plJ6902 cuya caracteristica es ser replicativo en E. coli e integrativo en
Streptomyces. Posteriormente las digestiones fueron sometidas a electroforesis en
un gel de agarosa LMP al 0.6%; se purificaron las bandas que contenian ambas
construcciones asi como del vector, y se ligaron para obtener los plasmidos pBIAS
y pBIAG.

Ambas ligaciones fueron transformadas mediante electroporacion en la
cepa de E. coli DH5q, se extrajo DNA plasmidico de colonias transformantes
seleccionadas, se checd por patron de restriccion y los plasmidos correctos fueron
introducidos mediante electroporacion en la cepa E. coli ET12567/pUZ8002 que
tiene la capacidad de conjugarse con S. /ividans.

Las células de E. coli ET12567/pUZ8002 con los plasmidos pBIA5 y pBIA6
fueron conjugadas con S. /ividans 1326 para introducir los plasmidos a partir de los

cuales se expresa la proteina MPT83.

5.5.2. Clonacion del gen Rv2873 en vector multicopia plJ6021

Debido a que S. /ividans 1326 posee un sistema de restriccion para DNA
metilado, se introdujeron por transformacién los plasmidos pBIA5 y pBIA6 en E.
coli IBEC58, la cual, al tener deletados los genes de los 3 sistemas de metilacion
de DNA de E. coli hizo posible la obtencion de los plasmidos no metilados.
Posterior a la transformacion, se aislaron los plasmidos pBIA5 y pBIAG6 a partir de
esta cepa, se digirieron con ANdel y EcoRI, al igual que el vector multicopia

plJ6021. Posteriormente se purificaron los fragmentos a partir de un gel de
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agarosa LMP y después se ligaron. Los productos de la ligacion fueron
introducidos por transformaciéon de protoplastos en S. /lividans 1326. Para
identificar los plasmidos nombrados pBIA3 y pBIA4 con la construccion deseada
se tomaron 12 colonias aisladas como producto de cada transformacién, se
resuspendieron en 100 yl de agua cada una, y se sembraron en sectores en cajas
de petri con medio MS+ 50 pg/ml de kanamicina y se incubaron a 30°C durante 5
dias. Posterior a la incubacion, se cosecharon las esporas de cada sector y se
inocularon en 3 ml de LB+sacarosa 25% con 50 pg/ml de kanamicina durante 36
hrs y se realizaron minipreparaciones de plasmido de cada sector.

Las minipreparaciones fueron digeridas con la enzima Ssil para el plasmido
pBIA4 y con Nod para el pBIA3, corridas en una electroforesis en gel de agarosa
al 0.8% y analizadas para ubicar aquellas que tuvieran el patrén deseado, y

posteriormente reintroducidas en S. /ividans.

5.6. Obtencién de esporas

Para la obtencién de esporas de las cepas transformadas de S. /ividans
1326 con los plasmidos pBIA3 y pBIA4, se tomaron colonias aisladas
provenientes de las cajas de retransformacion y se resuspendieron en agua. Las
esporas en suspension se sembraron de manera uniforme con una varilla de vidrio
en cajas de petri que contenian medio MS + 50 pg/ml de kanamicina y extracto de
levadura 0.1%. Las cajas fueron incubadas a 30°C durante 5 dias. Posterior a la
esporulacién, se anadido agua para cosechar las esporas con ayuda de un asa
bacteriologica. Las esporas fueron filtradas a través de algodén para separar
restos de micelio y centrifugadas a 3500 rpm durante 10 minutos, después se
realizé un lavado con agua y se volvieron a centrifugar. Las pastilla de esporas
obtenida se resuspendié en glicerol al 20% y almacenada a -20°C en viales de 3
ml.
Para obtener esporas de las cepas de S. /ividans 1326 con los plasmidos pBIAS y

pBIA6 se utilizé apramicina 50 ug/ml en el medio MS.
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5.7. Expresion de Proteinas

5.7.1. Crecimiento de culfivos de Streptomyces lividans 1326

Se pregerminaron 500 pl de una suspension densa de esporas
(almacenadas a -20°C en glicerol al 20%) en 10 ml de medio YT2X durante 6
horas a 37°C. Posteriormente, las esporas pregerminadas fueron obtenidas
mediante centrifugacion y utilizadas para inocular 100 ml de medio LB+sacarosa
25% conteniendo 50 pg/ml de kanamicina (en el caso de las esporas con
plasmidos provenientes del vector plJ6021) o con 50 pg/ml de apramicina (para
las esporas con los plasmidos del vector plJ6902) en matraces de 500 ml. Se
incubaron a 30°C con agitacién y después de 16 hrs se afnadi6 thioestrepton 5
pg/ml para inducir la expresion de la proteina. Los cultivos se dejaron crecer hasta

completar 36-40 hrs.

5.7.2. Separacion de fracciones celulares de membrana, citoplasma,

sobrenadante y obtencion de proteinas.

Debido a que las células con plasmidos pBIA4 y pBIA6 contienen la
secuencia de un péptido senal propia del gen para expresar la proteina MPT83
anclada a membrana, fue necesario separar las células del medio de cultivo, hacer
una lisis celular mediante sonicacién en buffer de lisis para Strepformyces (MgCl2 1
M, DTT 4 Mm, 0.5 pyl RNAsa, pastillas inhibidoras de proteasas ROCHE, Tris 25
mM) vy posteriormente fraccionamiento celular para separar la membrana
plasmatica de los demas componentes celulares como citoplasma, pared celular,
etc. El fraccionamiento celular se realiz6 por ultra centrifugacion, obteniendo
muestras tanto de citoplasma como de membrana. Para saber la cantidad
aproximada de proteina obtenida, ambas muestras fueron cuantificadas por el
método de Bradford. Posteriormente, las proteinas de la fraccibn membranal
fueron precipitadas por el método de metanol/cloroformo para eliminar impurezas

y lipidos presentes que pudieran alteraran el corrimiento de las proteinas.
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La obtencién de la proteina MPT83 en las células con los plasmidos pBIA3
y pBIA5se hizo mediante centrifugacion del cultivo celular para separar el
sobrenadante en donde se esperaba encontrar a la proteina. El micelio fue
sometido a lisis celular por sonicacion, centrifugado, y las proteinas del

sobrenadante se precipitaron por Metanol-Cloroformo.

5.7.3. Preparacion de muestras de carga y electroforesis de proteinas en geles

de poliacrilamida

Para la obtencion de proteinas del sobrenadante de cultivo, se tomdé 1 ml
del sobrenadante y se realizd una precipitacion por el método de
metanol/cloroformo, las proteinas precipitadas fueron resuspendidas en 10 ul de
buffer de carga para proteinas 2X (0.125 M Tris-HCI pH=6.8, SDS 4%, glicerol
20%, 2-mercaptoetanol 10%) y hervidas por un periodo de 5 min.

Las muestras de citoplasma y membrana fueron cuantificadas por el
método de Bradford; la preparacion de las muestras se basé en la cantidad
aproximada de proteina presente, cuidando que ésta fuera de 10 ug/10-20 ul de
buffer de carga para proteinas 2X, se hirvieron durante 5 minutos y se
almacenaron a -20°C.

Se realizaron 3 ensayos de SDS-PAGE por cada construccion para
observar la ubicacion de la proteina en geles de poliacrilamida al 12 y 14%, con un
grosor de 1.5 mm. En cada gel se cargdb un marcador de peso molecular, un
control positivo de la proteina MPT83 purificada de E. coli BL21 (DE3) rosetta,
control negativo con proteinas expresadas por S. /ividans con el vector vacio
correspondiente, muestra de proteina en sobrenadante, citoplasma y membrana.
Ademas, en el caso de los geles usados para deteccion de proteinas con
concanavalina A se agregé un segundo control positivo de glicosilacion, la
proteina de 45/47 KDa purificada previamente en el laboratorio a partir de S.
lividans. El primer gel fue tefiido con azul brillante de Coomasie R-250, para
observar la presencia en general de proteinas y ubicar la proteina de interés,

MPT83. El segundo gel fue usado para comprobar la expresion de la proteina
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MPT83 tanto en membrana, citoplasma y sobrenadante mediante ensayos de
inmuno-blot con el uso de anticuerpos policlonales; y el tercer gel fue usado para
demostrar si la proteina MPT83 se encontraba manosilada mediante la deteccion

con concanavalina A.

5.7.4. Transferencia de proteinas a membranas PVDF (Difluoruro de

polivinifideno)

Para la transferencia de las proteinas a membranas de PVDF se utilizé una
camara de transferencia humeda (Mini Trans-Blot®Electrophoretic Transfer Cell
BIO RAD) para los experimentos de deteccion con concanavalina A. Por otro lado
para los experimentos de inmuno-blot, la transferencia se realizé6 con una camara
de transferencia semiseca (Trans-Blot® SD Semi-DryElectrophoretic Transfer Cell
BIO RAD), el procedimiento se realizd siguiendo los pasos descritos en el manual
de usuario, utilizando buffer Tris-Glicina (14 mg de glicina, 3 mg de Tris, 200 ml de
metanol, 800 ml de agua, pH=8.3) y dejando transferir durante 12-16 horas a 12
mA en camara humeda y durante 30-45 minutos a 15 mV en camara semiseca.

Las membranas utilizadas para los ensayos de expresion por inmuno-blot
fueron bloqueadas con TBS-Tween + leche descremada 5%, incubadas con el
anticuerpo primario policlonal especifico de la proteina en una dilucién 1:100 para
los ensayos de electroforesis en una dimensién y 1:500 para los ensayos de doble
dimension y posteriormente con el anticuerpo secundario anti-IgG de conejo. Las
membranas para ensayos de deteccidn de manosas con concanavalina A se
bloquearon con albumina 1% (BSA) y posteriormente incubadas con concavalina
A. La deteccidn se realiz6 utilizando un Kit de quimioluminiscencia ROCHE.

Para algunos experimentos se us6 3,3’-Diaminobenzidina para revelar la
presencia de proteinas transferidas mediante Western-blot, pesando 0.005 mg y
diluyéndolos en 10 ml de TBS 1X con 10 pl de peréxido de hidrégeno (H20>). Las
membranas se tifleron durante 1 minuto (variable) en constante agitacion a
temperatura ambiente y posteriormente lavadas con 10 ml de agua dejandose

secar. La solucion de tincion fue inactivada en un frasco con cloro para su
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desecho.

5.8. Electroforesis de doble dimensién en geles de poliacrilamida

Se realizo una electroforesis de doble dimension en geles de poliacrilamida
a las muestras de proteina de membrana de las células con los plasmidos pBIA4 y
pBIA6, Las condiciones de cultivo y obtencidon de la fraccion membranal de la
células fueron las mismas que en los ensayos de electroforesis en una dimension,
con la diferencia de que se hicieron 500 ml de cultivo inoculando con 2.5 ml de
esporas.

Para la primera dimension era necesario que la proteina estuviera lo mas
limpia posible, y debido a que las muestras de membrana contenian gran cantidad
de lipidos, se realizd un desalado y limpieza de las muestras mediante una
columna de sefarosa (HealthcareSephadex™D-25 DNA Grade). La proteina fue
eluida con buffer PBS 10 mM(77.4 ml NaoHPO4 1 M, 22.6 ml NaH2PO4 1 M,
CHAPS 10%),colectando fracciones de 1 ml en tubos Eppendorf. Se cuantifico la
absorbancia de las fracciones a 280 nm para tener una estimacion de la cantidad
de proteina presente. Las fracciones con una cantidad mayor de proteina fueron
mezcladas, y la cantidad de proteina fue cuantificada por el método de Lowry.

Posteriormente se precipitaron 100 ug de proteina con acido tricloroacético
(TCA) y desoxicolato de sodio (DOC) hasta llegar a una concentracion final del
10% y 0.02% respectivamente. La primera dimension de la electroforesis
(electroenfoque) se corrio en tiras de poliacrilamida con un intervalo de pH de 3 a
10, por lo que era necesario rehidratar las muestras precipitadas con buffer de
rehidratacion (Urea 8 M, CHAPS 2%, anfolinas 0.5%, DTT 20 mM, azul de
bromofenol 0.004% -adicionados al momento de rehidratar las muestras-). Las
tiras de poliacrilamida fueron rehidratadas con 120 pl de la muestra disuelta en
buffer de rehidratacidon, cubriendo con aceite mineral para evitar la desecacion
durante una noche. Posteriormente, la tiras rehidratadas fueron colocadas en el
manifold con aceite mineral cuidando la orientacién. La primera fue corrida en un
Equipo de Isoelectroenfoque IPGphor Ill. Al terminar el programa de corrimiento,

las tiras fueron almacenadas a -70°C y al momento de realizar la segunda
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dimension se hicieron dos lavados con 1 ml de buffer de equilibrio (1 ul de DTT
100X por cada ml de buffer) durante 10 minutos cada uno.

La segunda dimension se realizO en geles de poliacrilamida al 14%
colocando la tira en un solo carril y corriendo a 60 V hasta que la muestra pasara
el gel concentrador, donde se aumenté a 150 V para la separacion de las
proteinas. Posteriormente las proteinas fueron transferidas a una membrana de

PVDF para los ensayos de Western-blot.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1. Expresion de la proteina MPT83 en E. coli

El gen Rv2873 amplificado directamente de DNA genomico de M. tuberculosis
H37Rv fue insertado sin la secuencia que corresponde al péptido sefal en el
vector pET28a, dando lugar al plasmido pBIA2. Este plasmido, ademas de permitir
la expresion de la proteina, hizo posible la unién de una cola de 6 histidinas en la
region N-terminal de la proteina (Figura 3) para que pudiera ser purificada
mediante una columna de afinidad. Debido a que el plasmido pBIA2 se expresa en

E. coli, la proteina MPT83 obtenida a partir de éste no esta glicosilada.

EcoRI

Ndel

Promotor T7

Figura 3. Plasmido pBIA2 que contiene el gen Rv2873 sin la secuencia del péptido sefial. El
plasmido contiene una etiqueta de 6xHis que permitié la union de una cola de 6 histidinas en
el extremo N-terminal de la proteina para su purificacion mediante una columna Ni-NTA

agarosa.
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6.2. Purificacién de la proteina MPT83 en columna de agarosa Ni-NTA

Debido a que, en E. colj, las proteinas sobre expresadas pueden irse tanto
a la parte citoplasmatica de la célula que representa la fraccion soluble, como a
cuerpos de inclusidn cuya purificacidon resulta complicada, era necesario
comprobar si la proteina MPT83 carente de péptido sefal se expresaba en alguna
de éstas fracciones. Para ello, se realizé un cultivo de células de E. coli BL21
Rosetta transformadas con el plasmido pBIA2, donde posterior a la induccion, fue
centrifugado para separar las células del sobrenadante. Para obtener la fraccidon
soluble, fue necesario romper las células mediante sonicacion. Se centrifugd el
extracto para obtener el sobrenadante en donde se esperaba encontrar a la
proteina, y el pellet restante (cuerpos de inclusidn comunes en E. colj), donde
suelen localizarse muchas proteinas cuando son sobre expresadas y el cual fue
solubilizado.

En la Figura 4, se observa que la proteina MPT83 unicamente se expreso
en la fraccion soluble de las células cuando eran inducidas con IPTG, por lo que
dicha fraccidon fue utilizada para purificar la proteina mediante una columna de
agarosa Ni-NTA.

En la Figura 5, se observa el enriquecimiento de una banda de un peso
molecular aproximado de 23 kDa en los carriles C-H, que corresponden a
diferentes fracciones de la elucion de la proteina MPT83. La aparicion de otras
bandas en las fracciones de la proteina indicd que a pesar del uso de la columna
Ni-NTA, otras proteinas aun se encontraban en las muestras, por lo que para la
generacion de anticuerpos, se utilizé la fraccion 3 (Figura 8. Carril E) de la elucion
ya que ésta mostraba una mayor limpieza respecto a las demas. Para evitar que la
presencia de otras proteinas interfiriera en la generacion de los anticuerpos, dicha
fraccion fue corrida en un gel preparativo y transferida a una membrana de
nitrocelulosa; la proteina MPT83 fue identificada mediante tincién con rojo de
Ponceau, y la banda que correspondia con la proteina fue marcada y separada de
la membrana, utilizandola para la inmunizacion de conejas y la generacion de

anticuerpos policlonales.
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Figura 4. Tincién con Azul de Coomassie. Fracciones soluble e insoluble obtenidas del sonicado
de células de E. coli transformadas con el plasmido pBIA2, inducidas con IPTG; donde: A)
marcador de peso molecular, B) fraccién soluble sin inducir, C) fraccion soluble inducida, D)

fraccidon no soluble (cuerpos de inclusion solubilizados en buffer con Urea). Se observa en el
recuadro a la proteina MPT83 a un peso de 23kDa.
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Figura 5. Tincidn con azul de Coomasie de muestras de la proteina MPT83 purificada en columna
de agarosa Ni-NTA, donde: A) marcador de peso molecular, B) proteina total y C-H) fracciones 1 a 6
de la eluciéon de la proteina MPT83. La flecha indica la posicién de la proteina MPT83 a un peso
aproximado de 22 kDa y la fraccién utilizada para la generacion de anticuerpos.
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6.3. Expresion de la proteina MPT83 en S. /ividans

Los plasmidos pBIA3, pBlA4, pBIAS y pBIAG (Tabla 2) fueron introducidos
por transformacion y conjugacién en S. /ividans 1326 con la finalidad de expresar
la proteina MPT83. En todos los ensayos de expresion se incluyo un cultivo control
de células que contenian unicamente los vectores vacios correspondientes, para
comprobar que la presencia o ausencia de la proteina MPT83 estuviera

involucrada unicamente con la presencia del gen Rv2873.

6.4. Expresion de la proteina MPT83 con péptido seial de secrecion

El plasmido pBIA3 se construyd con la secuencia de un péptido sefal de
48 aminoacidos proveniente de una lipasa extracelular de S. exfoliatus (Pérez, et
al., 1993) cuya funcion es dirigir a la proteina hacia la ruta de secrecion; ademas,
la construccion tampoco contiene el codon de la cisteina de anclaje a membrana
ubicado al inicio de la secuencia de la proteina madura (Figura 6). Dicho plasmido
se introdujo a S. /ividans 1326 con la finalidad de que la proteina MPT83 al estar
siendo expresada con un péptido sefal de secrecion fuera recuperada
directamente del sobrenadante por centrifugacion, evitando de esta manera el
fraccionamiento celular del micelio; adicionalmente se procedié a romper las hifas
de éste mediante sonicacidén, para observar si el total de la proteina MPT83 era
secretada al medio o si cierta cantidad de proteina permanecia aun dentro de las
células. Ademas, se esperaba que la expresion de MPT83 se incrementara por el
hecho de estar clonada en un vector de alto numero de copias. Para el corrimiento
de la electroforesis, se tomaron muestras de proteinas de cada una de las

fracciones previamente precipitadas.
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58 T S P K P A T S P A A PV TTA A AMAD

231 CCCCGCAGCGGACCTGATTGGTCGTGGGTGCGCGCAATACGCGGCGCARAATCCCACCGG
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291 TCCCGGATCGGTGGCCGGAATGGCGCAAGACCCGGTCGCTACCGCGGCTTCCAACAACCC
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351 GATGCTCAGTACCCTGACCTCGGCTCTGTCGGGCAAGCTGAACCCGGATGTGAATCTGGT
118 M L s T L T S A L 88 G K L N P D V N L V

411 CGACACCCTCAACGGCGGCGAGTACACCGTTTTCGCCCCCACCAACGCCGCATTCGACAA
138 D T L N G G E Y T V F A P T NAAF D K

471 GCTGCCGGCGGCCACTATCGATCAACTCAAGAC TGACGCCAAGCTGCTCAGCAGCATCCT
158 L P A A TTID QL KT DA KL L 8 8 I L

531 GACCTACCACGTGATAGCCGGCCAGGCGAGTCCGAGCAGGATCGACGGCACCCATCAGAC
175 T Y H v I A G Q A S P S R I DG T H @ T

591 CCTGCAAGGTGCCGACCTGACGGTGATAGGCGCCCGCGACGACCTCATGGTCAACAACGC
198 L 6 A DULTV I GAIRDIUDI LMV NN A

651 CGGTTTGGTATGTGGCGGAGT TCACACCGCCAACGCGACGGTGTACATGATCGATACGGT
218 G L vC¢C G GGV HTA AN ATV Y M I DT V

711 GCTGATGCCCCCGGCACAGTAA
238 L M P P A Q *

Figura 6. Secuencia del gen Rv2873 fusionado con la secuencia del péptido sefial de la lipasa. Se
observa remarcada en verde la secuencia del péptido sefial de la lipasa de S. exfoliatus justo
arriba del codén TCG que codifica el primer aminodcido después de la cisteina de anclaje en la
proteina madura (marcado con un recuadro rojo).

Como se observa en la Figura 7.1, mediante tincion con azul de Coomasie
se muestra una banda de aproximadamente 22 kDa en el carril del sobrenadante
de la construccion, la cual esta ausente en el sobrenadante de las células con el

vector vacio. Estas primeras observaciones sugirieron que probablemente la
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proteina MPT83 estaba siendo expresada por S. /ividans, pero a un peso
molecular ligeramente distinto al esperado, por lo que resultaba necesario realizar
los ensayos de inmuno-blot y comprobar que dicha banda correspondia a la
proteina MPT83.

En el inmuno-blot fue posible observar que los anticuerpos anti-MPT83
obtenidos en este trabajo reconocian una banda en el carril del control positivo
(proteina purificada de E. col), asi como dos bandas de tamafo ligeramente
menor en el sobrenadante de los cultivos que contenian el plasmido pBIA3 (Figura
7.11). La banda del control positivo correspondia a la proteina MPT83 no glicosilada
purificada de E. coli, con una masa molecular tedrica de 21 kDa y que en el
presente trabajo es observada entre 23 y 24 kDa en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida, indicando que el anticuerpo reconocia adecuadamente a la
proteina MPT83. Las dos bandas encontradas en el carril del sobrenadante del
cultivo que lleva al pBIA3 se observaron a 22 kDa y a 17-18 kDa (Figura 7. Il),
mostrandose ausentes en el sobrenadante de las células con el vector vacio.

La banda observada a 22 kDa correspondia con la observada previamente
en el sobrenadante mediante la tincién de azul de Coomassie, a diferencia de la
banda de 17-18 kDa, que no se habia observado previamente. Estos resultados
indicaron que la proteina MPT83 estaba siendo expresada por S. /ividansy que el
péptido senal de la lipasa fusionado con la proteina mantenia su funciéon en S.
lividans, dirigiendo el total de la proteina expresada hacia su secrecion al medio
extracelular, ya que no se observd la presencia de bandas reconocidas por el
anticuerpo en el extracto del micelio que lleva el pBIA3, por lo que se comprobd
que la construccion hecha con la secuencia del péptido senal de la lipasa era
reconocida de manera correcta por la bacteria.

El peso molecular de la proteina MPT83 madura y manosilada, expresada
en M. tuberculosis es de 22 kDa (Harboe, ef. al., 1995), sin embargo, su ubicacién
en geles de poliacrilamida esta reportado a 25 kDa en su forma predominante y a
23 kDa en una forma proteolizada secretada al sobrenadante, ambas conservando
la glicosilacién (Michell, et al., 2003; Hewinson, ef al., 1996; Harboe, et al., 1998),

por lo que Ila presencia de una banda en el medio extracelular con un peso
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molecular mas bajo que el reportado, nos indicd que la proteina probablemente
estaba siendo proteolizada también en S. /ividans después de ser secretada fuera
de la célula, ya que las especies de Strepfomyces producen una gran cantidad de

proteasas extracelulares.
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Figura 7. Geles con muestras de la proteina MPT83 con el péptido seial de la lipasa (plasmido
pBIA3)obtenidos a partir de cultivos de S. lividans. |. Tinciéon con azul de Coomasie, donde: A)
marcador de peso molecular, B) proteina purificada de E. coli, C) sonicado de células plJ6021, D)
sonicado de células pBIA3, E) sobrenadante pll6021, F) sobrenadante pBIA3. Puede observarse
dentro del recuadro la banda que corresponde a la proteina MPT83 con un peso aproximado de 22
kDa. Il. Ensayo de Inmuno-blot, en donde: A) es el marcador de peso molecular, B) proteina
purificada de E. coli, C) sonicado de células plJ6021, D) sonicado de células pBIA3, E) sobrenadante
pll6021 y F) sobrenadante pBIA3. Las bandas dentro de los recuadros corresponden a la proteina
MPT83 en forma proteolizada con un peso molecular de 22 kDa aproximadamente y en menor
cantidad una forma de 17-18 kDa.
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6.5. Glicosilacién de MPT83 en S. /ividans con el plasmido pBIA3

La glicosilaciéon de proteinas es una modificacion post-traduccional que
ocurre de manera comun en los organismos eucariontes, en contraste con los
organismos procariontes. Sin embargo, dentro de las proteinas que se ha
demostrado se encuentran glicosiladas en bacterias, las que mejor han sido
descritas provienen de organismos patdégenos como M. fuberculosis, incluyendo
a importantes antigenos como la proteina APA de 45-47 kDa y la lipoproteina
MPT83, sugieren que dicha modificacidon se encuentra ligada a la patogenicidad
de la bacteria (Elaine, ef al., 1996).

Debido a que MPT83 tiene un papel significativo durante la infeccion de M.
tuberculosis, era necesario comprobar que la proteina observada en el
sobrenadante del cultivo de células con el plasmido pBIA3 se encontraba
glicosilada a pesar de estar proteolizada. Para ello, se utilizd la lectina
concanavalina A (Con A), usada comunmente para identificar glicoconjugados de
proteinas que se encuentran unidos principalmente a manosas.

Las muestras de proteinas fueron precipitadas a partir del sobrenadante
utilizado para los ensayos con anticuerpos. Debido a que en dichos ensayos, la
proteina MPT83 se mostraba ausente en el carril que pertenecia al sonicado de
las células (Figura 7.11), éste se omitid en los ensayos de afinidad con ConA, ya
que aparentemente el total de la proteina expresada era secretada al
sobrenadante; ademas, se cargd una muestra de la proteina APA semipurificada a
partir de S. /ividans como control positivo de reconocimiento de manosas.

Se observaron unicamente dos bandas en el carril de la proteina APA
(Figura 8. Carril D), la primera a una altura de 45-47 kDa aproximadamente,
coincidiendo con el peso molecular reportado para esta proteina (Lara, ef al,
2004) y la segunda a 35 kDa, que pudiera ser degradacion de la mismA. Sin
embargo, en el carril correspondiente al sobrenadante de cultivos con pBIA3
(Figura 8. Carril C) no se observo el reconocimiento de ninguna de las bandas
vistas durante los ensayos de inmunoblot.

La presencia de la proteina APA, y la ausencia de bandas a un peso
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molecular esperado en el sobrenadante de la construccion que habian sido
previamente reconocidas por el anticuerpo, indicaron que ambas, tanto la banda
de 22 kDa como la de 17-18 kDa correspondian a formas proteolizadas de la
proteina MPT83 que estaban siendo secretadas al medio extracelular pero que se

encontraban carentes de manosilacion.

50 kDa ——

37 Kda——>

25 kDa——

20 kDa——

Figura 8. Western-blot revelado con ConA en donde se observa la fraccion del
sobrenadante de las células con el plasmido pBIA3 y la ausencia de reconocimiento
de MPT83. A) Proteina purificada de E. coli, B) Sobrenadante del cultivo con vector
vacio, C) Sobrenadante del cultivo con pBIA3, D) proteina APA. Se nota la ausencia de
bandas a una altura de 20-25 kDa que concuerden con el peso molecular de MPT83.
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6.6. Expresion de la proteina MPT83 con su propio péptido sefial y su

localizacién en la membrana citoplasmatica

El plasmido pBIA4 contiene el gen Rv2873 completo que codifica para la
lipoproteina MPT83, incluyendo la secuencia de 72 pares de bases que codifica al
péptido senal de 24 aminoacidos y que dirige a la proteina hacia la membrana
citoplasmatica. Las ultimas bases de la secuencia del péptido sefal corresponden
a una caja de lipidacion, es decir, una secuencia de 12 pares de bases que
codifica 4 aminoacidos (Leu-Ala-Gly-Cys) unidos al extremo N-terminal de la
proteina, y que funcionan como un sitio de reconocimiento para la maquinaria de
lipidacion que une grupos acilo a la cisteina otorgandole un papel importante
durante el anclaje de la lipoproteina a la membrana. La proteina MPT83 se
glicosila principalmente en los aminoacidos treonina y en menor cantidad serina
como puede observarse en la Figura 9, en donde se encuentran marcados los 9
sitios con mayor probabilidad de glicosilacion ubicados con ayuda del software de

analisis NetOGgly (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/).

La expresion de la proteina MPT83 se realizd usando cultivos de células
que contenian el plasmido pBIA4, con la finalidad de observar si habia diferencias
en la expresidn, ubicacion y glicosilacion de la proteina cuando ésta mantenia su
propio péptido senal, ademas de que resultaba importante observar si el péptido
sefal era reconocido también por S. /ividans. Se utilizaron 3 fracciones para
realizar los ensayos de expresion, el sobrenadante obtenido mediante
centrifugacion del medio de cultivo, la fraccidon correspondiente a la membrana
celular y la fraccion correspondiente al citoplasma, para comprobar la presencia o

ausencia de la proteina.
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Figura 9. Secuencia del gen Rv2873 completo con la secuencia de su péptido sefal y cisteina
de anclaje a la membrana. Ademas se muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina
MPT83. Los aminoacidos remarcados en azul corresponden a la secuencia del péptido sefial,
seguido del coddén TGT que codifica una cisteina de anclaje a membrana (marcado en
amarillo) y posteriormente la secuencia de bases que corresponden al resto de la proteina.
Las pares de bases subrayadas junto con el coddn de la cisteina, forman la caja lipidica o
lipobox de la secuencia, la cual codifica los aminoacidos Leu-Ala-Gly-Cys que sefializan la
lipidacidon en la cisteina. Los residuos de treonina y serina remarcados en morado y verde,
respectivamente, corresponden a los 9 sitios probables de glicosilacién en la proteina. Los
residuos de treonina 48 y 49 son los primeros aminodcidos de la forma de 23 kDa de MPT83
encontrada en el sobrenadante.
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Al realizar los ensayos de expresion, los geles tefidos con azul de
Comassie mostraron un patron de bandeo erratico. En el carril perteneciente a la
membrana de las células con el plasmido pBIA4 (Figura 10.l, carril c), aparecia
una distorsion en el corrimiento de las bandas justo entre los pesos moleculares
de 20-25 kDa, impidiendo la visibilidad de alguna proteina que correspondiera a
MPT83, la cual deberia observarse aproximadamente a 25 kDa. Aparentemente,
existe un problema con la tincién por azul de Coomassie cuando es aplicada a
proteinas que se encuentran en muestras con alto contenido de lipidos como
membranas celulares, ya que el corrimiento y migracién de las proteinas dentro
del gel se ven afectadas por la interferencia que causa la alta presencia de estas
moléculas.

Como consecuencia, se aplicé a las muestras de la fraccion membranal el
método de precipitacion de proteinas con el uso de metanol-cloroformo para
eliminar residuos de detergentes y lipidos (Wessel y Fligge, 1983). Al realizar una
electroforesis en gel con dichas muestras, se observd que el grado de distorsion
de las bandas disminuia, notandose una mejora en cuanto a la migracion y
corrimiento de las proteinas cuando eran tefiidas con azul de Coomassie (Figura
10.11).

Una banda en el carril perteneciente a la membrana de las células con el
plasmido pBIA4 se observé a un peso molecular de 25kDa aproximadamente,
ligeramente mas alto que la banda que pertenecia a la proteina purificada y que
no era observada en la membrana de las células del vector vacio. (Figura 10.Il,
carril d).

Al analizar el carril de la muestra de sobrenadante, se observo la presencia
de una banda perteneciente a una proteina con peso molecular de
aproximadamente 17-18 kDa (Figura 10.1l, carril h), ausente en el vector vacio. La
presencia de ambas bandas sugirié que la proteina se encontraba anclada en la
membrana celular pero que probablemente también estaba siendo proteolizada en

el sobrenadante.
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Figura 10. Geles de poliacrilamida tefiidos con Azul de Coomassie con muestras de proteina
MPT83 con su propio péptido sefal. I.) Gel con muestras de membrana sin precipitar, en
donde: a) marcador de peso molecular, b) proteina purificada de E.coli, c) membrana pBIA4,
d) membrana vector vacio, e) citoplasma pBIA4, f) citoplasma vector vacio, g) sobrenadante
de cultivo con pBIA4, h) sobrenadante de cultivo con el vector vacio. Se observa dentro del
recuadro marcado la distorsién de corrimiento y falta de tincién en el gel cuando no es
precipitado por metanol/cloroformo. 1l.) Gel con muestras de membrana precipitadas con
metanol/cloroformo, en donde: a) marcador de peso molecular, b) proteina purificada de E.
coli, c) membrana de células con el vector vacio, d) membrana de pBIA4, e) citoplasma
vector vacio, f) citoplasma de pBIA4, g) sobrenadante vector vacio y h) sobrenadante de
pBIA4. Dentro del recuadro se observa la presencia de la proteina MPT83 en la fraccién
membranal de las células cuando es precipitada con metanol-cloroformo. Ademds se observa
la presencia de una banda (encerrada en el circulo) en el sobrenadante a un peso molecular
de 17-18 kDa aproximadamente que pudiera ser la proteina proteolizada.
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En los ensayos de inmuno-blot, el anticuerpo reconocié una banda a una
altura de 25 kDa que concordd6 con el peso molecular reportado al que migra la
proteina MPT83; ademas se observo la presencia de una banda en el carril del
sobrenadante de cultivos con pBIA4 a 17-18 kDa aproximadamente, coincidiendo
también con la observada en la tincion con azul de Coomassie (Figura 11).
Previamente se habia observado la presencia de una banda en la misma fraccion
y al mismo peso molecular durante los ensayos de expresion de la proteina
MPT83 cuando ésta se encontraba unida al péptido sefal de la lipasa (Figura
7.10).

A B C D. E F G
S0kDa
L
37 Kda ——
25kDa —— -
20 kDa ——

Figura 11. Inmuno-blot de la proteina MPT83 con su propio péptido sefial, en donde: A) proteina
purificada de E. coli, B) membrana vector vacio, C) membrana de pBIA4, D) sobrenadante vector
vacio, E) sobrenadante de pBIA4, F) citoplasma de vector vacio y G) citoplasma de pBIA4. Puede
apreciarse la presencia de la proteina MPT83 a una altura de 25 kDa aproximadamente en la
fraccion membrana (recuadro) y de una probable MPT83 proteolizada en el sobrenadante del
cultivo a una altura de 17-18 kDa.
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Estos resultados mostraron que la proteina MPT83 era expresada y dirigida
de manera correcta a la membrana celular de la bacteria con una masa molecular
igual a la esperada de 25 kDa, confirmando que el péptido sefal nativo de la
proteina MPT83, la cisteina de anclaje a membrana y la caja lipidica presente en
la secuencia de la proteina eran reconocidos eficientemente por la maquinaria de
S. lividans. Ademas, el hecho de que las bandas de la fraccion del sobrenadante
de las células con el plasmido pBIA4 como en aquellas que contenian el plasmido
pBIA3 fueran observadas a pesos moleculares similares, siendo en ambos casos
mas pequenos que el esperado, nos confirmd que la proteina MPT83 estaba
siendo proteolizada por peptidasas secretadas al sobrenadante, que dicha
modificacion ocurria posterior a su expresién en la membrana celular y que ésta
era independiente de la forma en que la proteina se encontraba expresada, es

decir, con su péptido senal o fusionada con el péptido senal de la lipasa.
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6.7. Gilicosilacién de MPT83 en células con el plasmido pBlA4

Para detectar si la proteina MPT83 anclada a membrana era glicosilada en
las células con el plasmido pBIA4 se realizdé un ensayo utilizando ConA bajo las
condiciones antes mencionadas. Debido a que en los ensayos de inmuno-blot no
se observo la presencia de la proteina MPT83 en la fraccion citoplasmatica de las
células, ésta fue omitida para ensayos posteriores.

Se observo la presencia de una banda de aproximadamente 25 kDa en el
carril que correspondia a la membrana de las células con pBIA4 (Figura 12, carril
D), ademas de la presencia de dos bandas en la fraccion del sobrenadante (Figura
12, carril E), y que se mostraron ausentes en los carriles de las fracciones del
vector vacio (Figura 12, carril C). Una de las bandas que se encontré en el
sobrenadante de la construccién y que era reconocida por la ConA se observo a
un peso molecular de aproximadamente 24 kDa, ligeramente mas pequeino que la
banda ubicada en la fraccion membranal, ademas se observé también la
presencia de una banda de 18-19 kDa aproximadamente, vista previamente en los
ensayos de Inmuno-blot.

La banda de aproximadamente 25 kDa que se observd en la fraccion
membranal, pertenecia claramente a la proteina MPT83, ya que ésta se
encontraba ausente en membranas de células con el vector vacio y ademas,
correspondia con la banda encontrada anteriormente a 25 kDa en la fraccion
membranal reconocida con el anticuerpo. Estos resultados concordaron con el
reconocimiento por parte de la ConA de una banda a una altura de 45-47 kDa que
correspondia con la proteina APA y con la falta de reconocimiento de la proteina
MPT83 proveniente de E. coli El reconocimiento de la proteina MPT83 durante
los ensayos de Western-blot con ConA nos indicé que la proteina se encontraba
en la membrana celular y que efectivamente se encontraba glicosilada por S.
lividans tanto en su forma madura de 25 kDa encontrada en la membrana, como
en su forma proteolizada, ya que la banda de aproximadamente 24 kDa que se
observd en el sobrenadante, pudiera ser la proteina MPT83 en su forma

proteolizada de 23 kDa; en 2003 Michell y colaboradores reportaron que dicha
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forma era encontrada en el sobrenadante y mediante secuenciacion y
espectrometria de masas comprobaron que se encontraba glicosilada (Michell, ef
al., 2003).

50 kDa —>

37 Kda—>

25 kDa——>)

20 kDa——>

- J

Figura 12. Western-blot con ConA de muestras de la proteina MPT83 con su propio péptido sefal
obtenidas a partir de cultivos de S. lividans, en donde: A) proteina purificada de E. coli, B)
membrana de plJ6021, C) sobrenadante de plJ6021, D) membrana de pBIA4, E) sobrenadante de
pBIA4 y F) proteina APA. Se nota la presencia de la proteina MPT83 a una altura de 25 kDa en la
fraccibn membranal; en el sobrenadante de forma proteolizada a una altura de 24 kDa
aproximadamente y otra forma de menor tamafio a 17-18 kDa.

El hecho de que se hayan observado dos bandas en la fraccion del
sobrenadante de la construccién, reconocidas por la ConA vy vistas anteriormente
en los ensayos de inmuno-blot, sugiri6 que a pesar de que la proteina MPT83
contenia su propio péptido sefal y se encontraba en la fraccion membranal,
también estaba siendo proteolizada y liberada al sobrenadante. Se observé que

las formas proteolizadas encontradas en el sobrenadante de las células con el
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plasmido pBIA3, es decir, cuando la proteina se encuentra fusionada al péptido
sefal de la lipasa, no estaban manosiladas a diferencia de las formas
proteolizadas de MPT83 con su propio péptido sefal ubicadas en el sobrenadante
de las células con el plasmido pBlIA4, en las que se mostraba claramente tal
modificacion.

Estos resultados descartaron la posibilidad de que la ausencia de
glicosilacion en la proteina MPT83, cuando era secretada al sobrenadante por las
células con el plasmido pBIA3, se debia a que la proteina se encontraba
proteolizada, perdiendo de esta manera probablemente uno o mas sitios de
glicosilacion. Sin embargo, al compararlas con las bandas encontradas en el
sobrenadante de la proteina con su propio péptido sefal visualizadas a pesos
moleculares similares y observar que eran reconocidas por parte de la ConA, se
desech6 dicha posibilidad. EI hecho de que en ambas construcciones se
encontrara una probable proteina MPT83 en su forma de 23 kDa, en la que los
dos primeros aminoacidos de treonina se encuentran glicosilados (Michell, ef al.,
2003), y que tal modificacion estuviera presente unicamente cuando la proteina
mantiene su propio péptido sefial, indicaba que era necesario que la proteina
MPT83 estuviese anclada a la membrana citoplasmatica para que pudiera ser
glicosilada. Estos resultados concuerdan con el hecho de que en M. tuberculosis,
la enzima PPM, que tiene un papel importante en la union de residuos de manosa
a los aminoacidos serina y treonina de las proteinas, se encuentra unida a la
membrana celular por medio de su extremo N-terminal, el cual es homodlogo a la
proteina membranal Lnt, responsable de la lipidaciéon. Ademas, el hecho de que la
PMT es membranal probablemente indica que la lipidacién, secrecion vy
glicosilacion de las lipoproteinas estan llevandose a cabo en paralelo cuando
éstas se encuentran ancladas a la membrana de la bacteria.

Los resultados anteriores mostraron que probablemente los mecanismos de
secrecion, lipidacion y glicosilacion de lipoproteinas en S. /ividans, se realizan
manera similar que en micobacterias, utilizando enzimas homodlogas entre ellas,
por lo que las proteinas en S. /ividans pudieran estar siendo ancladas vy

glicosiladas de la misma forma que en M. tuberculosis.
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6.8. Expresion de proteinas a partir del vector integrativo plJ6902

El gen Rv2873 fue clonado en el vector integrativo plJ6902 para expresar la
proteina MPT83 unida a su propio péptido sefial (plasmido pBIA6, Tabla 1), con la
finalidad de aumentar la estabilidad del plasmido al insertarse dentro del genoma
de la bacteria, y de esta manera evitar que la sobre expresion de la proteina
MPT83 afecte directamente al microorganismo, reduciendo la eficiencia de
mecanismos de modificacién de proteinas tales como la glicosilacion.

Se hicieron ensayos de inmuno-blot y de afinidad a ConA unicamente con
las células que contenian el plasmido pBIA6, ya que anteriormente se habia
observado la ausencia de la manosilaciéon cuando la proteina estaba unida al
péptido sefnal de la lipasa, observandose unicamente cuando la proteina mantenia
su propio péptido senal.

En los ensayos de inmuno-blot, se observé una banda aproximadamente a
25 kDa, que correspondia con la proteina MPT83 (Figura 13.l). Estas
observaciones confirmaron que la proteina se encontraba expresada en la
membrana de la bacteria cuando habia sido transformada con el plasmido pBIAG.
Ademas, las bandas observadas tanto en membrana como en sobrenadante,
correspondian con las bandas vistas anteriormente en los ensayos de expresion
con el plasmido pBIA4, y que pertenecian a la proteina MPT83, incluso cuando se
encontraba proteolizada en la fraccion del sobrenadante (Figuras 11y 12). A pesar
de ello, después de analizar el Western-blot con ConA, se observd que tanto en
membrana como en sobrenadante, las bandas que corresponden a la proteina
MPT83 no se distinguian claramente, mostrando incluso ausencia de
reconocimiento en la fraccion del sobrenadante y siendo muy inespecifica en la
correspondiente a la membrana de la bacteria, en contraste con la proteina APA
que logro observarse claramente a 45-47 kDa (Figura 13.11).

Estas observaciones se deben a que probablemente la cantidad de proteina
expresada por la bacteria no era suficientemente alta para que el reconocimiento
por parte de la ConA de las formas glicosiladas de la proteina pudieran observarse

facilmente en geles de una dimension, aun cuando la proteina se encontrara en la
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membrana y glicosilada por la bacteria.

Debido a que la electroforesis en gel de una dimensién separa proteinas
unicamente con base en su peso molecular, se decidid hacer una electroforesis de
dos dimensiones, con el objetivo de confirmar que la proteina MPT83 era
expresada correctamente y glicosilada, ya que dicho ensayo permitia una primer
separacion basandose en el punto isoeléctrico de la proteina (pl) y posteriormente
con base en su peso molecular, mostrando una separacion de proteinas mayor y

permitiendo la identificacion de la proteina MPT83 con mayor claridad.

A. B. C. D. E. F. II A. B. C. D. E. F. G.

kDa

— 37

3

=
-

20

— 15

Figura 13. Corrimiento de proteinas provenientes de células transformadas con el vector
plJ6902 y su derivado pBIA6. |.- Ensayo de Inmuno-blot tefido con 3,3-diaminobenzoidina
para identificar la presencia de la proteina en las fracciones de membrana y sobrenadante,
donde A) marcador, B) proteina purificada de E. coli, C) membrana de células con vector vacio,
D) membrana de células con pBIA6, E) sobrenadante de células con vector vacio y F)
sobrenadante de células con pBIA6. Las bandas encerradas corresponden a la proteina MPT83
coincidiendo con las observadas en ensayos de Inmuno-blot en vector multicopia. Il. Western-
blot con ConA, A-F) Igual que en | (no es claro) y G) la proteina APA. Las bandas dentro de los
recuadros corresponden posiblemente a la proteina MPT83 tanto en membrana como en
sobrenadante.
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6.9. Electroforesis en doble dimensién de la proteina MPT83 expresada a

partir del plasmido pBlIA4

Debido a que la proteina MPT83 fusionada con el péptido senal de la lipasa
se observaba en estado proteolizado y carente de glicosilacion al ser expresada a
partir del plasmido pBIA3, se decidio realizar la electroforesis unicamente con
muestras de la fraccion membranal de la proteina MPT83 cuando se encuentra
unida a su péptido senal (plasmidos pBIA4 y pBIAG). A pesar de que las formas
proteolizadas ubicadas en el sobrenadante de las células cuando la proteina tiene
su propio péptido sefial se encontraban glicosiladas, no se hicieron electroforesis
de doble dimension con dichas muestras, ya que el peso molecular y el pl de
ambas formas de la proteina no era muy claro.

Para cada electroforesis fue necesario utilizar 100 pg de muestra
previamente desalada mediante una columna de sepharosa y debido a que las
proteinas provenian de muestras de membrana celular, éstas fueron precipitadas
por medio de acido ftricloroacético. Se realizaron 3 ensayos para observar la
presencia de la proteina, tincion con azul de Coomassie, Inmuno-blot con
anticuerpos e incubaciéon con ConA.

El punto isoeléctrico de la proteina madura esta reportado a 4.6 y en
estudios previos en el que se analizaron las proteinas provenientes del filtrado de
M. tuberculosis mediante electroforesis de doble dimensién y espectrometria de
masas, la proteina MPT83 fue observada a un peso molecular cercano a los 31
kDa (Gonzalez-Zamorano, ef al., 2008).

Mediante la tincion con azul de Coomassie, no se observd la presencia de
algun punto que correspondiera con la proteina MPT83, ya que aparentemente el
perfil proteico de las muestras de membrana de células con el plasmido pBIA4 se
mantenia igual a las de células con el vector vacio (Figura 14. 1y Il). El hecho de
que no se observara claramente un punto que correspondiera con la proteina,
coincidié con los geles de una dimension realizados con muestras de membrana
en los que la proteina unida a su péptido senal presentaba dificultad para

observarse en geles tenidos con azul de Coomasie.
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Sin embargo, en el ensayo de Inmuno-blot se observé un reconocimiento
muy especifico de la proteina MPT83, pues a una altura de 31 kDa, se observaron
dos puntos de gran tamaino a un pl muy cercano y que eran fuertemente
reconocidos por el anticuerpo, lo que indicaba que la proteina MPT83 se
encontraba sobre expresada en la membrana de S. /ividans (Figura 14.1lI) y
ademas, en dos probables isoformas. Sin embargo, a diferencia de las formas
proteolizadas vistas en el sobrenadante de células con el plasmido pBIA4 durante
los ensayos de una dimension, en este caso, ambas isoformas de la proteina
probablemente eran producidas por variaciones en las modificaciones
postraduccionales que la proteina sufri6 al momento de ser expresada.
Adicionalmente, se observo la presencia de dos pequefos puntos reconocidos por
el anticuerpo a una altura de 21-22 kDa (Figura 14.1lI) y que no se encontraban en
la membrana del vector vacio (Figura 14.1V) por lo que se cree que pudieran ser
formas proteolizadas de la proteina MPT83 expresadas en menor cantidad y que
no lograron observarse en la electroforesis de una dimension, ya que la
resolucién es mucho mas baja.

En los ensayos de Western-blot con ConA, unicamente se observé un punto
a una altura de 31 kDa y a un pH alrededor de 4, mas bajo que la otra isoforma
reconocida igualmente por el anticuerpo (Figura 14.V). De la misma manera, los
dos puntos encontrados a 21-22 kDa no son reconocidos por la ConA, por lo que
probablemente solo una de las formas encontradas de la proteina MPT83 es la
que se encuentra manosilada y que es ésta la que se observa en la electroforesis
de una dimension. Ademas, se observd el reconocimiento de una banda de 45
kDa encontrada en el marcador de peso molecular y que pertenece a la
ovoalbumina que esta reportada como una proteina glicosilada en 4 residuos de la
proteina (Andrew, ef al., 1981), y que aparece también en el vector vacio (Figura
14.VI).
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Figura 14. Electroforesis en doble dimensién con muestras de la proteina MPT83 con su
péptido sefal en la fraccion membranal de las células con el plasmido pBIA4 (1,1l y V) y del
vector vacio plJ6021(1,IV y VI). Se muestran los 3 ensayos aplicados a la proteina, tincidon con
azul de Coomassie (1 y 1), Inmuno-blot (lll y IV) y Western-blot con ConA (V y VI). Los puntos
encerrados corresponden a la proteina MPT83 y a las isoformas de la misma proteina.
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6.10. Electroforesis en doble dimensién de la proteina MPT83, expresada a

partir del plasmido pBIA6

Adicionalmente, se realizé una electroforesis en doble dimensidén con las
muestras que provenian de cultivos con el plasmido pBIA6, para comprobar que
efectivamente la proteina se encontraba glicosilada, ya que en la electroforesis de
una dimension esta modificacidn no se observaba claramente. De manera similar,
en la tincibn con azul de Coomassie, no se aprecid algun punto que
correspondiera con la proteina MPT83 (Figura 15.1 y Il), sin embargo, en los
ensayos de Inmuno-blot aparecié un punto a la altura de 31 kDa, y dos puntos a
una altura de 22 kDa (Figura 15.111), que coincidian exactamente con las isoformas
de la proteina observadas en los ensayos de expresion en electroforesis de doble
dimension con el plasmido pBIA4 (Figura 14.111). Ademas, se noto la presencia de
una mayor cantidad de puntos en la membrana del vector vacio (Figura 15.1V) y su
ausencia en la membrana de células con pBIA6. Este hecho pudiera deberse a
dos razones: las moléculas de inmunoglobulinas se unen en primer lugar a la
proteina MPT83 expresada en mayor cantidad que las demas, quedando sélo
algunas disponibles para su union inespecifica con otras proteinas, caso contrario
con las proteinas del vector vacio en el que no se encuentra la proteina MPT83;
por otro lado la sobre expresion de la proteina MPT83 en las células de S. /ividans
pudiera estar afectando la expresion de otras proteinas de membrana por lo que
éstas no estarian siendo expresadas en la misma cantidad durante los ensayos.

En los ensayos de union a ConA, se observd la presencia de dos puntos
muy cercanos a una altura de 31 kDa que corresponden a la proteina MPT83
(Figura 15.V) y que en el Inmuno-blot se aprecian como uno solo. Ambos puntos
pudieran ser dos formas isoeléctricas diferentes de la proteina y que
probablemente tuvieran variaciones en la cantidad o posicion de los residuos de
serina y treonina que se encuentran manosilados, sin embargo, es necesario un
analisis de las secuencias de dichas isoformas de la proteina para observar cuales
y en qué posiciones se encuentran las diferencias entre cada una de ellas.

Estos resultados confirmaron que la proteina MPT83 se encuentra
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glicosilada aun cuando esta clonada en un vector integrativo de bajo numero de
copias, por lo que su ausencia en la electroforesis de una dimensiéon en ambas
construcciones se debe muy probablemente a la poca cantidad de proteina

expresada.
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Figura 15. Electroforesis en geles de doble dimensién con muestras de la proteina MPT83 con su
propio péptido sefial en la fraccién membranal pero obtenida de células con el plasmido pBIA6
de expresion monocopia (1,1l 'y V) y del vector vacio plJ6902(II,IV y VI). Se muestran los 3 ensayos
aplicados a las muestras, tefiidas con azul de Coomassie (I y Il), Inmuno-blot (lll y IV) y Western-
blot con ConA (V y VI). Los puntos encerrados corresponden a la proteina MPT83.
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7. CONCLUSIONES

La proteina MPT83 es expresada por S. /ividans tanto en membrana celular
como secretada al sobrenadante, indicando que el péptido senal nativo de la
proteina asi como el péptido sefnal de secrecidn son reconocidos por S. /ividans.

Sin embargo, cuando la proteina MPT83 es expresada con su péptido senal
nativo, ésta puede observarse en la fraccion membranal con el peso molecular
esperado, mientras que en el sobrenadante del cultivo la proteina es proteolizada
observandose dos formas de menor tamano. Tanto la proteina MPT83 ubicada en
la fraccion membranal como las formas proteolizadas en sobrenadante son
reconocidas por la concanavalina A, indicando la presencia de residuos de
manosa en la proteina.

La proteina MPT83 expresada en S. /ividans con un péptido sefial de
secrecion es secretada al sobrenadante del cultivo en donde se observa
proteolizada. En este caso la proteina no es reconocida por la Concanavalina A, lo
que indica que no se encuentra glicosilada.

Las diferencias en la presencia de glicosilacién de la proteina dependiendo
del péptido sefal utilizado se deben muy probablemente a que el sistema de
manosilacion de S. /ividans necesita que la proteina se encuentre anclada a la
membrana para que ésta pueda ser glicosilada.

La expresion y glicosilacion de la proteina MPT83 en S. /ividans hace
evidente la capacidad de esta bacteria para expresar proteinas antigénicas

heterdlogas de M. tuberculosis.
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8. PERSPECTIVAS

Para comprobar que la proteina MPT83 expresada en S. /ividans mantiene
las propiedades que la proteina de M. fuberculosis, es necesario realizar la
purificacion de la proteina, tanto de las muestras provenientes de la fraccidn
membranal como del sobrenadante del cultivo, con la finalidad de hacer una
caracterizacion mas detallada, que incluya la confirmacién de la presencia de
azucares mediante espectrometria de masas, la determinacién de los sitios de
glicosilacion, asi como la determinaciéon del sitio en que la proteina es
proteolizada.

Mediante el uso de suero de pacientes infectados con M. fuberculosis, sera
importante determinar si los anticuerpos reconocen a la proteina MPT83
proveniente de S. /ividans, tanto de la forma ubicada en la membrana como la que
se observa proteolizada en sobrenadante, ya que resulta mas eficiente obtener las
proteinas a partir de esta ultima fraccidén. Este punto sera importante no solamente
para contribuir al conocimiento del mecanismo de glicosilacién, sino para
determinar el posible potencial biotecnologico de la proteina MPT83 producida por

S. lividans.
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10.ANEXOS

10.1. Medios de Cultivo

LB + Sacarosa

-Bactotriptona 109
-Extracto de levadura 05¢g
-NacCl 10g
-Sacarosa 25.0¢9

Aforar a 100ml con agua Milli-Q, pH=7.0

R2

Solucién base:

Sacarosa 10.3 g
K2SO,4 0.025 ¢
MgCl,-6H,0 1.012 g
Glucosa 10g9
Casaminoacidos 0.01g

Aforar a 80ml con agua Milli-Q

Posterior a esterilizaciéon en autoclave:

KH,P0,(0.5%) 1 ml
CaCl,-2H,0(3.68%) 8 ml
L-Prolina 1.5ml
Tris-ClI(3%, pH=7.2) 10.0 ml
Trazas R5* 0.2 ml
CuSOq, 0.2ml
NaOH (1N) 0.2ml
Extracto de levadura (10%) 5.0 mi

*Trazas R5: ZnCl, 40mg, FeCl; 6H,O 200mg, Cu Cl, 2H,0 10mg, MnCl,
4H,0 10mg, Na,B,O7; 10H,0 10mg, (NH4)6M07024 4H,0 10mg
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YEME

Peptona 059
Extracto de Malta 0.3¢g
Extracto de levadura 0.3g
Glucosa 10g9
Sacarosa 340¢
Aforar a 100 ml con agua Milli-Q, pH=7, adicionar después de esterilizacién en
MdgOtigum) 0.5ml
Glicina 10% 5.0 mi
YT2X

Bactotriptona 1649
Extracto de levadura 109
NacCl 0.5¢g

Aforar a 100 ml con agua Milli-Q, pH=7.2

MS

Manitol 20g
Harina de soya 20g
Agar 0.2¢g

Aforar a 100 ml con agua

Agar suave para transformaciones

Tris-Cl (3%,pH=7.2) 10.0 ml
MgCl, 109
CaCly(5M) 0.4 ml
Sacarosa 10.3 g
Agar 0.65¢g

Aforar a 100ml en agua Milli-Q
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10.2. Protocolos

PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE DNA DE GELES DE AGAROSA DE
BAJO PUNTO DE FUSION (LMP)

1.- Correr el gel al 0.6% y tefir con Bromuro de etidio1 pg/ml. lluminar el gel con
luz UV de onda larga y cortar las bandas deseadas, procurando cortar la agarosa
lo mas cerca del DNA para reducir el volumen de la rebanada.

2.- Fundir la rebanada de agarosa que contiene el DNA en un tubo Eppendorf a
65-70°C, durante 10 minutos. Anadir 1/10 del volumen de NaCl 5 M, mezclar y
dejar otros 5 min a 65-70°C.

3.- Saturar un poco de fenol con NaCl de la siguiente forma: en un tubo Eppendorf
mezclar 100 pl de NaCl 5 M, 400 pl de agua y 500 pl de fenol. Centrifugar 1 min,
retirar la fase acuosa y mantener a 37°C.

4.- Mantener la agarosa fundida a 37°C, posteriormente afadir al tubo 2/3 de
volumen del fenol saturado e inmediatamente agitar en vortex durante 30
segundos. Centrifugar 5 min en la microfuga y transferir la fase acuosa a un tubo
limpio.

5.- Anadir al fenol 45 ug de TE o agua y 5 pl de NaCl 5 M y agitar en voértex,
centrifugar por 2 min y mezclar la fase acuosa con la anterior.

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

7.- Transferir la fase acuosa a un tubo limpio repetir el paso 6 pero soélo con
cloroformo.

8.- Transferir a un tubo limpio la fase acuosa y anadir 1 vol. de isopropanol. Para
aumentar la cantidad de DNA recuperado anadir 1 ug de glicogeno. Mantener a -
20°C al menos dos horas.

9.- Centrifugar todo el DNA durante 10 min a 14,000 rpm en la microfuga,
asegurandose de eliminar todo el alcohol con una micropipeta. Posteriormente

secar el pellet y resuspenderlo en un volumen adecuado de TE.
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MINIPREPARACIONES DE DNA PLASMIDICO

1.- Resuspender el paquete de células o el micelio en 200 pl de Tris 25 mM, EDTA
25 mM, pH=8. En el caso de Sfreptomyces el TE 25 mM debe contener lisozima 2
mg/ml.

2.- Para E.coliincubar 5 minutos en hielo. Para Strepfomyces al menos de 1 a 3
horas a 37°C o hasta que el micelio este visiblemente lisado (debe ponerse
traslucido y viscoso).

3.- Anadir 400 pl de una solucion fresca de NaOH 0.2 N, SDS 1%. Mezclar por
inversion vigorosa los tubos, hasta que el contenido se vea transparente,
homogéneo y muy viscoso. Cuesta mas trabajo mezclar bien las preparaciones de
Streptomyces, por lo tanto, los tubos deben mezclarse de manera invertida en
vortex durante varios segundos, hasta que no se vea rastro de micelio. Incubar 10
minutos en hielo.

4.- Anradir 300 ul de acetato de potasio 3 M, pH=4.8, mezclar bien por inversion
hasta que se pierda la viscosidad y se vea un precipitado blanco. Incubar 15
minutos en hielo. En el caso de Sfrepfomyces, centrifugar a 13’000 rpm durante
10 minutos y pasar la fase acuosa a un tubo nuevo.

5.- Anadir al tubo 400 ul de fenol/cloroformo, agitar 30 segundos en vértex y
centrifugar 2 minutos en la microfuga.

6.- Pasar la fase acuosa a otro tubo y anadir 600 pl de etanol absoluto frio. Dejar
precipitando 5 minutos a temperatura ambiente.

7.- Centrifugar 10 minutos en la microfuga. Retirar todo el sobrenadante con una
punta, dando un segundo pulso en la microfuga para eliminar todo el
sobrenadante.

8.- Resuspender el pellet en 50 yl de TE (Tris 10 mM, EDTA 0.1 mM, pH=8).
Anadir 150 pl de acetato de sodio 4 M, pH=6. Mezclar bien e incubar una hora a -
20°C.

9.- Centrifugar 10 minutos en la microfuga. Pasar el sobrenadante a un tubo limpio
y anadir 200 ul de isopropanol, mezclar muy bien y precipitar 10 minutos en hielo.

10.- Centrifugar 10 minutos en la microfuga. Eliminar todo el sobrenadante.
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Resuspender en 45 pl de TE, mezclar bien, dar un pulso en la microfuga y anadir
5ul de acetato de sodio 3 M pH=6 y 125ul de etanol frio. Precipitar 10 minutos en
hielo.

11.- Centrifugar 10 minutos en la microfuga. Eliminar todo el sobrenadante. Secar

el pellet y resuspenderlo en 20-25 ul de TE.

TRANSFORMACION DE Streptomyces

1.- Inocular 100 ul de una preparacion densa de esporas en 25 ml de medio YEME
suplementado con 125 pl de MgCl2 1M y 1.25 ml de glicina al 10% e incubar a
30°C con agitacién de 36 a 40 hrs en un matraz con resorte.

2.- Pasar a un tubo de centrifuga y enjuagar el matraz con 10 ml de sacarosa al
10.3%, agregandolo también al tubo. Mezclar y centrifugar a 3500 rpm, 10 minutos
a27°C.

3.- Resuspender el pellet en 20 ml de sacarosa 10.3% y centrifugar a 3500 rpm
durante 10 minutos a 27°C. Repetir 2 veces y almacenar el pellet de micelio a -
20°C.

4.- Pesar 7.5 mg de lisozima y agregar 5 ml de Buffer P, disolver y filtrar a través
de un filtro Millipore de 0.45 ym de poro. Agregar al micelio la solucién de lisozima
en buffer P. Mezclar e incubar a 30°C durante 1 hora con agitacion suave cada 15
minutos. Tomar muestra para observar al microscopio y asegurarse que los
protoplastos estén bien formados.

5.- Filtrar los protoplastos a través de algodon estéril, después agregar al filtro 5 ml
de buffer P para lavar. Pasar el filtrado a un tubo con rosca y centrifugar a 3500
rem, por 10 minutos a 27°C.

6.- Eliminar el sobrenadante y resuspender suavemente en la gota de buffer P que
haya quedado en el tubo. Agregar 3 pl de plasmido purificado (dependiendo de la
concentracion de plasmido). Inmediatamente agregar 0.6 ml de polietilenglicol
(PEG1450) al 25% en buffer P con ayuda de una pipeta Pasteur y mezclar
subiendo y bajando los protoplastos de la pipeta dos o tres veces. Agregar 5 ml de

Buffer P y centrifugar a 3500 rpm durante 10 minutos.
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7.- Eliminar el sobrenadante y resuspender en 0.3 ml de buffer P.

8.- Hacer diluciones y poner en cajas de medio R2 suplementado, 100 ul de cada
dilucion. Posteriormente agregar en cada caja 2.5 ml de agar suave hipertonico,
procurando que ésta cubra toda la superficie. Incubar a 30°C durante 15-20 hrs.
Después de pasado el tiempo, agregar antibidtico (variable dependiendo del
plasmido) y dejar incubando a 30°C durante 1 semana o hasta que esporulen las

colonias.

Suplementacion de buffer P

1.- Agregar a 40 ml de buffer P: 100 pl de Trazas R5, 0.5 ml de fosfato
monobasico (KH2PO4) al 0.5%, 5 ml de CaCl2>-2H20 0.25M y 5 ml de Tris-Cl 0.25
M pH=7.2.

2.- Dejar reposar durante 30 minutos y después pasar por un filtro para ser usado.

Preparacion de Polietilenglicol (PEG)

1.- Pesar 0.5 mg de PEG y disolverlo en 1.5 ml de buffer P previamente filtrado
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TRANSFORMACION DE E, coliPOR ELECTROPORACION

1.- Inocular 20 ml de medio SOB sin magnesio con 0.1 ml de un precultivo de toda
la noche. Incubar a 37°C con agitacidn constante hasta llegar a una densidad
optica de 0.6 a 600 nm(aproximadamente de 2-3 hrs).

2.- Centrifugar a 6000 rpm durante 10 minutos a 4°C.

3.- En hielo, decantar el sobrenadante y resuspender el pellet en 20 ml de glicerol
estéril frio al 10% y centrifugar a 6000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Repetir 2
veces.

4.- Eliminar el sobrenadante, dejando aproximadamente 100 pl para resuspender
suavemente el pellet.

5.- Tomar 50 pl del pellet resuspendido y agregar 1 pul de DNA plasmidico (5 pl si
es una ligacidon), mezclar bien y colocarlo en una celdilla de electroporacién
mantenida en hielo. Dar un pulso en el electroporador de 1.8 kv.

5.- Pasar las células a 1ml de medio SOB sin magnesio e incubar a 37°C por una
hora.

6.- Pasar a un tubo Eppendorf y centrifugar a 6000 rpm durante 10 minutos.
Resuspender el pellet en medio SOB sin magnesio y hacer diluciones.

7.- Inocular 0.1 ml de cada dilucion en cajas con medio LB + antibiéticos e incubar
a 37°C durante toda la noche.

8.- Tomar una colonia aislada y resuspenderla en 100 uyl de medio SOB. Poner un
cultivo de 10 ml de medio SOB + antibidticos inoculando con las células
resuspendidas e incubando a 37°C durante 8 hrs. Realizar minipreparaciones de

plasmidos.
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CONJUGACION DE plJ6902 Y SUS DERIVADOS DE E.coliA S. lividans

1.- Hacer un precultivo de E£. colET12567/pUZ8002 conteniendo el plasmido de
interés en 3 ml de YT2X con 50 pg/ml de apramicina, 25 ug/ml de cloranfenicol y
50 pg/ml de kanamicina. Incubar a 37°C en agitacion constante durante toda la
noche.

2.- Inocular con el precultivo un matraz que contenga 20 ml de medio YT2X con
los mismos antibidticos. Incubar a 37°C con agitacidén constante durante 6-7 horas
hasta llegar a una densidad 6ptica de 0.6 a 600 nm.

3.- Centrifugar a 6000 rpm, durante 10 minutos a temperatura ambiente. Eliminar
el sobrenadante.

4.- Resuspender el pellet en 20 ml de medio YT2X. Centrifugar a 6000 rpm
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Repetir 3 veces. Resuspender en 300
Ml de medio YT2X.

5.- Tomar 50 pl de una preparacion densa de esporas de Strepfomyces lividans
1326 en un tubo Eppendorf y centrifugar a 6000 rpm durante 10 minutos.
Resuspender el paquete de esporas en 100 ul de agua y volver a centrifugar para
eliminar residuos de glicerol. Resuspender las esporas en 100 ul de medio YT2X
y dar un choque térmico a 50°C durante 10 minutos.

6.- En un tubo Eppendorf juntar las esporas de Streptomyces lividans 1326 con las
células de E. coli, ambas resuspendidas en medio YT2X

7.- Hacer diluciones y plaquear en cajas de Petri con medio MS + MgCl2 10 mM sin
antibidticos. Incubar a 30°C por 18-20 hrs.

8.- Diluir en 5 ml de agua 0.1 ml de una solucion de acido nalidixico 50 mg/ml y 0.1
ml de apramicina 50 mg/ml. Inundar cada caja con 1ml de esta dilucidn,
procurando que cubra toda la superficie. Incubar a 30°C hasta obtener colonias
aisladas.

9.- Purificar las colonias de S. /ividans exconjugantes mediante estrias en medio
sélido para eliminar las células de E. coli en cajas de Petri con medio MS + acido
nalidixico y apramicina 50 ug/ml. Incubar a 30°C hasta obtener colonias aisladas.

10.- Tomar una colonia aislada (preferiblemente bien esporulada) y resuspenderla
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en 0.3 ml de agua. Colocar 0.1 ml de esta suspensién en cajas de medio MS+
extracto de levadura 0.1% + apramicina 50 ug/ml. Hacer confluentes e incubar a

30°C durante una semana para la obtencion de esporas.

OBTENCION DE PREPARACIONES DENSAS DE ESPORAS

1.- Inocular cajas de Petri con medio MS en forma confluente e incubar hasta
obtener esporulacion. Agregar a cada caja 10 ml de agua estéril. Con ayuda de un
asa bacteriologica raspar la superficie para separar las esporas del micelio.

2.- Recuperar los 10 ml de agua y pasarlos por un filtro de algodén para esporas.
3.- Agregar 5 ml de agua al filtro para recuperar la mayor cantidad de esporas.

4.- Centrifugar el filtrado de esporas a 3500 rpm durante 10 minutos a 4°C.

5.- Eliminar el sobrenadante y lavar una vez con 10 ml de agua para eliminar los
restos del medio. Centrifugar a 3500 rpm durante 10 minutos a 4°C.

6.- Eliminar el sobrenadante y resuspender el paquete de esporas en 1 ml de

glicerol al 20%. Colocar en viales pequeinos y almacenar a -20°C.
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CRECIMIENTO DE ESPORAS DE STREPTOMYCES LIVIDANSY EXPRESION
DE PROTEINAS

Es necesario pregerminar las esporas antes de iniciar los cultivos

1.- Tomar 500 pl de una preparacion densa de esporas en glicerol al 20% y
pasarlas a un tubo Eppendorf. Centrifugar a 6000 rpm durante 10 minutos vy retirar
el sobrenadante con una micropipeta.

2.- Anadir 500 pl de agua para eliminar todo el glicerol, mezclar y centrifugar a
6000 rpm durante 10 minutos. Eliminar el sobrenadante y resuspender las esporas
en 0.1 ml de medio YT2X. Afadir la suspension de esporas a un matraz de 250-ml
con 10 ml de medio YT2X. Incubar a 37°C durante 5-6 horas.

3.- Después de terminado el tiempo, observar una muestra al microscopio para
asegurar que hubo buena germinacién. Centrifugar todo el medio a 6000 rpm
durante 10 minutos. Eliminar rapidamente el sobrenadante.

4.- Anadir 10 ml de agua, resuspender el pellet y centrifugar a 6000 rpm durante
10 minutos a temperatura ambiente.

5.- Resuspender el pellet en 10 ml de medio LB+sacarosa 25%. Pasar a un matraz
de 500 ml con 100 ml del mismo medio con los antibioticos adecuados. Incubar a
30°C durante 16 horas con agitacion constante.

6.- Posterior a las 16 horas inducir la expresion mediante la adicién de 5 yg/ml de
thioestreptdn. Incubar a 30°C hasta completar 36-40 horas con agitacion
constante.

7.- Posteriormente, centrifugar todo el cultivo a 7500 rpm durante 10 minutos a
10°C. Guardar muestra de sobrenadante para el aislamiento de proteinas, y el

micelio someterlo a fraccionamiento celular.
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FRACCIONAMIENTO CELULAR

1.- Centrifugar el cultivo a 7500 rpm durante 10 minutos a 10°C. Lavar el pellet de
micelio con 100 ml de Tris 20mM pH=8. Dar 4 lavados.

2.- Eliminar el sobrenadante y resuspender el pellet en el poco liquido que quede.
Congelar 30 minutos a -70°C y descongelar.

3.- Resuspender el pellet en 25 ml de buffer para sonicar. Sonicar las muestras
con 30 pulsos de 20 segundos cada uno.

4.- Centrifugar el extracto a 7000 rpom durante una hora a 4°C.

5.- Colectar el sobrenadante y pasarlo a un tubo para ultracentrifuga. Centrifugar a
33000 rpm durante 1 hora a 4°C. Terminado el tiempo, colectar el sobrenadante
para determinar las proteinas del citoplasma.

6.- Lavar el pellet con 50 mM de NaCl (1.1 ml de NaCl 5 M, 109 ml de Tris 20 mM
pH=8) y volver a centrifugar a 33000 rpm durante 30 minutos a 4°C.

7.- Resuspender el pellet en 100 yl de buffer para sonicar con ayuda de una
micropipeta y almacenar a -70°C para determinacion de proteinas de membrana.
8.- Cuantificar la cantidad de proteina en las diferentes fracciones por el método
de Bradford.

——
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PRECIPITACION DE PROTEINAS CON METANOL/CLOROFORMO

1.- En hielo, colocar 1 ml de muestra de sobrenadante en un tubo con tapa de
rosca. Agregar 4 ml de metanol, 1 ml de cloroformo y 3 ml de agua. Mezclar con
vortex después de cada adicion. Centrifugar a 3500 rpm durante 10 minutos a 4°C.
2.- Eliminar la fase superior teniendo cuidado de no tocar la interfase.
Posteriormente agregar 3 ml de metanol y mezclar con vortex.

3.- Pasar 1.5 ml de la suspension a un tubo Eppendorf y centrifugar a 14000 rpm
durante 10 minutos en la microfuga. Eliminar el sobrenadante con cuidado de no
llevarse el pellet. Centrifugar todo en el mismo tubo.

4.- Eliminar el sobrenadante y dejar evaporar el metanol durante 10 minutos en la
campana de extraccion.

5.- Agregar al pellet 10 pl de buffer para proteinas 2X. Hervir por 5 minutos vy

almacenar a -20°C.

PRECIPITACION DE PROTEINAS CON ACIDO TRICLOROACETICO (TCA) y
DESOXICOLATO (DOC)

1.- Colocar en un tubo Eppendorf 100 ul de muestra de proteina o la necesaria
para tener 10 ug de proteina o 100 ug en el caso de la electroforesis 2-D. Agregar
DOC hasta obtener una concentracion final de 0.02%. Mezclar en vortex y dejar
reposando 15 min a T.A.
2.- Agregar un volumen igual de TCA al 10%. Dejar reposar 50 minutos en hielo.
3.- Pasado el tiempo, centrifugar a 14000 rpm durante 15 minutos en la microfuga.
Eliminar el sobrenadante.
4.- Resuspender el pellet en 300 yl de acetona fria. Centrifugar a 14000 rpm
durante 10 minutos. Repetir 3 veces.
5.- Remover el sobrenadante y secar el pellet durante 10 minutos en la campana
de extraccion.
6.- Resuspender el pellet en 10 pl de Buffer para proteinas 2X y almacenar a -
20°C.
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DETECCION DE PROTEINAS CON ANTICUERPOS (INMUNO-BLOT)

1.- Después de secar la membrana de PVDF en la cual se transfirieron
previamente las proteinas, remojarla con metanol y dejar secar nuevamente por 5
minutos.

2.- Bloquear la membrana con 10 ml de Buffer Tris-Salino (TBS -Tween 20 al
0.005%) + leche descremada 5% durante 12-16 horas a temperatura ambiente y
con agitacion constante.

3.- En un tubo de ensayo con 10 ml de TBS —Tween 20 al 0.005% + leche 5%,
agregar el anticuerpo primario a una diluciéon 1:100, correspondiendo a 100 ul en
10 ml de buffer.

4.- Pasado el tiempo, retirar el buffer de bloqueo e incubar la membrana con los 10
ml de anticuerpo diluido durante 12-16 horas a 4°C y con agitacion constante.

5.- Posteriormente tirar la solucion del anticuerpo primario y dar un lavado a la
membrana con 10 ml de agua Milli-Q a temperatura ambiente. Dar dos lavados
mas con TBS —-Tween 20 al 0.005% de 5 minutos cada uno.

6.- Incubar la membrana con 5 ml de anticuerpo secundario (anti IgG de conejo)
diluido 1:1000 en TBS-Tween 20 al 0.005% + leche 5% durante 2 horas a
temperatura ambiente.

7.- Realizar 3 lavados con 10 ml de TBS-Tween 20 al 0.005% durante 5 minutos.
Posteriormente revelar membrana con tincién de 3,3’-Diaminobenzidina o con el

kit de quimioluminiscencia de ROCHE.
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DETECCION DE PROTEINAS GLICOSILADAS CON CONCANAVALINA A

1.- Después de secar la membrana de PVDF en la cual se transfirieron
previamente las proteinas, remojarla con metanol y dejar secar nuevamente por 5
minutos.

2.- Bloquear la membrana con 10 ml de TBS 1X+BSA (albumina) 1% durante una
hora a Temperatura ambiente.

3.- Lavar la membrana con 5 ml de TBS durante 5 minutos.

4.- Incubar la membrana con 10 ml de Concanavalina A a una dilucion de 1:1000
en TBS 1X, agregando 1 mM de CaClz, 1 mM de MnCl2 y 1 mM de MgCl: a la
dilucion. Incubar por 16 horas en agitacién constante a temperatura ambiente.

5.- Después de las 16 horas, retirar la Concanavalina A y lavar con 5 ml de TBS
1X durante 5 minutos. Repetir 3 veces.

6.- Revelar con 3,3’-Diaminobenzidina o por quimioluminiscencia.
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DESALADO DE PROTEINAS POR COLUMNA DE SEFAROSA

La columna se encuentra conservada con etanol para evitar contaminacion y
desecacion

1.- Retirar el etanol de la columna lavando poco a poco con 20 ml de H2O milli-Q.
2.- Al terminar de pasar los 20 ml, equilibrar la columna adicionando 15 ml de
Buffer PBS 10mM sin cloruro de sodio (1 M Na2HPOa4, CHAPS 2%, pH=7)

3.- Posteriormente pasar 500 ul de la muestra de proteinas y dejar que esta entre
a la sepharosa, inmediatamente agregar 500 ul de buffer PBS para eluir la
proteina e ir colectando fracciones de 1 ml. Monitorear la absorbancia de las
fracciones a 280 nm. Cuando la absorbancia llega a 0.05 significa que la columna
ya no contiene proteinas.

4.- Mezclar y alicuotar en tubos Eppendorf de 1 ml. Cuantificar la cantidad de
proteina mediante el método de Bradford o de Lowry y analizar las muestras

mediante una electroforesis.
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ISOELECTROENFOQUE

1.- Preparar el equipo de Isoelectroenfoque IPGphor Il a 20°C. Recubrir el

manifold con aproximadamente 110 ml de aceite mineral.

2.- Humedecer con 150 ul de H20O desionizada los pads de contacto con el

electrodo y absorber con papel filtro para eliminar el exceso de agua.

3.- Una vez rehidratadas las tiras IPG se colocan en el manifold cuidando la

orientacién de la tira; el lado acido (+) hacia el anodo.

4.- Colocar los pads rehidratados sobre cada extremo de la tira y situar los

electrodos sobre ellos de manera que se asegure el contacto con la plataforma de

corriente.

5.- Correr la primera dimension en el IPGphor con el siguiente programa:

Por pasos:
Por pasos:
Por gradiente:
Por gradiente:

Por gradiente:

100 V
300 V
1000 V
5000 V
5000 V

150 V/h
200 V/h
300 V/h
4500 V/h
2000 V/nh

6.- Una vez focalizadas las tiras, se almacenan a -70°C hasta su uso posterior.

——
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