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RESUMEN

La exposicion de proteinas heterdlogas en la superficie de enterobacterias mediante ingenieria
genética tiene varias aplicaciones biotecnoldgicas, entre las cuales destaca el desarrollo de vacunas
gue se conocen como de acarreadores bacterianos. El sistema denominado autodespliegue (del
inglés autodisplay) indica la expresién de proteinas heterélogas en la superficie bacteriana a través
del sistema de secrecidn tipo V (autotransportadores) de las bacterias Gram negativas, en las cuales
se sustituye el dominio que forma el poro de translocacion por la proteina pasajera, lo cual se conoce
como expresion en cis. En este trabajo se propone un sistema en trans porque la bacteria se acopla
a biomoléculas que no produce. Para ello, se utilizé el autotransportador ShdA de Salmonella
entérica. Se construyeron dos proteinas de fusién ShdA-avidina con actividad de unidn a biotina; la
proteina sShdA-avidina (short) contiene 314 aminodcidos del autotransportador, mientras que la
denominada wShdA-avidina (whole) contiene 476. Los ensayos de Western-blot revelados con anti-
FLAG mostraron que la forma completa de ShdA (wShdA-avidina) se autodespliega mejor que la
forma corta (sSdha-avidina) en la superficie de E. coli DH5a. Esto se corroboré mediante citometria
de flujo; si bien no fue del todo eficiente pues sélo en una proporcién de la poblacién bacteriana
expreso la avidina, la proporcion fue mayor con wShdA-avidina (64%), en comparacién con la sShdA-
avidina (60.1%). Posiblemente la proteina de fusidn sShdA-avidina es menos eficiente porque
contiene una region linker mds corta impidiendo un mejor autodespliegue. Aunque los pladsmidos
que codifican para las proteinas sShdA-avidina y wShdA-avidina pueden representar posiblemente
una carga metabdlica para la bacteria, se demostrdé que la avidina recombinante es funcional, ya
que E. coli DH5a transformada con cualquiera de las dos formas de ShdA fue capaz de unir en su
superficie biotina-FITC a una concentracién de 2.5 x 10* M. Finalmente, mediante
inmunofluorescencia indirecta se demostrd que la proteina de fusion wShdA-avidina es capaz de
unir OVA-biotinilada. Este estudio puede contribuir al desarrollo de nuevas herramientas para la

exposicidn en trans de biomoléculas heterdlogas biotiniladas en la superficie de E. coli.



ABSTRACT

The exposure of heterologous proteins on the surface of enterobacteria by genetic engineering has
several biotechnological applications, among which the development of vaccines that are found as
bacterial carriers. The system called autodisplay indicates the expression of heterologous proteins
on the bacterial surface through the type V secretion system (autotransporters) of Gram negative
bacteria, in which the domain that forms the translocation pore is replaced by the transient protein,
which is known as in cis expression. This paper proposes a system in trans because the bacterium is
coupled to biomolecules that it does not produce. For this, the ShdA autotransporter of Salmonella
enteric is found. Two ShdA avidin fusion proteins with biotin binding activity were constructed; the
sShdA-avidin protein (brief) contains 314 amino acids of the autotransporter, while the specified
wShdA-avidin (complete) contains 476. Westernblot assays revealed with anti-FLAG contain that the
complete form of ShdA (wShdA-avidin) is expressed better than the short form (sSdha-avidin) on
the surface of E. coli DH5a. This was corroborated by flow cytometry; although it was not entirely
efficient because only in a proportion of the bacterial population expressed avidin, the proportion
was higher with wShdA-avidin (64%), compared to sShdA-avidin (60.1%). Possibly the sShdA-avidin
fusion protein is less efficient because it contains a shorter linker region preventing better self-
deployment. Although the plasmids encoding the sShdA-avidin and wShdA-avidin proteins can
possibly identify a metabolic load for the bacteria, the recombinant avidin was shown to be
functional, since E. coli DH5a is transformed with either of two forms of ShdA it was able to bind on
its surface biotin-FITC at a concentration of 2.5 x 10* M. Finally, by indirect immunofluorescent it
was demonstrated that fusion protein wShdA-avidin is capable of binding biotinylated OVA. This
study may contribute to the development of new tools for in trans exposure of biotinylated

heterologous biomolecules on the surface of E. coli.
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1. INTRODUCCION

1.1. Autodespliegue en la superficie microbiana.

La capacidad de producir proteinas recombinantes, con propiedades mejoradas, que incluyen
mayor afinidad de unién, estabilidad y actividad catalitica, ha tenido un impacto significativo en la
medicina, la investigacién y la biotecnologia (Cherf y Cochran, 2015). De hecho, en los ultimos veinte
afios la expresion de péptidos o proteinas heterdlogas, fusionadas a proteinas de anclaje a la
membrana celular, ha ganado una atencién creciente en la investigacion basica y aplicada para la
expresién de proteinas en la superficie celular bacteriana y de levaduras. Diversos microorganismos
como bacterias y levaduras, representan excelentes células hospederas para la produccion y
expresion de proteinas recombinantes mostradas en la superficie celular (Cherf y Cochran, 2015;

van et al., 2011).

El proceso de presentacidn de una proteina o péptido heterdlogo (con funciones distintas en la
célula hospedera), en la superficie celular, es conocido como autodespliegue. Este proceso, presenta
ventajas considerables para muchas aplicaciones biotecnoldgicas. La molécula que se muestra en la

superficie celular, es de libre acceso para el sustrato o ligando de unién (Jose y Meyer, 2007).

A pesar de tener una mejor comprensidn de la quimica de proteinas y el plegamiento de las mismas,
el disefio de estas, a partir de los principios elementales de ingenieria genética, sigue siendo todo

un desafio (Jose y Meyer, 2007).

A través del uso de una amplia variedad de péptidos heterdlogos, se han expresado un amplio
espectro de proteinas transportadoras disponibles. A este respecto, ciertos sistemas de secrecidn a
nivel de membrana celular externa de bacterias Gram negativas, involucran la via de secrecién de
proteinas llamada autotransportadores, los cuales tienen un gran potencial para la expresion,
exposicién de proteinas en la superficie, con diversas aplicaciones biotecnolégicas (Wernerus y

Stahl, 2004).



1.1.1. Sistemas bacterianos productores de proteinas recombinantes.

El primer sistema de expresidon de moléculas en superficie fue desarrollado por George P. Smith en
la década de los ochentas. Este sistema expresd en la superficie de bacteridfagos, pequenos
péptidos fusionados con la proteina plll del fago filamentoso. Como consecuencia, estos fagos
pueden enriquecerse 1000 veces mds que un fago normal gracias a la afinidad de un anticuerpo
dirigido contra los péptidos fusionados a la proteina plll (Smith, 1985). Desde entonces, se han
desarrollado diversos sistemas para expresar proteinas heterdlogas en la superficie de células
bacterianas. Sin embargo, el tamafio de la proteina pasajera representd una dificultad que limitd en
muchas ocasiones la eficiencia del sistema de expresion en la superficie del fago (Li, 2000). Para
resolver este problema, se disefid el sistema acarreador y de exposiciéon de moléculas en la
superficie bacteriana de autodespliegue, el cual consiste en expresar un péptido o proteina
heterdloga de interés, como una proteina de fusidn con varios motivos de anclaje, que normalmente

son proteinas de la superficie celular o sus fragmentos (Lee et al., 2003).

1.1.2. Aplicaciones de los sistemas bacterianos productores de proteinas recombinantes.

El autodespliegue de moléculas en la superficie de la célula bacteriana tiene una amplia gama de
aplicaciones, por ejemplo: produccion de anticuerpos mediante la expresion de antigenos de
superficie para obtener anticuerpos policlonales en animales (Martineau et al., 1991);
bioadsorbente para la eliminaciéon de productos quimicos nocivos y metales pesados (Bae et al.,
2000; Bae et al., 2002; Sousa et al., 1998; Xu y Lee, 1999); desarrollo de biosensores mediante el
anclaje de proteinas, receptores u otros componentes sensibles a la sefial con fines de diagndstico,
industriales o ambientales (Dhillon et al., 1999; Shibasaki et al., 2001); deteccién de cambios de
aminoacidos individuales en péptidos diana después de mutagénesis aleatoria (Aoki et al., 2002); y
desarrollo de vacunas vivas con células bacterianas patdgenas atenuadas para obtener una
respuesta protectora humoral de anticuerpos antigeno-especifica y/o celular al exponer epitopos

heterdlogos al inmunizar un huésped (Westerlund-Wikstrom et al., 1997) (Fig. 1).
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Figura 1. Aplicaciones del autodespliegue de moléculas en la superficie celular bacteriana. Modificado de: Lee et al.,,
(2003).

1.1.3. Limitaciones de los sistemas bacterianos productores de proteinas recombinantes.

Se han desarrollaron muchos sistemas acarreadores de autodespliegue de proteinas en superficie.
Como consecuencia, se han observado diferentes efectos fisioldgicos sobre las células huésped. Por
ejemplo, el uso de proteinas que son esenciales para funciones celulares o estructurales, tales como
proteinas de membrana externa, puede conducir a defectos de crecimiento y desestabilizacidon de
la integridad de la envoltura celular. Un sistema acarreador debe cumplir cuatro requisitos
esenciales: 1. Debe tener un péptido sefial o sefial de transporte eficaz que permita a la proteina de
fusidn recién sintetizada pasar a través de la membrana interna; 2. Debe tener una fuerte estructura
de anclaje para mantener a las proteinas de fusidon sobre la superficie celular sin que éstas se
desprendan; 3. La célula acarreadora no debe volverse inestable por la insercién o fusion de
secuencias heterdlogas; 4. Debe ser resistente al ataque de las proteasas presentes en el espacio o
medio peripldasmico. Cada tipo de acarreador tiene diferentes caracteristicas y por lo tanto podria
ser util para aplicaciones especificas. Por ejemplo, las fimbrias bacterianas, las proteinas de la capa
Sy algunas proteinas de la membrana externa (tales como en E. coli TraT) son acarreadores eficaces
para propdsitos de inmunoestimulacidn y por lo tanto son particularmente utiles para desarrollar

vacunas recombinantes.



1.1.4. Proteina transportadora (motivo de anclaje).

La localizacion en el acarreador para la insercion o fusion de la proteina o péptido que se busca
autodesplegar es importante porque influye en la eficacia de inmovilizacién, estabilidad, actividad
especifica y en la modificacién post-traduccional de la proteina de fusion (Lee et al., 2003). Por
ejemplo, en fimbrias de varias cepas de E. coli se examinaron cuatro posiciones en la FimA
(aminoacidos en las posiciones 25, 45, 80 y 105) como sitios de fusidén para insertar epitopos
neutralizantes de la cadena B de la toxina del cdlera. Tres posiciones (aminoacidos en las posiciones
25, 45 y 80) eran compatibles, pero una de ellas (aminoacidos en la posicion 105) no lo era. Sus
datos demuestran que el epitopo de la toxina del célera insertado se presentd en una configuracién
antigénica que imitaba la de la toxina y se expuso en la superficie de los huéspedes bacterianos. El
segmento CTB fue reconocido en el contexto de proteinas FimA quiméricas por dos métodos
independientes, microscopia de fluorescencia y microscopia de electrdnica, en la superficie de los

huéspedes bacterianos (Stentebjerg-Olesen et al., 1997).

Debido a que la proteina que se va a autodesplegar debe estar orientada hacia el medio circundante,
es importante identificar las regiones de la proteina acarreadora que estan expuestas fuera de la
célula. Por ejemplo, la molécula de OmpC de E. coli consta de 16 hebras B antiparalelas
transmembrana, que producen una estructura de barril B que rodea un canal grande y estan
conectadas por siete bucles internos y ocho bucles externos. En general, las secuencias de
aminodcidos de los bucles externos son menos conservadas y pueden ser relativamente tolerantes
a la insercion y eliminacién. Este enfoque se utilizé para identificar ocho bucles externos de OmpC
de E. coliy uno de ellos se utilizé con éxito para lograr el autodespliegue en la superficie celular de

péptidos de poli-histidina (Xu y Lee, 1999).



1.1.5. Proteina diana (proteina pasajera).

Se sabe que las caracteristicas de las proteinas pasajeras (proteinas de fusion) afectan
significativamente el proceso de transporte. La estructura plegable de la proteina pasajera (tal como
la formacién de puentes disulfuro) en el lado periplasmico de la membrana externa puede afectar
su translocacién (Jose et al., 1996; Maurer et al., 1997). Ademas, en la insercidén de secuencias de
aminodcidos que contienen muchos residuos hidrofébicos se ha demostrado una secrecién
ineficiente en bacterias (Sjolander et al., 1993). Por ejemplo, en S. xylosus, un bacilo Gram positivo
gue se ha utilizado para la expresién superficial de una regién de 101 aminoacidos, denominada G
cys, derivada de la proteina G del virus respiratorio sincitial humano (VRS); se demostrd por ensayos
de receptores hibridos, que contiene esta regidon de la proteina G del VRS, la cual no podia dirigirse
a la pared celular de las células huésped de S. xylosus, dado que esta regidn de la proteina G del VRS
contenia una regiéon de cuatro residuos de fenilalanina hidréfoba. La proteina pudo ser
autodesplegada exitosamente cuando se generaron mediante mutagénesis dos variantes de esta
region en la proteina VRS G. Una version denominada Gy, en la cual los cuatro residuos de
fenilalanina agrupados fueron sustituidos por residuos de serina y en una segunda variante
denominada Ggel, €n la cual se eliminaron nueve aminoacidos de fenilalanina (Nguyen et al., 1995).
Por otro lado, cuando se usa esta estrategia de cambio de secuencias de aminodcidos, es posible

que la alteracion de la funcién biolégica de la proteina pasajera sea un nuevo problema.



1.1.6. Cepa acarreadora.

La seleccion de una cepa acarreadora para el autodespliegue de proteinas en la superficie es un
factor importante. Un buen acarreador debe ser compatible con la proteina que se va a
autodesplegar y debe ser facil de cultivar sin provocar lisis celular. Ademas, la cepa debe tener baja

actividad de proteasas extracelulares y asociadas a la pared celular (Maurer et al., 1997).

La bacteria Gram positiva Saccharomyces cerevisiae es un buen candidato para autodesplegar
proteinas y presenta varias ventajas sobre otras bacterias. En primer lugar, permite su uso en
alimentos y aplicaciones farmacéuticas. En segundo lugar, sus mecanismos de plegamiento y
secreciéon de proteinas son similares a los de las células de los mamiferos, lo que permite el
autodespliegue de proteinas de mamiferos mejor que un sistema bacteriano. En tercer lugar, las
proteinas pasajeras se pueden autodesplegar enlazadas a la pared celular a través de un anclaje de

glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Lee et al., 2003) (Fig. 2).
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Figura 2. Sistema de autodespliegue en la superficie celular de bacterias Gram positivas. Los circulos verdes representan
proteinas pasajeras heterdlogas. (a) Sistema de autodespliegue en la superficie celular usando la proteina A de
estafilococos como ejemplo representativo del método de fusién N-terminal (b) llustracién esquematica del sistema de
autodespliegue en la superficie celular construido en baterias Gram positivas. Existen varias patentes disponibles para
usar la proteina A como un motivo de anclaje. Modificado de: Lee et al., (2003).
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1.1.7. Sistemas de expresion en superficie desarrollados para bacterias Gram negativas.

Las bacterias Gram negativas poseen una compleja estructura de envoltura celular que consta de
membrana citoplasmatica, periplasma y membrana externa. Esto significa que el motivo de anclaje
superficial, fusionado con la proteina a autodesplegar, debe pasar a través de la membrana
citoplasmatica, el periplasma y la membrana externa. Los mecanismos de direccionamiento y
anclaje de las proteinas acarreadoras varian entre las diferentes proteinas de superficie, es por eso
que se han utilizado diferentes enfoques para desarrollar sistemas exitosos de autodespliegue (Lee

et al., 2003).

El sistema de autodespliegue de proteinas recombinantes sobre la membrana de las formas L de E.
coliy Proteus mirabilis mostro varios motivos de anclaje que han sido usados para el autodespliegue
de proteinas en otras bacterias Gram negativas (Hoischen et al., 2002). (Fig. 3a). Existen diversas
estrategias de fusién de genes en bacterias Gram negativas. El enfoque de fusionar la porcién N-
terminal es adecuado cuando la proteina transportadora posee una secuencia sefial y un dominio
de anclaje fusionado a su porcién C-terminal. El peptidoglicano asociado a lipoproteina es un
acarreador tipico de proteinas de este tipo. La lipoproteina se une a la capa de peptidoglicano con
su porcién C-terminal y a la membrana externa con su cisteina N-terminal modificada por la fraccion
lipidica (Dhillon et al., 1999). En el caso de los miembros de la familia de proteasas de la
inmunoglobulina A (IgA), estos contienen estructuras de autotransportador C-terminal que
promueven la translocacién de los dominios pasajeros unidos al N-terminal a través de la membrana
externa (Jose et al., 1996). El dominio C-terminal forma canales de barril-B similares a porinas en la
membrana externa para facilitar el transporte del dominio pasajero N-terminal. La proteina de
adhesién de E. coli AIDA-I se usé como un motivo de anclaje para autodesplegar la adrenodoxina
bovina dimérica (Adx) en la superficie celular. Este sistema puede usarse para la bioconversion de
esteroides de células completas (Jose et al., 2002). Cuando la subunidad B de la toxina de célera
(CtxB) fue autodesplegada utilizando este sistema, el dominio pasajero fue liberado de la superficie
celular por la accién de proteasas en el espacio enlazador (linker) (Maurer et al., 1997). Otro caso
es la proteina VirG de Shigella, que es responsable de la deposicion de actina filamentosa, la que ha
sido utilizada como un motivo de anclaje para autodesplegar PhoA y MalE sobre la superficie de E.

coli (Suzuki et al., 1995).
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Varias proteinas de membrana externa llevan secuencias de direccionamiento en sus extremos N-
terminal. Estas proteinas se pueden usar como proteinas transportadoras para construir sistemas
de autodespliegue mediante el método de fusién a su C-terminal. El hibrido Lpp-OmpA es un buen
ejemplo de este tipo. La Lpp es necesaria para la localizacién en la membrana externa; la OmpA es
responsable del transporte de proteinas fusionadas al extremo C-terminal a través de la membrana

externa (Bae et al., 2000; Richins et al., 1997).

La proteina de nucleasién de hielo (INP) de Pseudomonas syringae es otro motivo de anclaje que ha
sido usado exitosamente para autodesplegar varias proteinas por fusion al C-terminal, incluida la
levansucrasa (LevU) de Zymomonas mobilis (Jung et al., 1998a), la carboximetilcelulosa (CMCase)
de Bacillus subtilis (Jung et al., 1998b), la salmobin de Agkistrodon halys (Jeong et al., 2001) y la
organofosforushidrolasa (OPH) una enzima bacteriana capaz de degradar un amplio rango de
agentes neurotoéxicos sintetizada por Pseudomonas diminutay Flavobacteriun sp. (Cho et al., 2002).
La INP es una proteina de membrana externa que se encuentra en Erwinia, Pseudomonas y
Xanthomonas. Sus repeticiones internas la convierten en una region ajustable en cuanto a su
longitud (Jung et al., 1998a; Jung et al., 1998b). Por lo tanto, es posible mostrar péptidos o proteinas
usando motivos de INP de diferentes longitudes, lo que aumenta la probabilidad de evitar el
impedimento estérico potencial entre las proteinas autodesplegadas. Mientras que la mayoria de
los sistemas de exposicidén en la superficie celular estdn limitados por el tamafio de la proteina

heterdloga a expresar, el sistema basado en INP puede expresar proteinas de hasta 60 kDa (Fig. 3b).

La enzima extracelular pululanasa de Klebsiella pneumoniae, permanece en la superficie de la célula
temporalmente por medio del dcido graso unido a su cisteina N-terminal y se libera gradualmente
en el medio (Kornacker y Pugsley, 1990). La B-lactamasa y la fosfatasa alcalina se han mostrado
mediante el método de fusién C-terminal usando pululanasa como motivo de anclaje. Sin embargo,
la pululanasa parece ser inadecuada como proteina transportadora en la mayoria de los casos, a

menos que se pueda prevenir su liberacion de la superficie celular (Lee et al., 2003).

La fusién sandwich es la estrategia mas comunmente utilizada para la exposicién de proteinas en la
superficie de bacterias Gram negativas. Se han usado tres clases de proteinas como proteinas
transportadoras: proteinas de membrana externa (PME), proteinas de subunidades de apéndices
extracelulares y proteinas de capa S. Las PME forman B-barriles transmembranales en la membrana

externa. Los B-barriles estan compuestos por pares antiparalelos de hebras-p conectadas por bucles

12



cortos en el lado peripldsmico y por bucles largos en el lado externo. Los bucles externos son
generalmente menos conservados y, por lo tanto, parecen ser tolerantes a un cierto grado de
modificacién, como sustitucién, insercidn y eliminacidn. Estos bucles externos potencialmente se
pueden utilizar como sitios de fusidn para el autodespliegue de proteinas heterdlogas. En general,
se creia que los bucles externos de las PME solo podrian aceptar péptidos heterélogos de 70
aminodacidos o menos debido a la alteracidn de la integridad de la membrana de la proteina
transportadora (Georgiou et al., 1997). Esta limitacion también se aplica cuando los apéndices
superficiales bacterianos se usan como socios de fusién en sandwich. Sin embargo, se ha
demostrado que la OmpC de E. coli podria usarse como un socio de fusién en sandwich, mostrando
muchos polipéptidos mas largos de 162 aminodcidos, que es el péptido mas grande insertado hasta
la fecha utilizando el método de fusidn sandwich (Fig. 3c) (Xu y Lee, 1999). La proteina LamB de E.
coli, que transporta maltosa y maltodextrina, también se usé como un motivo de anclaje en
sandwich. Sin embargo, solo se pueden mostrar polipéptidos cortos de hasta 88 aminodcidos
(Martineau et al., 1991). Algunas proteinas transportadoras pueden mostrar péptidos extrafos en
mas de un sitio de fusion: E. coli TraT es una proteina transportadora de este tipo. Los péptidos
pasajeros podrian fusionarse no solo en el medio de TraT (Taylor et al., 1990), sino también en el
extremo C-terminal. Cuando se expusd el veneno de serpiente rhodostomina, una distintegrina, en
la superficie de E. coli usando TraT, E. coli recombinante se adhirid e internalizd en células de
hamster BHK-21 (Chang et al., 1999). La proteina OmpC también se puede utilizar como un motivo
de anclaje, aceptando las proteinas pasajeras tanto por fusién sandwich (Xuy Lee, 1999) o por fusién

C-terminal.
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Figura 3. Sistemas de autodespliegue en la superficie celular en bacterias Gram negativas. Los circulos verdes
representan proteinas pasajeras heterdlogas. (a) Sistemas de autodespliegue en superficie desarrollados en bacterias
Gram negativas. (b) Sistema de autodespliegue en la superficie celular que utiliza proteina de nucleacidn de hielo (INP),
que es un ejemplo representativo del método de fusién N-terminal. El INP es el portador mas estable y util para expresar
proteinas extrafias de hasta 60 kDa. (c) Sistema de autodespliegue en la superficie celular que utiliza la proteina C de la
membrana externa de E. coli, que es un ejemplo representativo del método de fusidn en sandwich. En este sistema,
podrian insertarse péptidos de poli-histidina (poli-His) de hasta 162 aminoacidos en el séptimo bucle externo (L7) de OmpC
y podrian autodesplegarse de manera eficiente en la superficie celular de E. coli. Modificado de: Lee et al., (2003).

Las proteinas de subunidades de E. coli como flagelo y fimbrias (o pili), se pueden usar para
autodesplegar proteinas heterdlogas. Algunos de los sitios expuestos de las proteinas de las
subunidades principales son prescindibles y son relativamente tolerantes a aceptar secuencias
heterdlogas. Las subunidades quiméricas que llevan polipéptidos extrafios todavia se pueden
ensamblar en apéndices poliméricos, siempre que cada una de ellas lleve un segmento de péptido

extrafio (Stentebjerg-Olesen et al., 1997; Westerlund-Wikstrom et al., 1997).

Se encontré que la proteina de la capa S de la bacteria Gram negativa C. crescentus contiene un
dominio N-terminal que puede unirse a la membrana externa, y un extremo C-terminal que
transmite una sefial de secrecién (Bingle et al., 1997b). Esta proteina de la capa S se utilizd para
mostrar un péptido de 12 aminoacidos de Pseudomonas aeruginosa K pilina en C. crescentus (Bingle

et al., 1997a).
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1.2. Mecanismos de secrecion en bacterias Gram negativas.

Los patdégenos bacterianos han desarrollado diferentes sistemas de secrecion (SS) de moléculas de
virulencia de naturaleza proteica a través de sus membranas celulares (Green y Mecsas, 2016).
Debido a que estas proteinas secretadas actuan como factores de virulencia, que generan productos
téxicos para las células huésped y que pueden facilitar la adhesién a estas células, los patégenos
bacterianos pueden invadir a otros microorganismos evadiendo el sistema inmune del huésped,
produciendo dafio tisular, diseminarse dentro de las células huésped para sobrevivir y multiplicarse
(Henderson y Nataro, 2001a). Es por ello, que los sistemas de secrecién juegan un papel importante
en la comunicacion bacteriana. Hasta el dia de hoy, se han descrito 8 tipos de sistemas de secrecion
(SST1, SST2, SST3, SST4, SST5, SST6, SST7 y SST9) los cuales tienen diferentes funciones tales como
el transporte de proteasas, lipasas, adhesinas, proteinas de unién a hemo y amidasas. Ademas de
funciones especificas como la sintesis de proteinas en las células huésped, adaptacion al medio
ambiente, secrecidn de efectores para establecer un nicho infeccioso, transferencia, absorcion y
liberacién de ADN, translocacidn de proteinas efectoras o ADN y secrecidn de autotransportadores.

Todas estas funciones pueden contribuir a la virulencia y la patogénesis (Pena et al., 2019).

El sistema de secrecion tipo | (SST1) estd ampliamente distribuido en bacterias Gram negativas como
P. aeruginosa, Salmonella enterica, Neisseria meningitidis y E. coli (Thomas et al., 2014). EI SST1 el
cual tiene tres elementos estructurales (la proteina transportadora ABC, una proteina de fusion de
membrana y un factor de membrana externa), pueden transferir sustratos a través de ambas
membranas bacterianas en bacterias Gram negativas en un proceso de un solo paso (Green vy
Mecsas, 2016). El SST1 usa proteinas como sustratos, por ejemplo, proteasas y lipasas de diferentes
tamanios y con diferentes funciones; estas proteinas tienen una sefial de secrecidn no escindida en
el extremo C-terminal que es reconocida por la proteina transportadora ABC para formar el
complejo de translocacién (Delepelaire, 2004; Kanonenberg et al., 2013). Hasta ahora se han
descrito dos sistemas que regulan la expresién y secrecidn de sustratos a través del SST1, el sistema
Has de S. marcescens y P. aeruginosa, y las hemolisinas de Vibrio cholerae, N. meningitidis y, en

particular, de la E. coli uropatogénica (Thomas et al., 2014).

El sistema de secrecion tipo Il (SST2), se conserva en la mayoria de las bacterias Gram negativas, es

responsable de la secrecidén de proteinas plegadas del periplasma. Estas proteinas se transportan
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primero a través de la membrana interna mediante las via de translocacion secretora general Sec, y
por la via de translocacién de doble arinina Tat, luego se secretan del periplasma al medio
extracelular por el SST2 (Green y Mecsas, 2016). El SST2 es una estructura compleja compuesta por
15 proteinas, denominadas proteinas de la via de secrecién general (Gsp) en E. coli, Eps en V. cholera
y Xcp en P. aeruginosa, tiene una amplia gama de sustratos con diversas funciones, aunque todos
comparten una caracteristica, una sefial N-terminal que les permite pasar al periplasma a través de
los mecanismos de secrecién Sec o Tat (Green y Mecsas, 2016; Nivaskumar y Francetic, 2014). La
funcién principal del SST2 es adquirir nutrientes. Es responsable de la secrecion de numerosas
exoproteinas, la mayoria de las cuales son enzimas hidroliticas y otras proteinas como toxinas,
adhesinas y citocromos que desempenan diversas funciones en la respiracién, la formacién de
biopeliculas y la motilidad. EI SST2 ha estado en varias cepas ambientales y también en patégenos
humanos como V. cholera, P. aeruginosa, Aeromonas sp. y Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC)

(Nivaskumar y Francetic, 2014).

El sistema de secrecion de tipo Il (SST3) o inyectosoma, es un aparato con doble membrana
incrustada que se encuentra en multiples bacterias patégenas Gram negativas como Salmonella
spp., Yersinia spp., E. coli enteropatdgena y enterohemorragica, Shigella spp. y Pseudomonas spp.
(Deng et al., 2017; Gaytan et al., 2016). Esta maquinaria compleja promueve la transferencia de
proteinas de virulencia llamadas efectores desde el citoplasma bacteriano a la célula eucariota en
un solo paso (Galan y Waksman, 2018). El SST3 esta compuesto por aproximadamente 25 proteinas
ensambladas en tres estructuras principales: el cuerpo basal, un conjunto de anillos que abarcan las
dos membranas de la bacteria; un componente hueco en forma de aguja a través del cual se
transportan los efectores semi-desplegados (estas dos primeras estructuras se denominan
colectivamente "complejo de agujas"); y el translocén, compuesto por una proteina hidréfila que
sirve como andamio para formar un poro de translocacidn, constituido por dos proteinas
hidréfobas, que se inserta en la membrana de la célula huésped y a través de la cual se translocan
directamente los efectores. Cada patdgeno entrega un conjunto Unico de efectores, que subvierte
las rutas especificas de sefalizacidn de la célula huésped para permitir la colonizacién bacteriana
(Deng et al., 2017; Izore et al., 2011; Notti y Stebbins, 2016). El aparato de exportacién asociado con
el cuerpo basal esta formado por cinco proteinas de membrana interna de polietileno que son
esenciales para la secrecidn de sustrato. Este complejo de proteinas, junto con una plataforma de

clasificacidon citoplasmatica y el complejo ATPasa, son responsables del reclutamiento y la
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clasificacidon del sustrato, y de energizar el proceso de secrecidon que permite la disociacion del
efector chaperona y el despliegue de proteinas para la entrada inicial en el canal central SST3 que
sirve como la via de secrecién. Estos componentes estan altamente conservados entre los diferentes
sistemas SST3 con el flagelo, que esta evolutivamente relacionado con el inyectosoma (Abby y
Rocha, 2012; Galan y Waksman, 2018). Se han descrito varios efectores del SST3 como ExoS, ExoT,
ExoUy ExoY en P. aeruginosa; Tir y EspE en E. coli e YopE, YopH, YopM, Yopl / P, YopO / YpkAy YopT
en Yersinia sp. (Cornelis y Van, 2000).

La familia del sistema de secrecién tipo IV se encuentra en bacterias Gram negativas y Gram
positivas, asi como en Archaea. El SST4 es el sistema de secrecién mas cosmopolita y difiere de otros
SS, ya que es capaz de transferir ADN ademas de proteinas (Cascales y Christie, 2003). Mas
especificamente, el SST4 es capaz de realizar la secrecion dependiente del contacto de moléculas
efectoras en células eucariotas, la transferencia conjugativa de elementos méviles de ADN y
también el intercambio de ADN sin ningun contacto con el exterior de la célula (Green y Mecsas,
2016; Grohmann et al., 2018). El SST4 se puede dividir en funcidén de su funcionalidad en dos
subfamilias: sistemas de conjugacidn y translocadores efectores. Los sistemas de conjugacién son
responsables de la transferencia de genes de resistencia a antibiéticos y determinantes de virulencia
entre bacterias. Los translocadores efectores introducen factores de virulencia en la célula huésped
(Christie, 2016). Sin embargo, en bacterias Gram negativas, el SST4 se ha dividido en dos subfamilias
diferentes: IVA y IVB. Los aparatos de conjugacion de E. coli y el sistema VirB/D de Agrobacterium
tumefaciens son los modelos utilizados para estudiar la estructura del tipo IVA del SST4 (Grohmann
et al,, 2018). El aparato VirB/D consta de 12 proteinas que forman una estructura compleja que
abarca la envoltura que facilita la funcién de translocacion. Dos de estas proteinas, VirB2 y VirB5,
forman el pilus, mientras que otras tres proteinas actlan como ATPasas, y VirB1 es una
transglicosilasa litica (Costa et al., 2015; Green y Mecsas, 2016). El sistema de Legionella
pneumophila Dot/Ilcm (defectuoso para el trafico de organelos/multiplicacién intracelular) es el
modelo utilizado para estudiar la subfamilia IVB del SST4 (Grohmann et al., 2018; Nagai y Kubori,
2011).

El sistema de secrecidn tipo V es Unico porque sus sustratos se transportan a través de la membrana
externa. Los sustratos usan la maquinaria de translocacidn Sec para pasar a través de la membrana

interna al espacio peripldsmico. Se han identificado varios tipos diferentes de SST5:
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autotransportadores (SST5a), translocadores de pasajeros de dos socios (SST5b),
autotransportadores  triméricos  (SST5c),  autotransportadores  hibridos  (SST5d) vy
autotransportadores invertidos (SST5e) (Henderson et al., 2004; Leo et al., 2012; Rojas-Lopez et al.,
2017). En general, el SST5 transporta proteinas a través de la membrana externa (ME) que contiene
lipopolisacdridos, a través de su propio dominio de translocacién C-terminal que se inserta en la ME
como un B-barril para completar la secrecion del dominio del pasajero N-terminal a través del poro
del B-barril. Varias chaperonas peripldsmicas también participan en el transporte a través de la ME,
especificamente la maquinaria de ensamblaje B-barril (complejo BAM) y el mddulo de translocacién
y ensamblaje (complejo TAM) facilitan la secrecidon de proteinas (Rojas-Lopez et al., 2017). Se ha
descrito un SST5 en patdgenos humanos como Bordetella pertussis y Haemophilus influenzae, que
tienen SS de dos socios y E. coli uropatdgena, que tiene sistemas de chaperonas de acompanamiento
(Costa et al., 2015; Green y Mecsas, 2016). YadA de Yersinia enterocolitica y SadA de Salmonella son
T5SS tipo c. Intimina de E. coli enteropatégena e invasina de Yersinia spp. son de tipo Ve SS (Leo et
al., 2012). Un autotransportador (SST5a) (Wilhelm et al., 2007a) y tres SST5b: sistema LepA /LepB
(Kida et al., 2008), el sistema CupB (Ruer et al., 2008) y el sistema PdtA/PdtB (Faure et al., 2014),
han sido reportados en P. aeruginosa. En B. cenocepacia, se han encontrado cuatro SST5 (Holden et
al., 2009), dos con dominios de pertactina y dos con autotransportadores de hemaglutinina; este

ultimo tipo también estd presente en S. maltophilia (Ryan et al., 2009).

El sistema de secrecién tipo VI estd ampliamente representado en bacterias Gram negativas
(Coulthurst, 2013; Gallique et al., 2017b). EI SST6 es un dispositivo de secreciéon integrado dentro de
la membrana y transfiere sustratos, que son efectores toxicos a las células eucariotas (Pukatzki et
al., 2007) y procariotas (Russell et al., 2014). Desempefia un papel crucial en la patogénesis y la
competencia entre bacterias (Costa et al., 2015; Gallique et al., 2017a; Ho et al., 2014; Zoued et al.,
2014). El origen del SST6 esta relacionado con bacteriéfagos (Leiman et al., 2009). El SST6 es un
aparato enorme y consta de 13 componentes centrales organizados en un complejo
transmembrana, una estructura similar a una placa base en la cara citoplasmdtica de la membrana
interna y un tubo interno revestido, que es el mddulo de entrega efector que se expulsa a la célula
diana. El complejo tubo-vaina se ensambla a partir de la placa base en el citoplasma y el tubo hueco
se construye a partir de hexdmeros de la proteina corregulada con hemolisina (Hcp). La vaina se

contrae y empuja el tubo con los efectores asociados hacia las células objetivo, utilizando un
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mecanismo de perforacidn similar al utilizado por las colas contractiles de los fagos (Cianfanelli et

al., 2016; Galan y Waksman, 2018; Green y Mecsas, 2016).

El sistema de secrecion tipo VII se ha descrito en algunas bacterias Gram positivas como
Staphylococcus aureus y en especies de Mycobacterium y Corynebacterium. Este SS se reporté por
primera vez en 2003 en Mycobacterium tuberculosis y se llamé ESX-1 (Stanley et al., 2003), que es
un importante factor de virulencia en M. tuberculosis. Hasta la fecha, se han identificado cinco SST7
en Mycobacterium sp. pero los mecanismos de transporte a través de la membrana micobacteriana
son casi desconocidos (Ates et al., 2016; Costa et al., 2015; Green y Mecsas, 2016). La mayoria de
los sustratos del SST7 pertenecen al clan EscAB que incluye seis familias de proteinas: Esx, PE, PPE,
LXG, DUF2563 y DUF2580. ESAT-6 es una proteina de M. tuberculosis que pertenece a la familia Esx
y que es secretada con EsxB (CFP-10) (Ates et al., 2016).

El sistema de secrecidn tipo IX (SST9) o sistema de secrecidn Por (SSPor), es el sistema descubierto
mas recientemente (Lasica et al., 2017). Su funcidn es transportar moléculas a través de la
membrana externa. Sus sustratos deben incluir una sefal Sec, que permite la transferencia de
proteinas a través de la membrana interna con la ayuda del sistema Sec. El SST9 se ha descrito en
casi todos los miembros del filo Bacteroidetes, pero se ha estudiado principalmente en patégenos
orales como Porphyromonas gingivalis y Tannerella forsythia. En P. gigivalis, el sistema SST9 consta
de 16 proteinas con actividad estructural y funcional, y otras dos proteinas involucradas en la

regulacion del proceso de transporte (Lasica et al., 2017; Sato et al., 2010).

1.2.1. El mecanismo de secrecidon “autotransportador”

Para lograr sus objetivos fisioldgicos, la mayoria de las bacterias Gram negativas deben secretar
varias proteinas diferentes dentro o mas alla de la membrana externa. Existen diferentes vias de
secrecién que transportan proteinas a través de la envoltura celular al medio extracelular. Entre
estos, los autotransportadores monoméricos cldsicos son la via mas ampliamente aplicada para
exportar proteinas heterdlogas con fines biotecnoldgicos y biomédicos (Jose y Meyer, 2007; Nicolay
et al., 2015). Las bacterias Gram negativas utilizan de forma ubicua los autotransportadores clasicos
para exportar los factores de colonizacién y virulencia a la superficie celular o al entorno. Se

expresan como proteinas monoméricas que pasan la membrana interna y externa en dos pasos
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consecutivos facilitados por el translocén Sec y el complejo BAM, respectivamente (van et al.,
2018a). Los autotransportadores se descubrieron como factores que contribuyen a la virulencia de
los patdgenos Gram negativos al actuar como adhesinas, citotoxinas y proteasas que hidrolizan los
componentes del sistema inmune del huésped (Henderson y Nataro, 2001b). Se clasifican como Tipo
Va de la via de secrecion Tipo V, que es un grupo de sistemas de secrecién bastantes simples y
relacionados que median el paso de la membrana interna y externa de las bacterias Gram negativas
en dos pasos consecutivos. Otras ramas de Tipo V son los dos sistemas de secrecién asociados (Tipo
Vb), los autotransportadores triméricos (Tipo Vc), los autotransportadores de tipo patatin (Tipo Vd)
y los autotransportadores de tipo inverso o tipo Intimin (Tipo Ve) (Grijpstra et al., 2013; Leo et al.,

2012).

Los autotransportadores incluyen multiples dominios y subdominios involucrados en la secrecion
sobre la superficie celular (Dautin y Bernstein, 2007; Drobnak et al., 2015; Henderson et al., 1998).
Los principales dominios involucrados son el dominio péptido sefial amino terminal (N-terminal) y
el dominio translocador carboxilo terminal (C-terminal) denominado dominio B (B-barril), que
facilitan la orientacion y el paso por la membrana interna y externa, respectivamente. Entre los dos
dominios de orientacion estd el dominio secretado, la proteina madura "localizada en superficie"
denominada a o dominio pasajero, que lleva la funcién bioldgica (Fig. 4a). Aunque la mayoria de los
dominios pasajeros se escinden proteoliticamente de su dominio translocador después de alcanzar
la superficie celular, permanecen unidos a esa superficie a través de interacciones no covalentes o
se liberan en el medio extracelular. Excepciones conocidas son las esterasas/hidrolasas lipoliticas,

que no se escinden de sus dominios translocadores (Celik et al., 2012; van den Berg, 2010).

Las primeras estructuras obtenidas por cristalografia de los dominios pasajeros mostraron un tallo
B-helicoidal rigido del cual sobresalen los dominios laterales funcionales (Emsley et al., 1996; Otto
et al., 2005) (Fig. 4b). Sin embargo, no todos los dominios pasajeros son B-helicoidales, como se
muestra para la esterasa EstA (van den Berg, 2010) y como se ha predicho para otros dominios
pasajeros (Celik et al., 2012; Rojas-Lopez et al., 2017). Por el contrario, todas las predicciones y
estructuras del dominio translocador muestran un B-barril de 12 cadenas con el poro ocupado por
un segmento linker (enlazador) que conecta al dominio pasajero con el B barril (Barnard et al., 2007,

Oomen et al., 2004; Tajima et al., 2010; Zhai et al., 2011). Este linker adopta un pliegue a-helicoidal
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en la luz del barril y bloguea el poro cuando se libera al dominio pasajero (Fig. 5) (Roussel-Jazede et

al., 2011).
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Figura 4. Dominios y estructuras autotransportadoras. (a) Descripciéon esquemadtica de los dominios de los
autotransportadores monoméricos clasicos usando el HP de E. coli como ejemplo. El tamafio de los dominios indicados es
proporcional a su longitud real. La nomenclatura de los dominios autotransportadores puede diferir entre
autotransportadores y estudios. (b) Ejemplos de estructuras por cristalografia del dominio autotransportador. De
izquierda a derecha: el dominio pasajero de pertactina, el dominio pasajero de Hbp (1WXR), el enlazador y el B barril de
EspP (3SLO, que muestra la unidad antes de la escision proteolitica) y EstA (3KVN). EstA incluye un pasajero que no se
libera proteoliticamente de su B-barril y no se pliega en una estructura de tallo B-helicoidal. Modificado de: van Ulsen
(2018).

Los autotransportadores han sido aprovechados para la exploracién de los sistemas de secrecidn de

polipéptidos heterdlogos debido a su versatilidad y aparente simplicidad (Jose y Meyer, 2007). De
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hecho, la insercién genética de tales secuencias entre el péptido sefial y el dominio translocador a
menudo resulté en la secrecidon exitosa de proteinas recombinantes. Ademas, la mutacién del sitio
de escision proteolitica que separa al dominio pasajero del dominio translocador dio lugar a la
exposicién o visualizaciéon de los dominios pasajeros autotransportadores en la superficie de la
célula (Jong et al., 2014). Ademas, ayudd a desarrollar el autotransporte como una herramienta
biotecnoldgica versatil que se puede usar para muchos propdsitos, incluida la visualizacién de
bibliotecas de péptidos, vacunas o la localizacién de actividades enzimaticas en la superficie celular

(Jong et al., 2010; Jose y Meyer, 2007; Nicolay et al., 2015).
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Figura 5. Mecanismo de secrecidn de las proteinas autotransportadoras. (a) Estructura del precursor de la poliproteina.
(b) Transporte del dominio pasajero recombinante. Mediante el uso de un péptido sefial tipico, una proteina precursora
llega a los compartimentos externos, tales como la membrana eternay el periplasma. Una vez en el periplasma, el dominio
C-terminal del precursor se pliega en una estructura similar a la de una porina, el llamado B-barril permanece dentro de
la membrana externa y el dominio pasajero se transmite a la superficie de la célula. PS: péptido sefial; MIl: membrana
interna; PP: periplasma; ME: membrana externa. Modificado de: Jose y Meyer (2007).

Los autotransportadores se expresan como polipéptidos Unicos que atraviesan la membrana interna
de la célula Gram negativa a través del translocon Sec, que es el objetivo del péptido sefial N-

terminal. Este paso es un primer cuello de botella en el proceso de secrecidn con implicaciones para
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los pasos posteriores (Braselmann et al.,, 2016; Jong et al.,, 2010; Szabady et al., 2005). En el
periplasma, el dominio translocador se pliega en un B-barril de 12 cadenas y se inserta en la
membrana externa para soportar el transporte del dominio pasajero a la superficie de la célula. La
conformacion B-barril es el pliegue general para las PME. La insercién del dominio translocador a la
membrana externa, asi como la secreciéon del dominio pasajero, requieren del complejo BAM
(maquinaria de ensamblaje del B-barril) (Wu et al., 2005). De hecho, las vias para la secrecién y el
ensamblaje del autotransportador de proteinas de membrana externa se superponen, y comparten
muchos factores involucrados en el autotransporte y la biogénesis de PME. En el periplasma, los
autotransportadores interactian con las chaperonas periplasmicas SurA, Skp y DegP. SurA 'y Skp se
unen al autotransportador naciente antes y durante las interacciones con el complejo BAM, aunque

ambos factores no son esenciales para la secrecion del autotransportador (Ruiz-Perez et al., 2009a).

Los estudios detallados del plegamiento de la PME FhuA utilizando microscopia de fuerza atomica
demostraron que tanto Skp como SurA previenen el plegado y la agregacion del B-barril de FhuA,
mientras que SurA también promueve su correcto plegamiento (Thoma et al., 2015). La interaccion
de los autotransportadores nacientes con las dos chaperonas se demostré en experimentos de
entrecruzamiento utilizando mutantes de los autotransportadores EspP y Hbp que permanecieron
pegados en la membrana externa muy cerca del complejo BAM (leva y Bernstein, 2009; leva et al.,
2011; Pavlova et al., 2013; Peterson et al., 2010; Sauri et al., 2009; Soprova et al., 2010). Estos
estudios indicaron que tanto el dominio pasajero como el translocador interactian con las

chaperonas en el contexto del complejo BAM.

La proteasa peripldsmica DegP es parte de la respuesta al estrés de la envoltura celular 6E que se
induce cuando se acumulan PME nacientes (Raivio, 2005). DegP combina una funcién chaperona
para el plegado de las PME y una actividad de proteasa para degradar las PME que no se ensamblan
en la membrana externa (Spiess et al., 1999). De acuerdo con esta funcién de vigilancia, los
autotransportadores mutantes estancados que se acumulan dentro del complejo BAM también se
degradan por DegP (Jong et al., 2007; Junker et al., 2009; Peterson et al., 2017; Ruiz-Perez et al.,
2009b) . En general, las chaperonas mantienen a los autotransportadores en un estado competente
de secrecidn y parecen actuar como un sistema de control de calidad cuando se dificulta la

secrecion.
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La PME BamA es la subunidad principal del complejo de BAM y consiste en un B-barril de 16 cadenas
con una puerta lateral formada por las cadenas B cortas y flexibles (ladanza et al., 2016; Noinaj et
al., 2014; Noinaj et al., 2013). El B-barril también parece comprimir la bicapa lipidica de la membrana
externa, lo que podria ayudar a disminuir la barrera energética para que las superficies hidréfobas
se inserten en los lipidos de la membrana externa (Noinaj et al., 2013). El N-terminal del B-barril de
la proteina BamaA tiene cinco dominios POTRA que se extienden hacia el espacio periplasmico (Kim
et al.,, 2007). Actian como dominios receptores para complejos de chaperonas de sustrato y
ensamblan las cuatro lipoproteinas accesorias (BamB-E) que también forman parte del complejo de
BAM (Bakelar et al., 2016). Juntos, BamB-E forman una estructura dindmica similar a un anillo
debajo del B-barril de BamA, de la cual la subunidad BamC también puede estar parcialmente
expuesta superficialmente en conformaciones especificas del complejo BAM (Webb et al., 2012a).
Varias observaciones indican que el ensamblaje del dominio translocador autotransportador en la
membrana externa y la translocacion del dominio pasajero a la superficie celular ocurren

simultdneamente coordinados por el complejo BAM (Fig. 6).
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Dominios POTRA pasajero enlazador p-barril

Figura 6. Modelo para la secrecidn del dominio pasajero autotransportador a través de la membrana externa. Panel
superior izquierdo: la estructura del complejo BAM obtenida por crio-EM. Se indican las caracteristicas de BamA que
parecen importantes para su funcidon. La subunidad BamE no es visible en esta vista. Panel superior derecho:
representacion esquematica de un primer paso, con las hebras del dominio B-barril ensambladas en la puerta lateral de
BamA. Panel inferior izquierdo: el plegado continuo del B-barril coloca un segmento de iniciacién del dominio pasajero
en la superficie de la celda mientras que el B-barril ain no estda completamente plegado. Panel inferior derecho: la
presencia de este segmento comienza a doblar mas al pasajero en la superficie de la celda en un movimiento similar a un
trinquete. En este paso, el B-barril permanece en contacto con BamA, impidiendo su plegado completo y muy
probablemente formando un canal hibrido con BamA que permite el paso de segmentos pasajeros, incluidas las
estructuras que son mas grandes que el tamafio con el que puede contar el B-barril completamente plegado. ME:
membrana externa. Modificado de: van Ulsen (2018).
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1.2.2. Aplicaciones del sistema de secrecion autotransportador.

Las bacterias Gram negativas, como E. coli, se utilizan ampliamente en los procesos de produccién
biotecnoldgica. La secrecidén de proteinas recombinantes en su medio extracelular ofrece varias
ventajas. Lo primero y mds importante es la facilidad de purificacidon de las proteinas secretadas, ya
gue la recoleccion de medios, ya sea por filtracién o centrifugacidn, resulta en un importante
enriquecimiento de las proteinas de interés, dados los bajos niveles de secrecién de proteinas
enddégenas en E. coli. Ademas, el plegamiento, la solubilidad, la actividad y la estabilidad de las
proteinas generalmente se benefician de las estrategias de produccion extracelular. En particular,
las proteinas propensas a la agregacion y la degradacion se benefician de una transferencia rapida
desde el citoplasma abarrotado al medio extracelular. Para aplicaciones tales como el desarrollo de
vacunas, la biocatalisis con células integrales, el desarrollo de biosensores y el cribado de bibliotecas
combinatorias, se prefiere la exposicidon de proteinas recombinantes en la superficie celular a su
liberacion en el medio de cultivo (van et al.,, 2018b). Histéricamente, los autotransportadores
cldsicos de Tipo-Va han sido portadores de proteinas recombinantes, debido a su relativa
simplicidad en comparacion con los sistemas de secrecién de multiples componentes (Jong et al.,
2010; Jose y Meyer, 2007), aunque también los autotransportadores inversos (Tipo Ve) se han
utilizado (Salema et al., 2013; Wentzel et al., 2001). Los autotransportadores también pueden ser
facilmente modificados para pasar de liberacion extracelular de una proteina hibrida a exponer esa
proteina en la superficie celular simplemente mutando el sitio de escisién proteolitica que separa el
dominio pasajero del dominio translocador (Fig. 7) (Jong et al., 2012). Alternativamente, un sitio de
reconocimiento para la proteasa de membrana externa OmpT fue introducido para controlar la
liberacion o retencion de la expresion en cepas silvestres o knock-out de OmpT (Fleetwood et al.,

2014).

Otra ventaja de usar autotransportadores para la secrecidn o exposicion de proteinas
recombinantes radica en su compatibilidad con diferentes especies hospedadoras, aparte de sus
hospedadores naturales (Tozakidis et al., 2015). Histéricamente, esto se atribuyd a la presunta
naturaleza auténoma del mecanismo de secrecidon que se refleja en la designacion
"autotransportador" (Henderson et al., 1998). Sin embargo, la participacién del complejo BAM en
la secrecién de autotransportadores puede explicar las diferencias en la eficacia observada con el

uso de autotransportadores entre especies de este tipo (Jong et al., 2018; Marin et al., 2010;
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Tozakidis et al., 2015). Se sabe que su componente principal BamA, reconoce un motivo de
secuencia en la ultima hebra B de proteinas B-barril para facilitar su insercién en la membrana
externa (Robert et al., 2006; Webb et al., 2012b). Las variaciones especificas de la secuencia en este
motivo podrian explicar algunos de los problemas de incompatibilidad observados, aunque los B-
barriles no relacionados tienden a ser manejados por el complejo BAM (Walther et al., 2010). En
cualquier caso, las implicaciones intrincadas y sutiles de la expresion no endégena no pueden
excluirse si BamA y el B-barril autotransportador contribuyen a la translocacién de dominios
pasajeros. Para estar seguros, se recomienda el uso de un autotransportador homadlogo o al menos
filogenéticamente no demasiado lejano (Jong et al., 2018). En E. coli, la mayoria de las aplicaciones
involucran la exposicion de proteinas recombinantes en lugar de su secrecién, y los
autotransportadores endégenos AIDA-I, Ag43, Pet y Hbp se han utilizado como transportadores
(Jose y Meyer, 2007; Nicolay et al., 2015). Se han explorado dos estrategias de fusion (van et al.,
2014) a) reemplazo del dominio pasajero por la secuencia heteréloga que por lo tanto esta
directamente relacionada con el dominio del translocador; b) insercién de la secuencia en el
dominio pasajero, preferiblemente reemplazando los dominios laterales que sobresalen del tallo 8-
helicoidal (Fig. 3). Cabe sefalar que recientemente se demostrd que la exposicion de las fusiones
directas al dominio translocador se mejoraron notablemente al modificar el conector entre el B-
barril y el compafiero de fusién (Quehl et al., 2017). Sin embargo, la segunda estrategia puede
beneficiarse de la estabilidad del pasajero B-helicoidal que permanece intacto y puede ayudar a
plegar la proteina recombinante fusionada (Jong et al., 2012; Sevastsyanovich et al., 2012). Ademas,
el tallo rigido del pasajero orienta el polipéptido insertado y lo coloca a una distancia de la superficie
celular (Fig. 7), lo que puede ser ventajoso en aplicaciones donde la accesibilidad es critica. La
conservacion de la estructura del pasajero también permite la visualizacidn simultdnea de multiples
inserciones en los dominios laterales disponibles (Fig. 7). Otra forma de lograr la exposicion
superficial de diferentes proteinas en una bacteria es mediante la expresién conjunta de
construcciones compatibles en una cepa (Quehl et al., 2016; Yoo et al., 2015). Este enfoque se ha
utilizado recientemente para expresar simultdneamente una lipasa unida a su plegasa en dos
construcciones expuestas por separado (Kranen et al., 2014; Wilhelm et al., 2007b). La coinsercién
en la membrana externa de la lipasa y la plegasa permitio la activacidn eficiente de la lipasa, lo que

indica la posibilidad de utilizar células bacterianas como biocatalizadores de células completas.
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Figura 7. Autotransportadores como portadores para la secrecion o exposicion de secuencias de proteinas heterdlogas.
Los autotransportadores se utilizan para la exportacién de proteinas heterdlogas con fines biotecnoldgicos y biomédicos.
Panel superior: la mutacién del sitio de escision autoproteolitica (X) en el enlazador da como resultado la exposicion del
pasajero en la superficie celular (izquierda). Insercion de secuencias de proteinas heterdlogas dentro del pasajero (ins),
preferiblemente reemplazando los dominios laterales (sd; gris) que sobresalen del tallo B-helicoidal (centro), o
reemplazando la secuencia completa del pasajero por una proteina de interés (reemplazo) ; derecho. Panel inferior
izquierdo: la expresion de autotransportadores que llevan inserciones puede resultar en la secrecion o exposicion de la
proteina heterdloga. Panel inferior derecho: el uso de cepas hiper-vesiculantes permite la purificacién de vesiculas de
membrana externa (VME) que muestran secuencias de proteinas heterélogas. Modificado de: van Ulsen (2018).

28



Mas recientemente, se demostré que la combinacidon de membranas de células que muestran la

lipasa o la plegasa ofrecia un mejor control de los niveles de actividad (Chang et al., 2017).

Por otra parte, en los sistemas de expresién in cis, la optimizacidn de la produccidn y translocacién
de proteinas heterdlogas, mediante el sistema de autotransportador; el acortamiento de la unidad
translocadora y el incremento del tamafio de la secuencia sefial de corte, han sido explotados para

lograr este fin (Jiang et al., 2011; Oliver et al., 2003).

Utilizando la tecnologia del autodespliegue, se logré expresar por medio de un dominio
autotransportador llamado AIDA-I (adhesina involucrada en la adherencia difusa) estreptavidina en
la membrana externa de E. coli UT5600 como una proteina de fusidon recombinante (Park et al.,
2011). Sin embargo, este es el primer informe de la expresidn y exposicién de un analogo de la

avidina por un autotransportador en E. coli que mantiene sus propiedades bioldgicas.

1.2.3. El autotransportador ShdA de Salmonella enterica.

El gen shdA se encuentra en una isla genética de 25 kb en la regidn intergénica xseA-yfgk en el
centisoma 54 (isla CS54) del cromosoma de Salmonella serotipo Typhimurium (Kingsley et al., 2002).
El dominio de translocaciéon de ShdA estd compuesto por un dominio B-barril transmembrana
integrado a la membrana externa y a una region linker que conecta el B-barril con el dominio

pasajero.

ShdA se ha caracterizado como una proteina de membrana externa que pertenece a la familia de
autotransportadores caracterizada por un dominio pasajero que consta de dos regiones: una regién
de no repeticion N-terminal y una regidn de repeticion que comprende dos tipos de repeticiones de
aminodcidos directos imperfectos (llamadas A y B). La regién A se repite tres veces (Al a A3),

mientras que la regién B se repite 9 veces (B1 a B9) (Fig. 8) (Kingsley et al., 2004).
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Figura 8. Regiones y dominios encontrados en ShdA. ShdASTm presenta un dominio pasajero que se puede dividir en dos
regiones: una region no repetitiva N-terminal y una regién repetida constituida por dos tipos de repeticiones de
aminodcidos directos imperfectos (denominadas A y B). La regidn A se repite tres veces (Al a A3), mientras que la regién
B se repite 9 veces (B1 a B9). Los dominios y regiones de ShdASTy se dedujeron de la comparacion con ShdASTm.
Modificado de: Urrutia (2014).

Salmonella enterica es un patdgeno invasivo, facultativo e intracelular de animales y el hombre con
la capacidad de colonizar varios nichos en diversos organismos hospedadores. La patogenia de las
infecciones por S. enterica requiere adhesion a varias superficies de la célula huésped, y se pueden
encontrar una gran cantidad de estructuras adhesivas. Dependiendo del serotipo de S. enterica, se
identifican agrupaciones de genes para mas de 10 adhesinas fimbriales diferentes, con fimbrias tipo
I como Fim, Lpf (fimbrias polares largas), Tafi (fimbrias agregativas delgadas) o pilitipo IV de serotipo
Typhi. Ademas, se han identificado adhesinas autotransportadoras como ShdA, MisL y SadA y las
adhesinas repetitivas grandes de tipo | SiiE y BapA. Aunque las funciones de muchas de las diversas
adhesinas no se conocen bien, estudios muestran las propiedades estructurales y funcionales
especificas de las adhesinas de Salmonella y cémo actdan en conjunto con otros determinantes de

virulencia (Dorsey et al., 2005; Wagner y Hensel, 2011).

Los autotransportadores, como familia grande y diversa de proteinas de membrana externa,
contribuyen a la patogenicidad de las bacterias Gram negativas (Wang et al., 2018). En este
contexto, el autotransportador ShdA de Salmonella typhimurium es una proteina que reconoce y se
une especificamente a la fibronectina, una glicoproteina producida de manera abundante por las
células intestinales epiteliales, durante el dafio inflamatorio inducido por la colonizacién bacteriana
(Kingsley et al., 2002). De esta manera, ShdA contribuye a la adherencia e invasion de las células

productoras de fibronectina. Ademas, ShdA esta involucrado en la colonizacién del ciego vy las placas
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de Peyer del ileon de ratones (Urrutia et al., 2014) y en menor grado, los ganglios linfaticos
mesentéricos y el bazo, de raton (Kingsley et al., 2003). Las mutantes en ShdA (AshdA) de S.
typhimurium, muestran una colonizacidn y persistencia reducida en el intestino del ratén (Kingsley
et al.,, 2003). Sin embargo, esta misma delecidén resulta mas virulenta en cerdos, sin afectar la

persistencia bacteriana en este Ultimo hospedero (Boyen et al., 2006).

1.2.4. ShdA como dominio translocador en la expresion de péptidos heterdlogos.

Estd reportado que mas de 15 autotransportadores han sido usados para la translocacién de
péptidos heterdlogos, como dominios pasajeros y con fines de vacuna (Nicolay et al., 2015). El
epitopo Nef del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) (Maurer et al., 1997), se expreso en la
superficie celular de la adhesina bacteriana FimH, de Salmonella enterica serovar typhimurium,
mediante el autotransportador gp43 (Kjaergaard et al., 2002). Un epitope de la ureasa A de H. pylori,
se expresé en la superficie celular de una cepa atenuada de Salmonella, mediante el
autotransportador AIDA-I (Rizos et al., 2003), al igual que péptidos derivados de la proteina de la
capside de Enterovirus 71 (responsable de la enfermedad de manos-pies-boca), los cuales han sido
expresados en la superficie bacteriana de una cepa atenuada de Bordetella, mediante el

autotransportador BrkA (Xin et al., 2010).

De manera importante, la region linker de ShdA es indispensable para la translocacion del dominio
pasajero a la superficie bacteriana. El acortamiento o mutagénesis sitio-dirigida en la regién linker
representa un impedimento para el autodespliegue de péptidos heterdlogos. A este respecto, se
requieren 16 aminodacidos del dominio a del autotransportador ShdA, para que se pueda translocar

a la superficie bacteriana, péptidos heterélogos (Osorio-Ledn, 2004).

Por su parte, el autotransportador ShdA de Salmonella enterica serovar Typhimurium SL3261, ha
sido empleado para expresar en la superficie bacteriana, un epitopo de 30 aminoacidos (Ag30),
derivado de la glicoproteina de 43 kDa (aminoacidos 210-239), de las larvas musculares de
Trichinella spiralis. En este estudio se indujo una proteccién parcial (62.8%) contra la infeccion. La
proteina de fusidén provocd anticuerpos en ratones BALB/c que fueron capaces de reconocer el

epitopo nativo en la superficie de las larvas del musculo T. spiralis. Este estudio demostré la utilidad
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de Salmonella como portadora de epitopos de nematodos, proporcionando un sistema de
exposicién en superficie gracias al autotransportador ShdA para la aplicaciéon de un candidato a

vacuna contra parasitos intestinales (Pompa-Mera et al., 2011).

Con la finalidad de incrementar la inmunogenicidad y el nivel de proteccién conferida por la cepa
candidato a vacuna Salmonella pAg30 (Pompa-Mera et al., 2011), se fusionaron tres copias del
adyuvante molecular P28-C3d y una secuencia de corte (SCOT), al epitopo Ag30, generando la cepa
pAg30-C3d-P285-SCOT. La inmunizacion intranasal de ratones BALB/c con Salmonella enterica
serovar Typhimurium SL3261 atenuada, cepa pAg30-C3d-P283-SCOT, resulté en una reduccién del
92.8% de la carga parasitaria, a nivel intestinal, en comparacion con el grupo inmunizado con la cepa
pAg30. De manera importante, la inmunizacién con la cepa pAg30-C3d-P283-SCOT, resultd en un
perfil de citocinas Th1/Th2, con predominancia de la respuesta Th2, caracterizada por la presencia

de IgG1, produccién de IgA intestinal y secrecion de IL-5 (Pompa-Mera et al., 2014).

1.2.5. Sistemas de autoexpresion in trans.

En su mayoria, los enfoques para la expresion de péptidos heterdlogos en superficie bacteriana,
mediante los autotransportadores, como unidades de translocacién, se caracterizan por ser
sistemas in cis, es decir, el acarreador bacteriano produce la proteina heteréloga. Mas aun, los
sistemas in cis estdn imposibilitados para la expresidon de proteinas con modificaciones
postraduccionales, tales como glicoproteinas. Recientemente, han emergido los sistemas de
autoexpresion in trans, en los cuales la proteina heterdloga es purificada por separado y fusionada

a la proteina de anclaje a la membrana celular (Kalyanasundram et al., 2015).

La produccion de proteinas recombinantes complejas o con requerimientos adicionales, en
términos de modificaciones postraduccionales, con frecuencia se logra en lineas celulares de
mamiferos. Sin embargo, el proceso para este fin, se ve obstaculizado por el bajo rendimiento y
nivel de expresidn, que muchas veces suele ser inestable conforme pasa el tiempo. (Kwaks y Otte,
2006). Si bien, el empleo de los sistemas de expresidn en E. coli suelen ser muy versatiles; también
pueden resultar en problemas relacionados con la sobreexpresidén de proteinas recombinantes. En

estos casos, las proteinas recombinantes se acumulan como agregados insolubles en cuerpos de
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inclusion. Para superar estos problemas, la expresidn de proteinas in trans emergié como una
alternativa, especialmente y ante la necesidad de contar con biomoléculas complejas o con
modificaciones postraduccionales, expresadas y purificadas de una célula huésped, antes de

fusionarlas al motivo de anclaje superficial de bacterias (Mustafa et al., 2018; Mustafa et al., 2019).

Existen ejemplos de sistemas de expresién in trans que han sido reportados. La glicoproteina TRP-
2-cA se produjo en células de ovario de hamster chino (CHO) y posteriormente se unié al dominio
de anclaje de la pared celular lactocdcica de L. lactis. Este estudio demuestra que los antigenos
glicosilados se pueden producir en un sistema celular de mamifero y luego se pueden anclar a una
superficie celular bacteriana, por fusién con un motivo de anclaje de la pared celular
(Kalyanasundram et al., 2015). Otro caso es ejemplificado por la produccién de ACERL como proteina
de fusion, la cual pudo ser unida al dominio de anclaje de L. plantarum, lo cual permitid la expresién
eficiente en la superficie bacteriana, con una unién estable (Mustafa et al., 2018). Asimismo, la
exposicidn in trans de antigenos de tuberculosis (TB) en la pared celular, a través del dominio de
union LysM, ha permitido el empleo de probidticos como Lactobacillus plantarum con fines de

vacuna, sin la necesidad de modificacién genética del vector (Mustafa et al., 2019).

Hasta el momento, ShdA se ha usado para la exposicién in cis de proteinas de fusiéon en la superficie
bacteriana; pero su uso para la tecnologia de exposicion de péptidos heterdlogos in trans, ain no

ha sido explorado.
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1.3. Principios y aplicaciones del sistema de unién avidina-biotina.

1.3.1. Caracteristicas de la interaccion avidina-biotina.

La interaccidn avidina-biotina es una de las interacciones no covalentes mas fuertes en la naturaleza.
Por lo tanto, la avidina y sus andlogos (estreptavidina, neutravidina, bradavidina Il) se han utilizado
ampliamente como sondas y matrices de afinidad para una amplia variedad de aplicaciones en
ensayos bioquimicos, diagndstico, purificacion por afinidad y administracion de farmacos.
Recientemente, ha habido un creciente interés en explorar esta interaccion no covalente en
sistemas de administracion de farmacos a nano escala para agentes farmacéuticos, que incluyen
moléculas pequenas, proteinas, vacunas, anticuerpos monoclonales y acidos nucleicos.
Particularmente, la facilidad de fabricacidn sin perder las propiedades quimicas y biolégicas de las
moléculas acopladas hace que el sistema de avidina-biotina sea una plataforma versatil para la
nanotecnologia. Adema3s, las nano particulas basadas en avidina se han investigado como sistemas

de diagndstico para varios tumores y antigenos de superficie (Jain y Cheng, 2017a).

La avidina es una glicoproteina tetramérica basica compuesta por cuatro subunidades idénticas,
cada una se une a la biotina con alta especificidad y afinidad (K¢ = 1.3 x 10> M a pH 5.0). La avidina
se deriva originalmente de los huevos de aves, reptiles y anfibios. Se han estudiado varias avidinas
modificadas genéticamente y quimicamente y sus andlogos para mejorar las caracteristicas
funcionales y estructurales de las avidinas (Laitinen et al., 2006). La interaccidn avidina-biotina se
considera una de las interacciones no covalentes mas especificas y estables. La mayor ventaja de
este sistema es su interaccion de alta afinidad, que es estable frente a la manipulacion, las enzimas
proteoliticas, la temperatura, el pH, los reactivos orgdnicos agresivos y otros reactivos de
desnaturalizacion (Elia, 2008; Rybak et al., 2004) . Por lo tanto, la interaccién avidina-biotina sirve
como una gran herramienta en las aplicaciones biomédicas y nanotecnoldgicas. Por otro lado, los
conjugados basados en biotina son faciles de sintetizar y tienen menos impacto en la actividad de

las biomoléculas (Jain y Cheng, 2017b).

En comparacién con otras interacciones covalentes y no covalentes, el sistema avidina-biotina
ofrece enormes ventajas, como la amplificacién de sefiales débiles, el funcionamiento eficiente y la

estabilidad. Por lo tanto, la avidina ha sido una modalidad muy versatil en el campo de la
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biotecnologia, especialmente en los ensayos bioquimicos y de la purificacidén por afinidad durante
varias décadas. También se han realizado enormes esfuerzos para utilizar las propiedades
inherentes de la avidina en los medicamentos de biotecnologia, y algunos de ellos se han evaluado

en estudios clinicos (Jain y Cheng, 2017b).

1.3.2. Estructura y propiedades fisico quimicas de la avidina.

La avidina es una glicoproteina tetramérica basica (pl ~ 10) (peso molecular 66—69 kDa) (Yao et al.,
1998). Cada una de las cuatro subunidades contiene 128 aminoacidos y se une a la biotina con alta
especificidad y afinidad (Kd ~ 107*> M) (Livnah et al., 1993; Rosano et al., 1999). Cada subunidad esta
compuesta por ocho cadenas B antiparalelas que forman un B barril, cuyo extremo ancho se une a

la biotina (Pazy et al., 2003).

La interaccion avidina-biotina es aproximadamente de 10% a 10° veces mas alta que la interaccién
anticuerpo-antigeno. Sin embargo, la avidina puede tener un alto grado de unidn inespecifica in vivo
debido a su pl basico y su glicosilacion. Se han realizado esfuerzos para estudiar las propiedades
estructurales de la avidina mediante el analisis con rayos X de su estructura 3D para mejorar su
estabilidad y propiedades funcionales. Se han generado con éxito varios andlogos de avidina
qguiméricos con mejor estabilidad térmica y resistencia a las enzimas proteoliticas (Maatta et al.,
2011; Taskinen et al., 2014). Por otro lado, la fuerte interaccién entre la avidina y la biotina puede
suponer una limitacidn en la liberacion de las biomoléculas marcadas de la biotina o la avidina. La
reversibilidad de la interaccién avidina-biotina se puede lograr mediante la adicidon de una solucidn
de biotina altamente concentrada. También se han desarrollado andlogos de biotina que tienen una
afinidad ligeramente baja hacia la avidina en comparacién con la biotina. Por ejemplo, la
destiobiotina puede ser facilmente liberada desde la adicidn de una solucién de biotina concentrada
en forma moderada (Hirsch et al., 2002). Otro método consiste en insertar un enlazador escindible,
como un enlazador que responde a estimulos, entre las biomoléculas y la biotina o avidina. Cabe
destacar que la modificacién quimica de las biomoléculas puede comprometer su actividad (Chivers

et al., 2010).
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1.3.3. Estructura y propiedades fisico quimicas de la biotina.

La biotina es una vitamina, también conocida como vitamina H, vitamina B7 o coenzima R. La biotina
estd compuesta por un anillo de tetrahidrotiofeno fusionado con un anillo ureido
(tetrahidroimidizona). Juega un papel clave en la sefializacion celular y actiia como un promotor de
crecimiento celular. El receptor de biotina (transportador multivitaminico dependiente de sodio y
transportador de biotina de alta afinidad) se expresa ampliamente en casi todas las células vivas.
Ademas, su expresion en células cancerosas en divisién es mads alta que en las células normales, lo
gue hace de la biotina un potencial grupo para el tratamiento del cancer (Chen et al., 2010). Por lo
tanto, se ha realizado un gran esfuerzo para desarrollar plataformas basadas en biotina para la
deteccidn y diagndstico de tumores (Ren et al., 2015). Los grupos funcionales de la biotina se han
modificado quimicamente para sintetizar andlogos de la biotina, como la iminobiotina, la etilbiotina,
la destiobiotina, la biotina-carbamato y la biotina carbonato para diversas aplicaciones (Yamamoto
et al., 2015). La modificacién quimica de la biotina puede afectar su afinidad hacia la avidina. Por
ejemplo, la iminobiotina muestra valores de Kd dependientes del pH. Su Kd es 3.5 x 107 M a pH
basico pero mayor a 102 M a pH acido de 3 a 4. (Fudem-Goldin y Orr, 1990). Aparte de la biotina, la
etiqueta strep (Trp-Ser-His-Pro-GIn-Phe-Glu-Lys) es un péptido que muestra alta afinidad (Kd 2.7 x
10™* M) a la estreptavidina (Schmidt y Skerra, 1994). Se ha utilizado en una variedad de aplicaciones
de nanotecnologia y biotecnologia (Baumann et al.,, 2016; Liu et al., 2016). Las proteinas
recombinantes de interés pueden fusionarse facilmente con la etiqueta strep para la purificacidn de

proteinas y otras aplicaciones.

1.3.4. Aplicaciones de la interaccion avidina-biotina en sistemas de liberacién a nano escala.

Los acidos nucleicos, incluidos el DNA plasmidico, siRNA, miRNA, aptdmeros y oligonucleétidos, se
han explorado ampliamente como agentes terapéuticos para una amplia variedad de
enfermedades, y algunos de ellos se han aplicado clinicamente. Su carga negativa y baja estabilidad
son los dos obstaculos principales que impiden que los acidos nucleicos alcancen su potencial pleno
como terapéuticos. Aunque los vectores virales son generalmente efectivos para la administracion

de acidos nucleicos, las preocupaciones de seguridad asociadas con el virus hacen que los sistemas
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no virales sean mejores candidatos para aplicaciones terapéuticas. Numerosas plataformas no
virales, especialmente los sistemas de administracién a nano escala que incluyen liposomas, nano-
complejos peptidicos, nano particulas basadas en polimeros y nano-particulas inorganicas, se han
desarrollado para la administracién de acidos nucleicos durante las ultimas dos décadas (Jain y

Cheng, 2017b).

La liberacidon de proteinas y péptidos ha generado un interés considerable en las uUltimas dos
décadas sobre la base de sus aplicaciones potencialmente importantes en la terapia dirigida. Los
péptidos terapéuticos, las enzimas y las proteinas recombinantes se encuentran entre los productos
gue generan mayores ingresos entre todos los productos farmacéuticos ofrecidos en el mundo
(Mitragotri et al., 2014). Sin embargo, los medicamentos macromoleculares enfrentan desafios
sustanciales en el suministro, incluida una permeabilidad lenta o baja a través de membranas
bioldgicas y una baja biodistribucidon especifica hacia su blanco (Albarran et al., 2011). El mayor
obstaculo para el suministro de péptidos y proteinas es su encapsulacién. Se debe prestar especial
atencién a las propiedades quimicas vy fisicas de los productos bioldgicos antes de contemplar el
nano transportador. Debido a que las proteinas son propensas a la distorsién estructural que puede
conducir a la pérdida de la actividad bioldgica, se necesita un cuidado especial en la modificacién de

la proteina para minimizar la pérdida de la actividad de estas moléculas (Putney y Burke, 1998).

Debido a la modificacién minima requerida para la biotinilaciéon de una proteina, se han empleado
las avidinas como portadores para la administracion de péptidos, como los péptidos que penetran
las células (CPP) (Saalik et al., 2004; Saalik et al., 2009) y el péptido TAT (Howl y Jones, 2015). Los
cuatro sitios de unidn a biotina en avidina pueden explotarse para el suministro de diferentes
secuencias peptidicas para roles especificos, como dirigirse a un ligando. La internalizacién de una
proteina por una célula diana implica superar una serie de barreras. Se han desarrollado proteinas
de fusién que incluyen avidina o estreptavidina para mejorar la absorcion de pequefias moléculas
sintéticas mediadas por receptores. La presencia de la estreptavidina en estas proteinas de fusién
desencadena la internalizacién y, por lo tanto supera las barreras de administraciéon (Martin y

Peterson, 2003).

En los Ultimos afios, el desarrollo de vacunas ha generado mucho interés. Se han realizado esfuerzos
rigurosos para reducir el tiempo entre el descubrimiento de las vacunas candidatas y su desarrollo

clinico. El mayor desafio consiste en la produccion de antigenos en una cantidad apropiada para
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inducir una respuesta inmune optima en el cuerpo (Kaufmann et al., 2014). La avidina también
proporciona la ventaja de variar y ajustar las proteinas quiméricas de la superficie en bacterias para
inducir una respuesta inmunogénica mas alta hacia la vacuna. Ademas, la biotinilaciéon de las
proteinas de la superficie bacteriana no tiene efecto sobre las caracteristicas fenotipicas de las
bacterias o las propiedades exdgenas de la proteina, lo que hace de la avidina una opciéon muy
apropiada para el desarrollo de vacunas. Ademas de todas las otras ventajas, la avidina monovalente
desglicosilada reduce sustancialmente las posibilidades de que las vacunas se agreguen (Liao et al.,

2015).

El uso de avidina en vectores recombinantes ha aumentado la posibilidad de administrar varias
clases de antigenos biotinilados. Los vectores que se dirigen a las células dendriticas utilizando un
anticuerpo de cadena unica (scFv) fusionado con un nucleo de estreptavidina es un ejemplo de este
enfoque. Este nucleo de estreptavidina y el antigeno biotinilado posteriormente forman un

complejo y suministran los antigenos a las células dendriticas blanco (Wang et al., 2009).

La tecnologia de avidina y biotina ha hecho posible que un anticuerpo monoclonal lleve una carga
util a los sitios de destino vitales. Las proteinas de fusidon o acoplamiento de avidina no solo facilitan
la formulacién del portador, sino que ayudan a aumentar la captacién en un sitio objetivo. La avidina
proporciona una mayor ventaja para el suministro de farmacos cuando se acopla a anticuerpos
monoclonales. Estas proteinas de fusidon de avidina han mostrado una excelente especificidad a su
sitio blanco (Jain y Cheng, 2017b). Los anticuerpos también se usan ampliamente en la
radioinmunoterapia, que requiere una molécula interactiva altamente especifica para la unién del

efector a la molécula de pre blanco (Sakahara y Saga, 1999).

La nanotecnologia ha proporcionado muchas formas de administrar medicamentos
qguimioterapéuticos de manera eficiente al sitio de accion. El suministro eficiente de moléculas
pequefias requiere una alta especificidad para el sitio blanco que solo se puede lograr mediante la
unién de ligandos especificos (Barve et al., 2016). La avidina proporciona un excelente puente para
los ligandos relevantes para el diagndstico que se dirigen a receptores especificos (Steinbach et al.,

2016).

El sistema de avidina-biotina también se ha utilizado ampliamente como una estrategia de
focalizacidn previa (Martensson et al., 2007; Urbanska et al., 2012). Ademas, se ha informado que

la avidina y la biotina apuntan y se acumulan, respectivamente, en los tumores (Hama et al., 2007).
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Estas propiedades hacen que sean una excelente opcién para una estrategia de formulacidn dirigida
a tumores. La alta acumulacién de avidina en el higado después del tratamiento, asi como las
propiedades mencionadas anteriormente, se ha explotado para atacar el carcinoma hepatico.
Recientemente, se disefiaron nano particulas de quitosano modificadas con biotina y avidina en las
que se utilizaron las manosas y N-acetil glucosaminas de la glicosilacion de la avidina para dirigirlas
al higado. La avidina permitié la adicion de multiples ligandos en la superficie para lograr una
focalizacidn altamente especifica. Ademas, que la avidina unida a la biotina en la superficie de nano
particulas fue responsable de la mayor acumulacidn de nano particulas en el higado y, por lo tanto,

aumentaba la actividad anticancerigena (Bu et al., 2013).

1.3.5. Aplicaciones de los sistemas de avidina-biotina a nano escala en diagnéstico y
biotecnologia.

La interaccion de avidina con biotina proporciona una excelente plataforma para el desarrollo de
varios sistemas de ensayo. Aunque los sistemas de ensayo basados en anticuerpos son altamente
especificos, la conjugacién quimica con colorantes fluorescentes o compuestos
guimioluminiscentes puede tener algunos impactos en la especificidad del anticuerpo. Los puntos
cuanticos han demostrado ser una herramienta altamente eficiente en comparacidon con los
tradicionales ensayos basados en anticuerpos con colorantes fluorescentes. Los puntos cuanticos
proporcionan varias ventajas, tales como alta intensidad de sefial, alta estabilidad y alto rendimiento
cuantico para la deteccién de proteinas con una amplificacién de seial mejorada (Zhu et al., 2014).
La interaccion no covalente entre biotina y estreptavidina sirve como la mejor herramienta para la
modificaciéon de la superficie de los puntos cuanticos y permite el desarrollo de un sistema de ensayo
selectivo sin comprometer su especificidad de unién al blanco. En un desarrollo similar, se disefié
una plataforma de inmunoensayo basada en puntos cudnticos conjugados con estreptavidina, que
se utilizan para unirse a un anticuerpo biotinilado y se pueden detectar usando espectrometria de
masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS) para la cuantificacion de proteinas marcadas.
Este sistema permite la cuantificacién de proteinas en muestras con concentraciones tan bajas
como 50 ng/ml (Montoro Bustos et al., 2015). Se ha demostrado que el sistema avidina-biotina es
el mejor método para hacer funcionar los conjugados de enzimas con puntos cudnticos

luminiscentes en comparacidn con los enfoques tradicionales (lyer et al., 2014).
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La tecnologia de imagenes ha evolucionado ampliamente en los ultimos afos. Su mayor aplicacién
es el diagnéstico y la deteccidon de marcadores bioldgicos para enfermedades especificas, como el
cancer. Varios anticuerpos radio marcados se estan estudiando ampliamente y se estan realizando
ensayos clinicos para la obtencién de imagenes y el diagndstico de cdncer (Barbet et al., 2012; Galli
et al., 2015). En general, la avidina se usa para eliminar los anticuerpos biotinilados circulantes en la
circulacidon sistémica, pero para la estrategia previa a la eliminacidn, la estreptavidina o la
neutravidina se usan ampliamente. Curiosamente, se ha encontrado que la estreptavidina marcada
por fluorescencia o radio marcada mostré una mayor captacion en los tumores en comparacion con
los tejidos normales que la del anticuerpo radio marcado solo (Liu et al., 2012; Petronzelli et al.,

2005).

Para fines de diagndstico, la expresion de un antigeno especifico en un tipo de célula particular
puede aprovecharse y posteriormente detectarse con técnicas favorables. Del mismo modo, los
tipos de antigenos o marcadores presentes en las células cancerosas revelan los grados de
malignidad, invasidn, neovascularizacion y metastasis. Los anticuerpos marcados con fluorescencia
para estos marcadores especificos de células se utilizan para la deteccién eficiente mediante
imagenes u otras herramientas de diagndstico. Debido a que la avidina es muy estable a la
modificacién quimica, sirve como un buen candidato para fines de conjugacién. La avidina activada
con maleimida se utilizé para modificar un MAb que es especifico para la proteina delta del cancer
embrionario (Dlk-1). Se disefié una proteina bioluminiscente fluorescente (FBP) mediante la
conjugacion de la luciferasa cipridina biotinilada (CLu) con un derivado de indocianina fluorescente.
Posteriormente, el FBP se acoplé al MAb especifico de DIk-1 para identificar el antigeno de cdncer

embrionario DIk-1 a través de la interaccién avidina-biotina (Wu et al., 2009).

Los injertos se consideran el método mds comun utilizado para la reparacién clinica de defectos de
la piel (Henderson et al., 2012). Sin embargo, hay problemas como la contracciéon de los injertos, el
rechazo debido a la inmunidad y la disfuncidn del injerto. La ingenieria tisular es una alternativa
prometedora para superar las deficiencias de las técnicas de injerto. Esta estrategia alternativa
implica la fabricacidon de un andamio que imita la matriz extracelular natural (MEC) de la célula diana
(MacNeil, 2007). La avidina se inmoviliza en las superficies de los biomateriales y las membranas
celulares se conjugan con biotina. La extraordinaria afinidad de estas dos moléculas media la unién

eficiente de las células a los biomateriales. La adhesidn celular natural se produce por la formacién
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de enlaces mediados por integrina entre la integrina en la membrana celular y las proteinas de
adhesién en la matriz (Hynes, 1992). Se demostré que el sistema de unidn avidina-biotina es
superior al sistema de proteinas integrina-suero con respecto a la fuerza de adhesidn celular (Kuo y
Lauffenburger, 1993). Recientemente, se utilizd el sistema de unidn avidina-biotina (ABBS) para

fabricar la matriz de nanofibras PCL/Pluronic para aplicaciones de cuidado de la piel (2015).

Los biomateriales de seda con moléculas bioactivas unidas se utilizan ampliamente para la
administracién de farmacos y la ingenieria de tejidos. El acoplamiento covalente tiene un impacto
negativo muy grande en la bioactividad de las biomoléculas debido a la reactividad del grupo amino.
Por lo tanto, se recomiendan métodos de acoplamiento no covalentes como la avidina-biotina. La
versatilidad y simplicidad del sistema de avidina-biotina permitié que la fibroina de seda (proteina
fibrosa producida por algunos artropodos) en micro esferas se combinara con neutravidina. La
fibroina de seda retuvo sus caracteristicas de rigidez y resistencia después de la reaccion. Se observé
gue mas de cuatro moléculas de neutravidina se unian a una molécula de seda. Las micro esferas
de seda acopladas a neutravidina se acoplaron con anticuerpo anti-CD3 biotinilado vy
posteriormente todo el sistema fue capaz de unirse especificamente a la linea Jurkat de células
linfociticas T CD3 positivas (Wang y Kaplan, 2011). El ABBS se utilizé en un andamio de vidrio de
fosfato de calcio para la adhesidn del tejido 6seo. El andamio inmovilizado con avidina mostré una
unién celular sustancialmente mayor. El ABBS tiene una gran ventaja sobre otros andamios, ya que
no inhibe la proliferacién celular. El andamio funcional con ABBS puede mejorar la adhesién de
células similares a osteoblastos. Se concluyd que el andamio ABBS ayuda en la proliferacion después

de la unidn eficaz de las células similares a los osteoblastos (Kim et al., 2015).

Como una de las interacciones no covalentes mas fuertes en la naturaleza, la interaccién avidina-
biotina, ha evolucionado hasta convertirse en una plataforma muy versatil para una gran variedad
de aplicaciones en biotecnologia y nanotecnologia. Se estan desarrollando nuevos analisis de
avidina con mejores propiedades fisicas y quimicas para fines especificos. Este sistema se encuentra
en su principio fundamental, el sistema de avidina y biotina es tan fuerte y aplicable. El uso extensivo
de este sistema en una amplia variedad de campos, como la administracion de medicamentos, la
seleccidon de antigenos, el diagndstico y la ingenieria de tejidos es la prueba de sus ventajas sin

paralelo (Dundas et al., 2013).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La expresidn de proteinas o péptidos heterdlogos en la superficie bacteriana, ha sido reportada por
diversos grupos de investigacion en todo el mundo. Una de las estrategias para la exposiciéon de
proteinas o péptidos heterdlogos, en la superficie bacteriana, han sido los autotransportadores, los
cuales han servido de unidades de translocacidn. A este respecto, los autotransportadores se
componen de multiples dominios y subdominios, involucrados en la translocacién, exposicién en la
superficie bacteriana y en algunos casos, la secrecidn de proteinas autdlogas. De manera general,
un autotransportador tiene en el extremo amino terminal, un péptido sefal (que dirige el trafico de
la proteina hacia el periplasma); un dominio translocador localizado hacia el extremo carboxilo
terminal o dominio B, el cual funciona como dominio de anclaje a la membrana externa. De manera
importante, entre los dos dominios amino y carboxilo, se localiza una regién conocida como dominio
oL 0 pasajeroy que corresponde a la proteina por exponer o secretar. Estudios realizados por nuestro
grupo de investigacidn, han demostrado que la delecién de aminodcidos en la regién linker de ShdA
representa un impedimento para el autodespliegue de péptidos heterdlogos. Se observd que se
requieren 16 aminodcidos del dominio a del autotransportador, para una translocacién exitosa de
péptidos heterdlogos a la superficie bacteriana, permitiendo asi la fusidn con el autotransportador
de péptidos de mayor tamafio que se deseen autodesplegar. Diversos estudios han documentado
el uso potencial de los autotransportadores para la exposicidén de antigenos o péptidos heterdlogos,
para diferentes fines, ya sea de vacuna o biotecnoldgicos. Para ello y mediante tecnologia del DNA
recombinante, el dominio pasajero nativo, es sustituido por la secuencia que codifica para el péptido
o proteina heterdloga. De esta manera, el uso de los autotransportadores para la exposicion de
antigenos o péptidos heterdlogos ha sido exitoso. Sin embargo y aln con las ventajas que ofrecen a
las bacterias que los utilizan como sistemas de expresion in cis, los autotransportadores estan
limitados al no poder expresar proteinas con modificaciones postraduccionales tales como las
glicoproteinas, ademds de que puede haber problemas de sobreexpresién de proteinas
recombinantes acumulandose como cuerpos de inclusion. A este respecto, una alternativa ante la
necesidad de contar con biomoléculas complejas con modificaciones postraduccionales localizadas
sobre la superficie bacteriana, podria ser el uso de un sistema de expresién in trans, en el cual la
proteina heteréloga que se desea desplegar sobre la membrana externa bacteriana es sintetizada y

purificada de forma independiente y posteriormente es unida a un péptido recombinante de anclaje
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el cual ha sido fusionado a la molécula autotransportadora y translocado sobre la superficie de la
membrana externa bacteriana. Hasta el momento, ShdA ha sido empleado en la exposicidn in cis de
proteinas con propiedades antigénicas e inmunogénicas, en la superficie bacteriana de Salmonella
con fines de vacuna. Sin embargo, su uso en la tecnologia de exposicidn in trans de péptidos
heterdlogos; aun no ha sido explorado. Si bien, el papel de ShdA como motivo de anclaje a la
membrana externa de la bacteria es crucial, para la exposicién in trans resulta indispensable otro
componente, una molécula recombinante acopladora, que lleve a cabo la unién estable de la
proteina que se desea desplegar sobre la superficie de la membrana externa bacteriana. Por otra
parte, se sabe que la interaccidon avidina-biotina es una de las interacciones no covalentes,
especificas, fuertes y estables, que se hayan documentado. La conservacidon de las propiedades
quimicas y bioldgicas de las moléculas acopladas, hace que el sistema de avidina-biotina sea una
plataforma atractiva para una amplia variedad de campos, como la administracion de
medicamentos, la seleccion de antigenos, el diagndéstico y la ingenieria de tejidos, dada su
versatilidad en muchas dreas. La mayor ventaja del sistema avidina-biotina, es su interaccidn de alta
afinidad y estabilidad frente a la accién de las enzimas proteoliticas, la temperatura, el pH, los
reactivos orgdnicos agresivos y otros agentes desnaturalizantes. Ya que, como una de las
interacciones no covalentes mas fuertes en la naturaleza, ha evolucionado hasta convertirse en una
plataforma muy versatil sin paralelo. De manera colectiva, estos datos sugieren que el sistema
avidina-biotina podria ser empleado como un sistema que permitiria la union in trans a la superficie
de E. coli, sin alterar las propiedades bioldgicas de la proteina heterdloga. Sin embargo, la expresién
de una avidina recombinante con actividad de unidn a biotina, en la superficie bacteriana de E. coli,
a través de formas acotadas del autotransportador ShdA, aun no ha sido explorado. De aqui, el
interés de producir un sistema de expresidén procariético en E. coli, basado en el uso de formas
acotadas del autotransportador ShdA, fusionado a una avidina recombinante como un dominio

pasajero, para la exposicion in trans de péptidos producidos de manera externa.
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3. JUSTIFICACION.

El aprovechamiento biotecnoldgico de los sistemas de secrecién natural de bacterias Gram
negativas, ofrece diversas aplicaciones biotecnoldgicas, entre las que destacan, la exposicidon de
proteinas heterélogas en la superficie bacteriana de cepas modificadas genéticamente, el desarrollo
de vacunas vivas, entre otros. En este contexto, uno de los sistemas de secrecion, los
autotransportadores (sistema de secrecidn tipo V), resulta especialmente atractivo, debido a su
simplicidad para la expresion de proteinas heterdlogas en la superficie bacteriana, proceso conocido
como autodespliegue (del inglés autodisplay), el cual se basa en la sustitucidon del dominio pasajero
nativo, por una proteina heterdloga modificada mediante ingenieria genética. Por otra parte, la
secrecién de proteinas recombinantes autodesplegadas y posteriormente liberadas hacia el medio
extracelular, ofrecen diversas ventajas que facilitan su purificacién y su enriquecimiento. En este
contexto, los autotransportadores también pueden ser facilmente modificados in cis, a través de la
insercion de mutaciones en el sitio de escision proteolitica que separa el dominio pasajero del
dominio translocador. De esta manera, es posible la liberacién extracelular de la proteina heterdloga
para diferentes fines. Aunque la gran mayoria de los estudios para el autodespliegue de proteinas
heterdlogas, han empleado esta tecnologia para diferentes finalidades, estan basados en el disefo
y desarrollo de sistemas de expresion tipo in cis; estos poseen ciertas limitaciones que impiden la
expresion de proteinas con modificaciones postraduccionales. A este respecto, estd documentado
que el autodespliegue ineficiente puede estar influenciado por estructuras terciarias complejas e
hidrofobicidad de la proteina. Ademas, puede existir toxicidad debida a la formaciéon de cuerpos de
inclusidn con la proteina recombinante, generando problemas relacionados con el incremento de la
carga metabdlica para las bacterias transformadas y pobre adaptacion. Una alternativa para
resolver los problemas mencionados con anterioridad y otros asociados con la produccidn
inadecuada o el plegamiento inadecuado de las proteinas recombinantes que se muestran en la
superficie bacteriana, es el sistema de exposicidn en la superficie in trans, en el cual la proteina de
interés se purifica de manera preliminar de una fuente separada y luego se une a la superficie
bacteriana. A este respecto, el desarrollo de un sistema in trans para el autodespliegue de la avidina
en la superficie de E. coli usando el autotransportador ShdA, permitiria un puente entre las
moléculas biotiniladas a un sustrato en las superficies celulares. De esta manera, este sistema podria

representar una alternativa en ensayos bioquimicos, en pruebas diagndsticas, y en sistemas de
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liberacion de farmacos basados en la interaccion de avidina-biotina, aprovechando sus
caracteristicas en términos de afinidad y especificidad. El uso del autotransportador ShdA para
expresar in trans proteinas heterdlogas en la superficie de E. coli, abre la interesante posibilidad de
recubrir superficies bacterianas con diferentes péptidos o proteinas modificadas
postraduccionalmente para diferentes fines, sin comprometer la carga metabdlica de este

acarreador bacteriano.
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4. HIPOTESIS.

La expresidon de una avidina monomérica recombinante con capacidad de unién in trans de
moléculas biotiniladas, en la superficie bacteriana de E. coli DH5a, mediante el uso de dos variantes
del autotransportador ShdA: short ShdA y whole ShdA; permite el desarrollo de un sistema

acarreador bacteriano como una herramienta para una amplia gama de aplicaciones bioldgicas.
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5.1.

OBJETIVO GENERAL.

Evaluar la habilidad de dos cepas de Escherichia coli DH5a transformadas con dos variantes del

autotransportador ShdA (short ShdA y whole ShdA) de expresar en su superficie una forma

recombinante de avidina monomérica, con capacidad de unién in trans, a biotina o moléculas

biotiniladas.

5.1.1. OBJETIVOS PARTICULARES.

Demostrar la expresion de los plasmidos pENP-avidina y pJEAY-avidina que codifican para
las dos variantes del autotransportador ShdA (short ShdA y whole ShdA), fusionado a la

forma recombinante de avidina monomeérica.

Confirmar el autodespliegue sobre la superficie de E. coli DH5a de las proteinas de fusién
constituidas por la avidina monomérica recombinante fusionada a las dos variantes del

autotransportador ShdA (short ShdA y whole ShdA).

Evaluar la capacidad de unién a biotina de las proteinas de fusién constituidas por la avidina
monomérica recombinante fusionada a las dos variantes del autotransportador ShdA (short

ShdA y whole ShdA), sobre la superficie de E. coli DH5a.

Evaluar la capacidad de unién a proteinas biotiniladas de las proteinas de fusidn constituidas
por la avidina monomérica recombinante fusionada a las dos variantes del

autotransportador ShdA (short ShdA y whole ShdA), sobre la superficie de E. coli DH5a.
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6. MATERIALES Y METODOS.

De manera general, el disefio experimental se resume en la figura 9. Tres etapas comprendieron el
desarrollo del presente estudio; 1) Ingenieria genética (tecnologia de DNA recombinante); Il)

Caracterizacion y anadlisis de la expresion de proteinas; Ill) Actividad de unién a biotina.

1. Ingenieria Genética C E"sa\ﬂ?f =
expresion
Amplificacién de la [ Curvas de crecimiento )
secuencia de avidina J
monomeérica a partir del
plasmido pAH3545 Cultivo en condl:lnnes
. S de induccién
/—Iﬁ (anaerobiosis) con fines
Amplificacién de la de expresion
secuencia de a-pShdA a
partir del DNA gendmico
de Salmonella enterica [ SD5-PAGE; Western Blot
serovar Typhimurium
SL3261 |
[ Inmunofluorescencia indirecta
con microsoopia confocal

Construccién de los
plasmidos pENP-Avidina,
plEAY, p.lEAY-A\ndlna

\ }
( Preparacion y
Secuenciacién Escherichia coli DH5a
electroporacion de
nuclectidica —— transformada con pENP,
automatizada de DNA electrocompetentes de pENP—AvIdIn_a,_pJEA\‘;

S Escherichia coli DH5a pJEAY-Avidina

Citometria de flujo

—_—

Figura 9. Disefio experimental del presente estudio. Se muestran las tres etapas del disefio del estudio: I) Ingenieria

genética, Il) Ensayos de expresion y Ill) Andlisis de la actividad de unién a biotina.

6.1.Tecnologia del DNA recombinante

El desarrollo de un sistema capaz de unir moléculas biotiniladas, basado en un acarreador
bacteriano, requiere de llevar a cabo la tecnologia del DNA recombinante. Para ello, Escherichia coli
DH5a se usé como cepa huésped para la construccién de plasmidos y como cepa de expresidn de
proteinas recombinantes. La tabla 1 resume las caracteristicas de la cepa bacteriana empleada en
el presente trabajo. Todas las cepas bacterianas recombinantes fueron manejadas de acuerdo con

las regulaciones nacionales de bioseguridad para organismos genéticamente modificados que
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fueron publicadas y actualizadas en DOF 06-03-2009. Las extracciones, preparaciones vy
manipulaciones de DNA plasmidico y gendmico, asi como las reacciones en cadena de la polimerasa
(PCR) se llevaron a cabo de acuerdo a las especificaciones y los protocolos del Manual de Laboratorio
de Clonacién Molecular (Sambrook y Rusell, 2001) y de acuerdo a las instrucciones de los estuches
comerciales empleados. Todas las enzimas de restriccién y de ligacién fueron de la marca New
England Biolabs NEB®. La purificacién de productos de PCR a partir de geles de agarosa se llevé a
cabo con el estuche comercial QlAquick Gel Extraction Kit — Qiagen®. El andlisis de todos los
productos de PCR, asi como fragmentos para llevar a cabo las subsecuentes reacciones, se realizaron

en un fotodocumentador ChemiDoc XRS+ de Bio-Rad.

Tabla 1. Cepas bacterianas empleadas en el presente trabajo.

Cepa Genotipo Referencia
supE44 Alac169 $80lacZAM15
Escherichia coli DH5a hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi- Invitrogen ©
1relAl
Salmonella entérica serovar AroA::Tn10 Hoiseth y Stocker, 1981
Typhimurium SL3261

Los vectores pAH3545 (3545 pb) (donado por el Dr. Manuel L. Penichet, UCLA, USA), pENP (3415
pb) (Pompa-Mera et al., 2011) y pJEAY (3727 pb), fueron usados para expresar avidina recombinante
de Gallus gallus en los vectores pENP-avidina (3794 pb) y pJEAY-avidina (4094 pb). La expresion de
las proteinas recombinantes de todos los plasmidos derivados contenia el promotor inducible nirB
de la nitrato reductasa, el cual es inducible en condiciones de anaerobiosis o microaereofilicas
(Chatfield et al., 1992; Huang et al., 2000). Todos los plasmidos (con la excepcion del plasmido
pAH3545) codifican para el péptido bandera FLAG, que fue incluido para la deteccidn de la proteina
de fusién, empleando un anticuerpo monoclonal dirigido hacia este marcador (Pompa-Mera et al.,
2011). Asi mismo, este sistema de expresidén cuenta con el marcador de seleccion de resistencia a
ampicilina. Por su parte el pldasmido pAH3545 codifica para una forma recombinante de la avidina

de Gallus gallus.

Las caracteristicas particulares de cada uno de los plasmidos se resumen en la tabla 2.
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Tabla 2. Caracteristicas particulares de cada uno de los plasmidos utilizados.

Plasmido Tamafo* Proteina de fusion Tamafio* Localizacion de Referencia
(pb) codificada (kDa) la proteina de
(NH,----COOH) fusion localizada
Donacién del Dr.
pAH3545 3545 AVIDINA 0.01 kDa NA ML Penichet,
UCLA, USA.
Membrana Pompa-Mera et
pENP® 3415 LTB-FLAG-sShdA 39 kDa externa al., 2011.
Membrana Pardavé-
pENP-Avidina 3794 LTB-AVIDINA-FLAG-sShdA 52.2 kDa externa Alejandre et al.,
2018
Membrana Pardavé-
pJEAY®® 3727 LTB-FLAG-wShdA 56.2 kDa externa Alejandre et al.,
2018
Membrana Pardavé-
pJEAY- 4094 LTB-AVIDINA-FLAG- 70.1 kDa externa Alejandre et al.,
Avidina wShdA 2018

*Tamafio aproximado. NA = no aplica.
¢ Control negativo con bandera molecular FLAG y sShdA.
#¢ Control negativo con bandera molecular FLAG y wShdA.

6.1.1. Construccidn de los plasmidos pENP-avidina, pJEAY, pJEAY-avidina.

La secuencia que codifica para los 123 aminoacidos de la avidina de Gallus gallus (aminoacidos 25-
146, NCBI Reference Sequence: NM_205320.1), se obtuvo mediante PCR, a partir del plasmido
pAH3545 (donado por el Dr. Manuel L. Penichet, UCLA, EUA), con base en lo reportado por (Gope
et al., 1987). Para ello, se emplearon los oligonucleétidos avi-1y avi-2 (tabla 3), los cuales contienen
los adaptadores o sitios de restricciéon Xhol y Hindlll, para la subclonaciéon sitio-dirigida en el
plasmido pENP. Tanto el amplicon (correspondiente a la secuencia codificante de avidina) y el
pldsmido pENP se cortaron con las enzimas Xhol y Hindlll, se purificaron con el kit comercial
QlAquick Gel Extraction (Qiagen®, CA) y se ligaron empleando el kit de ligacién Rapid DNA Ligation
Kit (Fermentas®), de acuerdo a las instrucciones del proveedor. El producto de ligacién (pENP-
avidina) se utilizé para transformar células competentes E. coli DH5a. De esta manera, se obtuvo el

plasmido codificante para la variante del dominio o versién corta (sShdA con 314 aminoacidos).

Por otra parte, para la construccion del pldsmido pJEAY-avidina, codificante para la variante con el
dominio completo a-B (wShdA con 476 aminoacidos) fusionado a avidina, se obtuvo mediante la
sustitucidn de la secuencia AShdA (codificante de la version corta sShdA), por la secuencia ShdA
(previamente amplificada a partir de DNA gendmico de Salmonella). A este respecto, se construyo

el plasmido pJEAY, el cual posee la secuencia ShdA, obtenida mediante PCR, usando los
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oligonucledtidos shdA-1y shdA-2 (tabla 3), disefiados con base en el nimero de acceso de secuencia
del GenBank AF140550.2 y usando como templado DNA gendmico de Salmonella entérica serovar
typhimurium SL3261; de acuerdo a lo descrito por (Osorio-Ledn, 2004). Para la insersion de la
secuencia shdA (codificante de wShdA), se emplearon los sitios Nhel y BamHI. Para la generacion
del plasmido pJEAY-avidina, una estrategia similar usada en la construccion del plasmido pENP-
avidina, fue usada. Todos los productos de ligacidn se reservaron para la transformacidn en células
competentes de E. coli DH5a. En la figura 10, se muestra la estrategia general de la construccidn de

los pldasmidos de este trabajo.

6.1.2. Secuenciacidn nucleotidica automatizada.

El DNA de todos los plasmidos se verific6 mediante secuenciacion nucleotidica automatizada de
una hebra (sentido) usando el primer pNirl. Se usé un kit de secuenciacion Big Dye Terminator
(Applied Biosystems, Foster City, CA), usando 20 ng de DNA templado se afadieron en cada reaccion
y el programa de termociclado que incluyd 25 ciclos de desnaturalizacién a 95 ° C durante 30 s,
alineamiento a 50 ° C durante 15 s y extensién a 60°C durante 4 min. Las muestras se analizaron en

un analizador genético ABI Prism 3130 (Applied Biosystems).
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a (Amp") p——> Avidina FLAG  Ac-PshdA
Y e [ WA e s

HindIII
AAGCTTGCCAGAAAGTGCTCGCTGACTGGGAAATGGACCAACGATCTGGGCTCCAACATGACCATCGGGGCTGTGAACAGCAGAGGTGAAT TCACAGGC
K L ARKTZCZSILTSGI KWTDNUDILTG SN NMTTIGAVNS S RTGETFTG

ACCTACATCACAGCCGTAACAGCCACATCAAATGAGATCAAAGAGTCACCACTGCATGGGACACAAAACACCATCAACAAGAGGACCCAGCCCACCTTT
T ¥ I T A V TA AT S NZETIKESUPULUHSGTAGQNTTIWUNIZ KU RTIGQUZPTTF

GGCTTCACCGTCAATTGGAAGTTTTCAGAGTCCACCACTGTCTTCACGGGCCAGTGCTTCATAGACAGGAATGGGAAGGAGGTCCTGAAGACCATGTGG

G F T VN WKV F S ESTTUVFTSGA QT CT FTIUDRNSGI KEUVTIELI KTMW
Xhol

CTGCTGCGGTCAAGTGTTAATGACATTGGTGATGACTGGAAAGCTACCAGGGTCGGCATCAACATCT TCACTCGCCTGCGCCTCGAG

L LRSSV NDI GDDWI KA ATA RVYVSGTIUNTIT FTM RILUZ RILE

¢ | PCR

nirB v

Hindlll
Nhel
DENP Aa-BshdA avidina a-BshdA
AmpR
P (3,415 bp) + +

Xhol BamHI ./
(379 bp) (1,428 bp)

Figura 10. Representacion esquematica de las proteinas de fusion codificadas por los plasmidos pENP-
avidina y pJEAY-avidina. a) Proteinas de fusidn, b) Secuencia nucleotidica y de aminodcidos de la avidina
clonada en este estudio y c) Estrategia para la construccién de los plasmidos pENP-avidina y pJEAY-avidina
(Pardavé-Alejandre, et al. 2018).
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Tabla 3. Lista de oligonucleétidos utilizados en la construccidn y secuenciacion de los plasmidos pENP-
avidina; pJEAY y pJEAY-avidina.

Nombre | Secuencia Sitio de
restriccion

shdA-1 5 CTAGCTAGCTGGCAATACGCTTTATGTCGATGGC 3’ Nhel

shdA-2 5 GCTAAGGGATCCAGTTATAGCGCAGATTGAGGCTAC 3 BamHI

avi-1 5 CCCAAGCTTGGGGCGCGCAAATGCAGCCTGACCGGCAAATGGACC 3’ Hindlll

avi-2 5 CCGCTCGAGCGGCAGGCGAGTGAAGATGTTGATGCC 3’ Xhol

pNirl 5" -TTCAGGTAAATTTGATACATCAAA-3’ NA

6.1.3. Preparacion de bacterias competentes de Escherichia coli DH5a.

Se partid de un cultivo bacteriano de 250 mL de Escherichia coli DH5a en medio liquido Luria-Bertani
(LB), en fase logaritmica de crecimiento (D.0.=0.7; 5 h aproximadamente). Se procedié a centrifugar
a 6000 rpm y se cosechd el paquete bacteriano. El paquete celular se resuspendié en 2 mL de
solucién de agua desionizada-glicerol 20% y se prepararon alicuotas de 100 pL en viales y se ultra-
congelaron a -70°C hasta su uso. Para el choque térmico, este se realiz6 de acuerdo a las
especificaciones y los protocolos del Manual de Laboratorio de Clonacidon Molecular (Sambrook et
al., 2001). Inmediato al choque térmico, las bacterias se depositaron en 2 mL de medio SOC (0.5 %
de extracto de levadura, 2% de triptona, NaCl 10 mM, KCl 2.5 mM, MgCl 10 mM, MgS0O4 20 mM,
glucosa 20 mM) y se incubaron 1 h a 372C en un agitador orbital (Orbit Lab-line Environ-Shaker®) a
200 rpm. Las bacterias transformadas se sembraron en placas de BHI agar con 100 pg/mL de
ampicilina (BHI-ampicilina), se incubaron a 37°C. Se aislaron colonias de cada una de las cepas
recombinantes y se purificaron los plasmidos por lisis alcalina (Sambrook et al., 2001). La
confirmacién de clonas positivas para cada una de las construcciones se verifico6 mediante PCR. Las
clonas recombinantes que resultaron positivas se crio-preservaron en medio liquido BHI con 15%

de glicerol, a -70°C para su posterior caracterizacion.

58



6.2.Caracterizacion y andlisis de la expresion de proteinas

6.2.1. Cultivo, curvas de crecimiento, condiciones de induccion con fines de expresion.

Las cepas de Escherichia coli DH5a transformadas con los diferentes plasmidos (pENP, pENP-avidina,
pJEAY y pJEAY-avidina) se cultivaron a 37°C en medio sélido de LB-ampicilina. Una vez que se
aislaron colonias de cada una de las cepas, se procedié a inocularlas en medio liquido LB-ampicilina.
Los cultivos se incubaron a 37°C en agitacidn a 200 rpm en un agitador orbital (Orbit Lab-line
Environ-Shaker®) hasta alcanzar una densidad éptica a 600 nm (D.Oeo NmM) aproximada de 1.
Posteriormente, un volumen de 100 pL del cultivo de cada uno de ellos se transfirié a tubos con 30
mL de medio liquido LB-ampicilina (DIFCO® Laboratories, Detroit, MI) hasta que se alcanzé ODggo nm
= 1.0. Para realizar las curvas de crecimiento se tomd 1 mL de cada uno de los cultivos de las cepas
inducidas, cada 60 minutos hasta completar las 12 h de cultivo. En cada toma se procedié a medir
la D.Og00 Nm en un espectrofotometro (Biometrix). Se incluyé como control, la cepa de Escherichia

coli DH5a, sin transformar.

Para la induccién del promotor nirB con fines de expresion, las cepas de Escherichia coli DH5a
transformadas con los diferentes plasmidos se cultivaron en 30 mL de medio liquido LB-ampicilina
y se incubaron a 33°C en agitacién a 200 rpm en un agitador orbital, usando un sistema anaerdbico
GasPak (Becton-Dickinson Microbiology Systems, Cockeysville, MD, EUA) para favorecer un

ambiente anaerdbico. Las bacterias se cosecharon a las 20 h de incubacion.

6.2.2. Extraccion de proteinas totales y de proteinas membrana externa de las cepas
recombinantes de Escherichia coli DH5a.

Las cepas recombinantes de Escherichia coli DH5a transformadas con los diferentes plasmidos se
cultivaron en condiciones inductoras a 33°C con agitacion de 200 rpm durante 20 h. Para la
extraccién de proteinas totales, se recuperd una alicuota de 1 mL (1X10° bacterias) de cada una de
las cepas y se cosechd el botdn bacteriano mediante centrifugacion en una microcentrifuga a 6000
rpm a temperatura ambiente. Las bacterias se lavaron tres veces con solucién salina isotdnica (SSl)
estéril y después de descartar el sobrenadante el botén se resuspendié con 50 pL de agua

inyectable. Para la obtencidn de proteinas de membrana externa, se recuperd una alicuota de 3 mL
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de cada una de las cepas bacterianas, se coseché el botdn bacteriano mediante centrifugacion a
6000 rpm a temperatura ambiente. Las bacterias se lavaron tres veces con solucién salina isoténica
(SSI) estéril y después de descartar el sobrenadante, se lavaron con 1 mL de buffer de Na,PO, 10
mM pH 7.2. Se centrifugaron a 6000 rpm durante 5 minutos a 4° C. Se eliminé el sobrenadante y se
resuspendieron en 0.5 mL de amortiguador de Na,PO, 10 mM pH 7.2 con inhibidor de proteasas.
Cada uno de los extractos se pasaron a través un equipo Polytron Homogenizer (Thomas Scientific®)
para lisar a las bacterias. Las bacterias lisadas fueron centrifugadas a 11,500 rpm durante 2 minutos
a temperatura ambiente. Se recuperé el sobrenadante conteniendo la fraccién de membrana
externa y se centrifugé a 11,500 rpm durante 30 minutos a 4° C. Se recuperd el botdn y se
resuspendio en 0.5 mL de amortiguador de Na,PO, 10 mM pH 7.2. Se le adicionaron 2 pL de Sarcosil
al 0.5 % y se incubd a 37° C en agitacién a 200 rpm durante 30 minutos. Se centrifugd a 11,500 rpm
durante 30 minutos a 4° C y el botdn conteniendo la fraccion de membrana externa fue
resuspendido en 50 uL de amortiguador Tris-EDTA pH 8.0. Finalmente, a la suspension de bacterias
para extraccion de proteinas totales y a la suspensién de fracciones membranales se les adiciond 50
pL de amortiguador de muestra (SDS 25%, glicerol 25%, Tris-base 200mM, azul de bromofenol
0.025%) para proteinasy 5 pL de B-mercaptoetanol. Las muestras se desnaturalizaron por ebullicién
durante 10 minutos en bafio Maria. Posteriormente, se dejaron enfriar, se pasaron por jeringa
Hamilton a fin de homogenizar y se cuantificd la concentracidn de proteinas totales y de proteinas
de membrana externa por el método de Bradford, usando el estuche comercial Bio-Rad Protein

Assay ™ (BioRad®).

6.2.3. SDS-PAGE y Western-blot.

Las muestras de proteinas totales y proteinas de membrana externa derivadas de cada una de las
distintas cepas recombinantes de Escherichia coli DH5a, se ajustaron a una concentracion de 30
ug/mL. Posteriormente, las proteinas se separaron mediante electroforesis vertical en dos geles de
poliacrilamida al 12 % (en condiciones desnaturalizantes) de acuerdo al método de Laemmli
(Laemmli UK., 1970), usando una cdmara de electroforesis vertical BioRad® (modelo Mini-Protean
3 Cell). Se utilizé amortiguador de corrimiento Tris-glicina (Tris base 25mM, glicina 250 mM, SDS
0.01%, pH 8.3) y las condiciones del corrimiento fueron a 45 mA por dos h. Para visualizar las

proteinas separadas, un gel se fijoé por 3 h con solucion acetona-metanol-agua (proporcion 45:10:45)
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y se tifd con colorante azul de Coomassie (Bio-Rad®) por 30 minutos y posteriormente se decolord
con solucidn acido acético-metanol agua (30:10:60). Finalmente, el gel de poliacrilamida se secé en

medio de una membrana (Gel drying Promega®) en un soporte de acrilico.

Para detectar de manera especifica las proteinas de fusion de interés (previamente separadas por
el gel de poliacrilamida), las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa cargada
positivamente (Hybond-C Extra (300mm x 3m, Amersham Bioscience, GE technologies®), usando
amortiguador de transferencia (Tris base glicina, pH 8.3) en una camara vertical de transferencia
(BioRad® Mini Trans-Blot Cell 2005) a 140 V por 1 h, a 4°C. Posteriormente, la membrana fue
blogueada con PBS-leche descremada al 5% toda la noche y se lavd tres veces con 10 mL de
amortiguador salino de fosfatos (PBS 1x) (pH 7.4, 137 mM NaCl), 2.7 mM KCl, 10 mM Na;HPQ4, 2mM
KH,PQ,) y se incubd durante toda la noche con el anticuerpo monoclonal de ratén anti-FLAG (Sigma-
Aldrich®) en dilucion 1:1500 en PBS 1x. Se realizaron tres lavados con solucion PBS 1x vy
posteriormente se incubdé con un anticuerpo secundario anti-ratén IgG de cabra conjugado a
peroxidasa de rabano (H + L)-HRP conjugate (Zymed® Laboratories) en dilucidon 1:3000 en PBS 1x.

Las membranas se lavaron tres veces con PBS 1x. Para detectar la expresion de la bandera FLAG
fusionada a las proteinas de interés en extractos totales y extractos membranales, la reaccion se
reveld con una mezcla de 50 mL de PBS 1x (pH 7.4), 30 mg de 4-cloro-1-naftol disuelto en 10 mL de
metanol y adicionando como sustrato 100 uL de perdxido de hidrégeno; durante 10-30 segundos.
Al final la reaccién se detuvo con agua destilada. Todos los lavados se llevaron a cabo a temperatura

ambiente por 10 minutos en un agitador orbital.

6.2.4. Microscopia de inmunofluorescencia confocal y andlisis de citometria de flujo de las cepas
de Escherichia coli DH5a.

Se cultivaron cada una de las Escherichia coli DH5a en condiciones de induccién. Se recuperd una
alicuota de 1 mL (1X10° bacterias) de cada cepa y se coseché el botdn bacteriano mediante
centrifugacion a 6000 rpm a temperatura ambiente. Las bacterias se lavaron tres veces con solucién
salina isotdnica (SSI) estéril y después de descartar el sobrenadante, se fijaron durante toda la noche
con paraformaldehido al 4 %. Se lavaron tres veces con PBS 1x y se bloquearon incubando 1 h a

temperatura ambiente, con PBS suplementado con albumina sérica bovina al 3 % (BSA; Sigma-
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Aldrich). Entonces, las bacterias fueron incubadas con el anticuerpo monoclonal hecho en ratén
anti-FLAG (Sigma-Aldrich®) en dilucién 1:50 en PBS-BSA durante toda la noche a 25° C en agitacion.
Las bacterias fueron lavadas tres veces con PBS 1x e incubadas con un anticuerpo hecho en cabra
anti-raton IgG (H + L)-FITC (Zymed®) en dilucién 1:100 en PBS-BSA durante 2 h a 25° C con agitacién
en oscuridad. Las bacterias se lavaron tres veces con PBS 1x y fueron suspendidas en 50 uL de PBS
1x. De cada suspension bacteriana se tomaron 5 L, se realizd un frotis sobre cubreobjetos
recubiertos con poly-L-lisina, los cuales fueron colocados sobre porta objetos y examinados con un
microscopio confocal invertido Nikon Ti Eclipse. Por otra parte, la expresién de la bandera FLAG
fusionada a las proteinas de interés se analizo por citometria de flujo. Las bacterias fueron marcadas
con anti-FLAG (Sigma-Aldrich®) en dilucién 1:100 y posteriormente con anti-ratén IgG (H + L)-FITC
(Zymed®) en dilucion 1:250 y analizadas con un equipo de citometria de flujo Beckman Coulter

FacScalibur usando el software FLOWJO v.7.5 (Tree Star, Inc., Ashland, OR).

6.3. Capacidad de unidn a biotina.

6.3.1. Evaluacion de la capacidad de unidn a biotina de las proteinas de fusion ShdA-avidina.

La capacidad de las proteinas de fusién sShdA-avidina y wShdA-avidina de unir biotina se evalud
usando biotina-4-fluoresceina. Después de la induccién, cada una de las cepas de E. coli DH5a
transformadas fue cosechada, lavada tres veces con solucidn salina isoténica (SSI) estéril y fue
ajustada a 1 x 108 UFC e incubada a 37° C con 50 pL de biotina-4-fluoresceina (Sigma-Aldrich) a
diferentes concentraciones 3.12 x 10, 6.25 x 10°, 1.25x 10, 2.5 x 10, 5 x 10* M. Cada suspensidn

de bacterias fue analizada por citometria de flujo e inmunofluorescencia indirecta (IFl).

La capacidad de las proteinas de fusion sShdA-avidina y wShdA-avidina de unir moléculas
biotiniladas como OVA-biotinilada (bio-OVA) a la proteina de fusidn ShdA-avidina autoexpuesta
sobre la superficie bacteriana fue evaluada por IFl. La OVA (Sigma-Aldrich, St. Louis Missouri, USA)
fue biotinilada usando un kit de biotinilacién ImmunoProbe (Sigma-Aldrich) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Después de la induccion, cada una de las cepas de Escherichia coli DH5a

fue cosechada, lavada tres veces con solucidn salina isotdnica (SSI) estéril, ajustada a 1 x 108 UFC e
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incubada con 50 pL de bio-OVA en concentraciones 1 x 10#, 1 x 103y 1 x 102 M. Posteriormente, la
suspension de bacterias fue lavada dos veces con PBS 1x y los botones fueron resuspendidos en 500
pL de PBS 1x. Fueron incubadas a 37° C con agitacidn con el anticuerpo primario anti-ovoalbumina
en dilucién 1:1000. Después de tres lavados con PBS 1x, fueron incubadas con el anticuerpo
secundario anti-mouse IgG (H+L) conjugado a FITC (Zymed®), diluido a 1:1500. Finalmente, la
suspension de cada una de las cepas de bacterias, fue resuspendida en 50 pL de PBS 1xy 5 uL de la
suspension de bacterias fue colocada sobre porta objetos y observada utilizando un microscopio de

fluorescencia (BX-40; Olympus).
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7. RESULTADOS

7.1.Construccion de los plasmidos que codifican para las proteinas de fusion sShdA-avidina y
wShdA-avidina.

En la figura 11 se muestran los plasmidos construidos en este trabajo y cuya expresion se
encuentra bajo el promotor nirB. Los tamaios moleculares estimados fueron: pENP (3,415 pb),
pENP-avidina (3,794 pb), pJEAY (3,727 pb) y pJEAY-avidina (4,094 pb).

nirg nirB
L

avidina
FLAG

pENP-avidina pJEAY-avidina a-BshdA

Amp® (3,794 bp) P (4,094 bp)

P—
QY

((

s
)
s

Figura 11. Analisis electroforético en geles de agarosa al 1.0 % de los plasmidos pENP-avidina y pJEAY-
avidina. a) Representacidn esquematica de los plasmidos pENP-avidina (3,794 pb) y pJEAY-avidina (4,094
pb) que codifican para las proteinas de fusidn sShdA-avidina y wShdA-avidina respectivamente. b) Andlisis
electroforético de los plasmidos sin digerir, en geles de agarosa al 1.0 % M) Marcador de 1 Kb (Plus DNA
Invitrogen®), plasmidos: 1) pENP, 2) pENP-avidina, 3) pJEAY, 4) pJEAY-avidina.
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7.2.Expresion de ShdA-avidina bajo el control del promotor nirB.

Dos proteinas de fusidon ShdA-avidina fueron construidas, una versidn corta: LTB-avidina-FLAG-
AShdA (sShdA-avidina) y una version larga: LTB-avidina-FLAG-ShdA (wShdA-avidina). Todas las
proteinas de fusidn se encuentran bajo el control del promotor inducible nirB. De esta manera, un
modelo hipotético de translocacidn para sShdA-avidina y wShdA-avidina es mostrado en la figura
12a. La produccién de las proteinas de fusién codificadas por los plasmidos pENP-avidina y pJEAY-
avidina, fue demostrada mediante SDS-PAGE (figura 12b) y Western-blot (figura 12c), con lisados de
extractos totales y extractos de membrana externa, después de inducir a los cultivos bacterianos.
Las cepas de E. coli transformadas con los plasmidos pENP, pENP-avidina, pJEAY y pJEAY-avidina
expresaron con éxito, las proteinas de fusién que contienen a la avidina recombinante tanto en

extractos totales, como en extractos de membrana externa (figuras 12by 12c).

Es importante mencionar que las bandas esperadas correspondientes a las proteinas de fusion
sShdA-avidina y wShdA-avidina con pesos moleculares de 52.2 y 70.1 kDa fueron observadas (figura
12b carriles 5y 9 respectivamente). En |la cepa de E. coli DH5a transformada con los plasmidos pENP
y pJEAY, las bandas de las proteinas con pesos moleculares de 39 y 56.2 kDa fueron observadas
respectivamente (figura 12b, carriles 3 y 7). Un extracto de proteinas totales de E. coli no
transformada fue incluido como control negativo (figura 12b, carril 1). Ademads, se detectaron las
proteinas de fusidn sShdA-avidina y wShdA-avidina en fracciones de membrana externa de cepas
inducidas de E. coli que contenian los plasmidos pENP-avidina y pJEAY-avidina (figura 12b, carriles 6
y 10, respectivamente). Se detecté una expresién similar de proteinas de fusién sShdA-avidina y
wShdA-avidina en fracciones de membrana externa de E. coli transformadas con los plasmidos

pENP-avidina y pJEAY-avidina, respectivamente.

Asi, el peso molecular de la avidina recombinante fue consistente con el disefio de ingenieria
genética.
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Figura 12. Expresion de las proteinas de fusién que contienen avidina monomérica recombinante en lisados
de células completas y en fraccion de membrana externa de E. coli DH5a. a) Modelo hipotético de
translocacién para sShdA-avidina (Aa-BshdA-avidina) y wShdA-avidina (a-BshdA-avidina) en la superficie de E.
coli DH5a. b) Andlisis por SDS-PAGE. c) Andlisis por Western-blot de las proteinas de fusiéon LTB-FLAG-sShdA
(carriles 3 y 4), LTB-Avidina-FLAG-sShdA (carriles 5y 6), LTB-FLAG-wShdA (carriles 7 y 8) y LTB-Avidina-FLAG-
wShdA (carriles 9y 10). Un lisado de células completas y la fraccién de membrana externa derivadas de cepas
de E. coli DH5a no transformadas fueron incluidas como control negativo (carriles 1 y 2 respectivamente).
Carriles 1, 3, 5, 7y 9, proteinas totales; Carriles 2, 4, 6, 8 y 10, fraccién de membrana externa. Todas las
proteinas de fusion fueron rastreadas con un anticuerpo monoclonal anti-FLAG.
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7.3.Efecto del plasmido sobre la cinética de crecimiento de E. coli DH5a.

Generalmente, la introduccién de un plasmido en un huésped bacteriano como (E. coli), conlleva a
ciertos beneficios para el acarreador bacteriano. Por otra parte, la expresidon de las proteinas
recombinantes, codificadas por el plasmido dependen en buena parte de la persistencia continua
del plasmido y a su vez, la persistencia del plasmido puede tener un impacto significativo en la
cinética de crecimiento del acarreador bacteriano. Con base en esta premisa, se evalué el efecto de
la persistencia de los plasmidos pENP, pENP-avidina, pJEAY y pJEAY-avidina, sobre la cinética de
crecimiento de E. coli. En la figura 13, se muestra cdmo la persistencia de los plasmidos impacta en
la cinética de crecimiento de E. coli, ya que la cepa de E. coli DH5a carente de plasmido posee una
velocidad de crecimiento mayor respecto de las cepas transformadas con pENP, pENP-avidina y
pJEAY-avidina que muestran cinéticas muy semejantes. Incluso este efecto fue mucho mas evidente
con la cepa pJEAY. De esta manera, estos resultados demuestran que la persistencia y replicacion
de un plasmido impacta en la adaptacion o fitness al introducirse una carga metabdlica adicional en

E. coli. (figura 13).
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Figura 13. Cinética de crecimiento de E. coli DH5a transformada con los diferentes plasmidos.
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7.4. Exposicion de las proteinas de fusion ShdA-avidina sobre la superficie celular de E. coli DH5a.

Con el objetivo de confirmar el autodespliegue de las proteinas de fusion constituidas por la avidina
monomérica recombinante fusionada a las dos variantes del autotransportador ShdA (short ShdA 'y
whole ShdA) sobre la superficie de E. coli DH5a, se confirmé su presencia mediante microscopia de
inmunofluorescencia confocal y citometria de flujo empleando un anticuerpo monoclonal dirigido a
la bandera molecular FLAG (figura 14). Las cepas de E. coli DH5a: pENP (LTB-FLAG-sshdA) (figura 14b);
pENP-avidina (LTB-AVIDINA-FLAG-sShdA) (figura 14c); pJEAY (LTB-FLAG-wshdA) (figura 14d) y pJEAY-avidina
(LTB-AVIDINA-FLAG-wShdA) (figura 14e); mostraron fluorescencia en su superficie, sugiriendo el
autodespliegue de las proteinas de fusion LTB-FLAG-sShdA, LTB-Avidina-FLAG-sShdA, LTB-FLAG-
wShdA y LTB-Avidina-FLAG-wShdA respectivamente. En cambio, en la cepa control E. coli DH5a (sin
transformar) no se observd fluorescencia en su superficie (figura 14a). Por otra parte, los
histogramas obtenidos a partir de ensayos de citometria de flujo mostrados en la figura 14f, también
de las proteinas de fusién constituidas por la avidina monomérica recombinante fusionada a las dos
variantes del autotransportador ShdA (short ShdA y whole ShdA) sobre la superficie de E. coli DH5a
confirmaron el autodespliegue de la avidina recombinante sobre la superficie celular de E. coli. A
este respecto, 87.1 % de células de la cepa pENP (LTB-FLAG-sShdA) mostraron haber unido a FLAG-
FITC ya que se observd un desplazamiento de la unidad de luz relativa de 2-log con respecto a la
cepa control de E. coli DH5a no transformada. Por su parte, las cepas pENP-avidina, pJEAY y pJEAY-
avidina, mostraron porcentajes de células capaces de unir a FLAG-FITC menores del 60.1 %, 62 % y
64 %, respectivamente. Por lo tanto, se observd que las proteinas de fusién LTB-Avidina-FLAG-sShdA
y LTB-Avidina-FLAG-wShdA se autodesplegaron en la superficie celular de E. coli, a través de las dos

versiones del autotransportador ShdA (sShdA y wShdA).

7.5. Capacidad de union de ShdA-avidina a moléculas biotiniladas en la superficie de E. coli DH5a.

Una vez demostrado el autodespliegue de las proteinas de fusion LTB-Avidina-FLAG-sShdA y LTB-
Avidina-FLAG-wShdA sobre la superficie celular de E. coli, se procedié a determinar mediante
citometria de flujo, la concentracion de biotina necesaria para unirse a la avidina recombinante,

incubando diluciones seriadas de biotina-4-fluoresceina con células de E. coli DH5a (fase logaritmica
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tardia). En la tabla 4, se observa que la unién de biotina-4-fluoresceina a la avidina recombinante
autodesplegada por las diferentes cepas transformadas de E. coli DH5a, es concentracion
dependiente. A una concentracion de biotina-4-fluoresceina de 3.12 x 10> M, se observd que el
porcentaje de células que autodesplegaron la avidina recombinante y unieron biotina-4-
fluoresceina fue del 58.5% para la cepa pENP-avidina y del 20.1% para la cepa pJEAY-avidina. Por
otra parte, a una concentracién de 5 x 10* M, el porcentaje de células que unieron biotina-4-
fluoresceina fue del 80.5% en el caso de la cepa pENP-avidina y 83.2% para la cepa pJEAY-avidina.
Sin embargo, a diferencia de la concentracién menor de 3.12 x 10> M, se observd que cuando se
incuba E. coli con biotina-4-fluoresceina a una concentracion mayor de 5 x 10* M, el porcentaje de
células que la unieron incrementd en el caso de las cepas con los plasmidos pENP y pJEAY hasta un
72.9% y 44.6%, respectivamente, siendo que no expresaban la avidina recombinante. Con Ia
concentracion 5 x 10* M de biotina-4-fluoresceina, si bien se observé el mayor porcentaje de células
gue la unieron por parte de las cepas pENP-avidina 80.5 % y pJEAY-avidina 83.2%, también en la
cepa control (E. coli DH5a sin transformar) se observé un porcentaje del 53 % de células que la
unieron. De esta manera y con base en los porcentajes de células capaces de unir biotina-4-
fluoresceina, 76.9 % en la cepa pENP-avidina, 45.7 % en la cepa pJEAY-avidina 'y 19.7 % en la cepa
control de E. coli DH5a no transformada, observados en los histogramas obtenidos por citometria
de flujo (figura 15) donde se observd un desplazamiento de la unidad de luz relativa de la curva de
2-log, se considerd que la concentracién de 2.5 x 10 M de biotina-4-fluoresceina fue la que permitié

evaluar la capacidad de unién a biotina.

Tabla 4. Porcentaje de células bacterianas que unieron biotina-4-fluoreceina a diferentes concentraciones

sobre la superficie celular de E. coli DH5a transformada con los diferentes plasmidos.

[biotina-4- E. coli DH5a pENP pENP-avidina pJEAY pJEAY-avidina

fluoresceina] (LTB-FLAG-sShdA) | (LTB-Avidina-FLAG- | (LTB-FLAG-wShdA) (LTB-Avidina-FLAG-
sShdA) wShdA)
3.12x 10°M 7.0% 55.7% 58.5 % 15.6 % 20.1 %
6.25x 10° M 8.2% 58.0 % 55.4 % 143 % 242 %
1.25x10*M 119% 65.7 % 72.2% 26.2 % 36.3%
2.5x10*M 19.7 % 72.2% 76.9% 25.2% 45.7 %
5x10*M 53.0% 72.9% 80.5% 44.6 % 83.2%
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Figura 14. Exposicion de la avidina monomeérica recombinante sobre la superficie celular de las cepas de E. coli revelada por microscopia inmunofluorescencia
confocal. a) Se observd E. coli DH5a (en campo claro), b) pENP c) pENP-avidina, d) pJEAY y e) pJEAY-avidina. Micrografias observadas a 100x de magnificacion.
Las imagenes fluorescentes mostradas en el inferior de cada micrografia corresponden a las flechas indicadas en b-e. Cada barra de escala representa 5 um. Se
muestra una figura representativa de tres experimentos independientes. f) Histogramas que muestran la expresion de las proteinas de fusion en la superficie de
E. coli DH5a transformada con diferentes plasmidos. Las células se marcaron con un anticuerpo monoclonal anti-FLAG y anticuerpo anti-lgG conjugado con FITC.
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Figura 15. Determinacion de la concentracion de biotina-4-fluoresceina unida a avidina monomérica recombinante presentada por E. coli DH5a. Las cepas de
E. coli DH5a se cultivaron en condiciones inductoras y se incubaron con diferentes concentraciones de biotina-4-fluoresceina (3.12 x 10° M, 6.25 x 10° M, 1.25
x10%M, 2.5x10* My 5 x 104 M).
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Si bien, ambas formas de ShdA (sShdA-avidina y wShdA-avidina) mostraron habilidad de unién a
biotina, de una manera concentracion dependiente; se consideré la concentracién de 2.5 x 104 M
de biotina-4-fluoresceina, como la que permitié evaluar la capacidad de unién a biotina debido al
comportamiento observado en los histogramas obtenidos por citometria de flujo (figura 16a) donde
se observé un desplazamiento de la unidad de luz relativa de la curva de 2-log en la cepas de E. coli
DH5a transformadas con pENP-avidina y pJEAY-avidina con respecto a la cepa control de E. coli
DH5a no transformada. Esta fue la Unica concentracién donde se observo este comportamiento. En
consecuencia, con esta misma concentracion se evalué qué forma de ShdA unia mejor a la biotina-
4-fluoresceina. A este respecto, a través de un grafico de frecuencia relativa (figura 16b) fue posible
observar la densidad de las poblaciones (cepas de E.coli DH5a transformadas con sShdA y wShdA)
capaces de unir biotina-4-fluoresceina siendo mayor en la cepas de E. coli que expresaban sShdA,
con un porcentaje del 68.8 % en la cepa pENP y del 74 % en la cepa pENP-avidina en comparacion
con el 21.8 % en la cepa pJEAY y el 42.5 % en la cepa pJEAY-avidina, respectivamente. De manera
colectiva, estos datos sugieren que la capacidad de unién a biotina parece ser mejor en la cepa que
expresa la variante corta sShdA (pENP-avidina), en comparacion con la variante completa wShdA
(pJEAY-avidina), aunque se observé que la cepa transformada con variante corta sShdA (pENP)
también unié biotina-4-fluoresceina (68.8 %) de forma inespecifica siendo que este plasmido no
codificaba para la avidina monomérica recombinante en contraste con la cepa transformada con la
variante completa wShdA (pJEAY) con un 21.8 % siendo que este plasmido tampoco codificaba para

la proteina recombinante (Tabla 5).

Ademas de la biotina-4-fluoresceina que permitié evaluar la capacidad de la avidina recombinante
fusionada a la variante corta sShdA y la variante completa wShdA, otra molécula evaluada fue la
ovoalbumina biotinilada (OVA-biotinilada). Bacterias transformadas con los plasmidos pJEAY y
pJEAY-avidina (variante completa wShdA) mostraron capacidad de unirse a biotina-4-fluoresceina
en una concentracién de 2.5 x 10* M (figura 17a) y OVA-biotinilada en una concentracién de 1 x 10°
4 M (figura 17b), ademas se observé que la cepa de E. coli DH5a sin transformar tiene una capacidad
basal para unir biotina, como también se pudo evidenciar mediante citometria de flujo (figura 15).
Por su parte, la cepa de E. coli pJEAY-avidina ademas de unir OVA-biotinilada formdé agregados

bacterianos posteriores a la union de OVA-biotinilada (figura 17b).
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Tabla 5. Porcentaje de células bacterianas que unieron biotina-4-fluoreceina a una concentracién de 2.5 x

10* M sobre la superficie celular de E. coli DH5a transformada con los diferentes plasmidos.

[biotina-4- E. coli DH5a pENP pENP-avidina pJEAY pJEAY-avidina
fluoresceina] (LTB-FLAG-sShdA) | (LTB-Avidina-FLAG- | (LTB-FLAG-wShdA) | (LTB-Avidina-FLAG-
sShdA) wShdA)
2.5x10%M 16 % 68.8 % 74 % 21.8% 42.5%
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Figura 16. Capacidad de union a biotina de avidina monomérica recombinante en la superficie de E. coli DH5a transformada con diferentes plasmidos.

a) Histogramas correspondientes a biotina-4-fluoresceina unida a avidina recombinante en la superficie de cepas de E. coli. b) Diagramas de puntos
representativos de la dispersién lateral y la intensidad de fluorescencia media de los analisis de citometria de flujo de pENP, pENP-avidina, pJEAY y pJEAY-
avidina de E. coli después del tratamiento con 2.5 x 10 M de biotina-4-fluoresceina; el porcentaje de células fluorescentes se presenta. Se usé una cepa de E.
coli DH5a no transformada como control.
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Figura 17. Determinacion de la unién de moléculas biotiniladas a la avidina recombinante presentada en la superficie de E. coli DH5a mediante un ensayo
de inmunofluorescencia indirecta (IFA). a) IFA de cepas de E. coli (wShdA) incubadas con 2.5 x 10 M biotina-4-fluoresceina. b) IFA de cepas de E. coli (WShdA)
incubadas con 1 x 10* M OVA-biotinilada y reveladas con anticuerpo anti-OVA y conjugado FITC-anti IgG. Micrografias observadas a 100 x de aumento. Cada
barra de escala representa 5 um.
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CAPITULO 8

DISCUSION




8. DISCUSION

Los autotransportadores son proteinas que constituyen el sistema tipo V de secrecién de las
bacterias Gram negativas y los utilizan de forma ubicua para exportar factores de virulencia y
colonizar otras células y/o sensar su entorno. Se expresan como proteinas monoméricas que pasan
la membrana interna y externa en dos pasos consecutivos facilitados por el translocén Sec y el
complejo BAM, respectivamente (van et al.,, 2018b). Han sido ampliamente usados para
autodesplegar proteinas o péptidos heterdlogos funcionales sobre la superficie de bacterias. Este
método es simple y tiene varias ventajas por encima de la produccién de proteinas recombinantes
en otros compartimentos bacterianos. Sin embargo, el autodespliegue tiene varias limitaciones
entre las cuales se encuentran las diferencias en el plegamiento de la proteina recombinante con
respecto la proteina nativa. Por otra parte, los sistemas autotransportadores de bacterias Gram
negativas no resultan adecuados cuando la glicosilacion y las modificaciones postraduccionales son

importantes para la funcién de la proteina recombinante o dominio pasajero.

En el presente estudio, desarrollamos un sistema de expresidn y de visualizacidon en superficie “in
trans” utilizando el autotransportador ShdA para el autodespliegue de avidina monomeérica
recombinante en la superficie celular de la bacteria E. coli DH5a. La fusidn de avidina recombinante
al autotransportador ShdA, se realizd con la finalidad de exponer hacia el medio extracelular, la
avidina recombinante con capacidad de unir externamente moléculas biotiniladas, producidas o
purificadas de manera separada. De esta manera, la unidon de biotina-4-fluoresceina y OVA-
”

biotinilada en la superficie de E. coli DH5a, nos permitio retomar el concepto de expresion “in trans

como un sistema alternativo para unir moléculas con modificaciones postraduccionales.

La avidina se une a la biotina con alta especificidad y afinidad (K¢ = 1.3 X 107> M a pH 5.0) y se
conoce como la interaccién no covalente mas fuerte en la naturaleza (Chivers et al., 2011) y sus
propiedades han sido utilizadas como una herramienta bioldgica para una amplia gama de
aplicaciones. El enfoque que nosotros presentamos aqui representa un sistema que une moléculas
biotiniladas, con propiedades bioquimicas diversas, en la superficie bacteriana de E. coli. Lo anterior
es importante, dado que sugiere tener potencial para el desarrollo de pruebas diagnédsticas de

aglutinacién rdpida o desarrollo de vacunas. Ademds, este sistema podria representar una
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alternativa viable, para que, en caso de requerirse, sustituya a la clonacién y la expresion de
proteinas recombinantes que precisen de modificaciones postraduccionales para mantener sus

caracteristicas de proteina nativa (Liao et al., 2015).

El uso del autotransportador ShdA implica considerar que la regidn linker es indispensable para la
translocacion del dominio pasajero a la superficie bacteriana (Jong et al.,, 2018). De manera
importante, estd documentado que el acortamiento o mutagénesis sitio-dirigida en esta region,
representa un impedimento para el autodespliegue de péptidos heterdlogos y a este respecto, se
requieren 16 aminodcidos del dominio a del autotransportador ShdA, para translocar a la superficie
bacteriana, péptidos heterdélogos (Osorio-Ledn, 2004). En consecuencia, en el presente trabajo se
construyeron dos versiones de la proteina de fusién ShdA-avidina: una corta sShdA-avidina (pENP-
avidina) de 3,794 pb; y una completa wShdA-avidina (pJEAY-avidina) de 4,094 pb (Figura 11a). La
version corta de sShdA-avidina, contiene un dominio a truncado a diferencia de la versién completa

wShdA-avidina.

Una vez que se transformé a E. coli con las diferentes construcciones, se procedié a demostrar la
expresion de los pldasmidos pENP-avidina y pJEAY-avidina que codifican para las dos variantes del
autotransportador ShdA: short ShdA (sShdA) y whole ShdA (wShdA), fusionado a la forma
recombinante de avidina monomérica. Si bien varios estudios han demostrado que las formas
incompletas y truncas del motivo de anclaje son mejores que el dominio completo para el
autodespliegue de proteinas de superficie, debido a las limitaciones de tamafio y el plegado
incorrecto que podrian presentar las moléculas que se desean autodesplegar (Han y Lee, 2015); los
resultados de este estudio mediante el ensayo de Western-blot (Figura 12c), mostraron que ambas
formas de la proteina de fusidon sShdA-avidina y wShdA-avidina permitieron la expresion de la
avidina monomérica recombinante como dominio pasajero, tanto en extractos totales, asi como en
la fraccidn de la membrana externa de la bacteria. A este respecto, los autotransportadores como
parte de la familia de las proteinas de la membrana externa en bacterias Gram negativas, se
encuentran residiendo en la membrana externa (Meuskens et al.,, 2019). Por lo tanto, resulté
indispensable detectar en este compartimento, la presencia de las dos variantes recombinantes de

la proteina de fusidn ShdA-avidina, confirmando asi que el dominio B-barril de ShdA residia en la
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membrana externa de E. coli permitiendo el autodespliegue del dominio pasajero hacia la superficie

bacteriana.

Al igual que en otros sistemas de expresién empleados por nuestro grupo de investigacion (Pompa-
Mera et al., 2014; Pompa-Mera et al., 2011; Ruiz-Perez et al., 2002), para asegurar la translocacion
de la proteina de fusidn hacia el periplasmay hacia la membrana externa de la bacteria, se consideré
emplear la secuencia sefal de trafico de la subunidad B de la toxina termolabil (LTB) de E. coli. ETEC,
la cual es una secuencia Sec-dependiente (Choi y Lee, 2004), del mismo modo, se decidié el uso del
promotor nirB en los plasmidos de expresién construidos, el cual es un promotor inducible en
condiciones microaerofilicas y en anaerobiosis in vitro. De esta manera, la expresidén inducible de
las proteinas de fusion a través de un sistema de bajo nimero de copias puede evitar la expresion
constitutiva de una proteina heteréloga con la finalidad de regular la expresién inducible de las
proteinas de fusidn cuya sintesis representa una carga metabdlica adicional para la bacteria
transformada, resultando muchas veces en un producto téxico o en un cuerpo de inclusidn
(Chatfield et al., 1992). Por lo tanto, se procedid a evaluar el efecto de cada plasmido sobre la
cinética de crecimiento de las diferentes cepas de E. coli en condiciones inductoras (Figura 13). Con
respecto a las cepas transformadas con pENP, pENP-avidina y pJEAY-avidina, estas muestran
cinéticas de crecimiento muy semejantes en la fase log y a partir de las 6 h es evidente que el
pldasmido pENP-avidina tiene un impacto en la velocidad de crecimiento a diferencia de las cepas
pPENP y pJEAY-avidina. Aunque todas fueron muy semejantes entre si, es notable el efecto que tiene
pENP-avidina y pJEAY sobre el crecimiento de la bacteria, a pesar de que el promotor del plasmido
es de origen procarionte. Esta observacion sugiere que el crecimiento bacteriano se afecta a medida
que el plasmido codifica para una proteina de fusién de mayor tamafo y que permanece anclada a
la membrana externa. Pero en el caso particular de pENP y pJEAY-avidina el crecimiento bacteriano
no se vio disminuido y cuya cinética de crecimiento fue similar a la de la cepa control E. coli DH5a.
Ninguna de las cepas analizadas mostré efectos téxicos atribuibles a la replicacidon o expresion de
alguno de los plasmidos. Los resultados de la cinética de crecimiento de las cepas de E. coli en el
presente estudio, demuestran que la persistencia y replicacion de los plasmidos impactan en la
adaptacion al introducirse una carga metabdlica adicional. De hecho, la cepa transformada con el
plasmido pJEAY, tiene una cinética de crecimiento mas lenta, a diferencia de la cepa pJEAY-avidina.

Los aspectos relacionados con la cinética de crecimiento son cruciales, ya que pueden también
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reflejar la velocidad de crecimiento in vivo afectando la cantidad de péptido heterdlogo (Galen et
al., 2010). La persistencia y replicaciéon de un plasmido implica costos para la adaptacién o fitness
en términos del metabolismo del acarreador bacteriano, es decir, se introduce una carga metabdlica
adicional, por tal motivo, con el paso del tiempo los plasmidos no persistiran y se perderan (Carroll

y Wong, 2018).

Diversos estudios realizados por nuestro grupo de investigacién, han demostrado que el dominio B-
barril completo del autotransportador ShdA, resulta eficiente para translocar y expresar en la
superficie diversos dominios pasajeros (Pompa-Mera et al., 2014; Pompa-Mera et al., 2011; Ruiz-
Perez et al., 2002). De manera importante, diversos autotransportadores como AIDA-I (adhesin-
involved-in-diffuse-adherence), han mostrado que requieren del papel esencial de la regidn linker
(localizada entre los dominios a y B para la translocacién y exportacion del dominio pasajero
(Maurer et al., 1999). Un ejemplo similar ocurre en el caso de la region linker de ShdA, en donde 16
aminodacidos del dominio a del autotransportador ShdA, resultan indispensables para translocar a
la superficie bacteriana, péptidos heterdlogos (Osorio-Ledn, 2004). La idea de emplear una version
corta del autotransportador de ShdA (sShdA), surge a partir de la necesidad de translocar proteinas
pasajeras de mayor tamafio. Con base en esta premisa, en el presente estudio se construyeron dos
versiones de la proteina de fusién ShdA-avidina, una corta (sShdA-avidina) y una completa (wShdA-
avidina) y su autodespliegue sobre la superficie de E. coli DH5a se confirmd mediante microscopia
de inmunofluorescencia confocal y citometria de flujo. Los resultados mostraron que el dominio
pasajero de la proteina de fusidén se expresd mas eficientemente en la superficie de E. coli pJEAY-
avidina (64%), en comparacion con la cepa pENP-avidina (60.1%) (Figura 14f), lo que sugiere que la
forma corta del autotransportador ShdA (sShdA) contribuya de manera menos eficiente al
autodespliegue de moléculas de menor tamafio, al contar con una regién linker mas corta.
Asimismo, los porcentajes de positividad a FLAG-FITC mostrados por las cepas pJEAY y pJEAY-
avidina, si bien fueron muy similares (62% y 64%), también sugieren que la forma completa de ShdA
(wShdA) contribuye mucho mejor al autodespliegue de moléculas de mayor tamafio, como la avidina
monomérica recombinante de 124 aminoacidos. Lo anterior, también se ve reflejado por las
diferencias en la positividad a FLAG-FITC que hay entre las cepas pENP-avidina (60.1%) versus su
contraparte pJEAY-avidina (64%). De esta manera, se confirmd, que el sistema mediado por el

autotransportador ShdA permitié la translocacién y expresion de avidina monomérica
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recombinante. La funcionalidad del autotransportador ShdA se demostré en E. coli DH5a de forma

colectiva a través de ensayos de Western blot, microscopia confocal y citometria de flujo.

Una vez demostrado que el sistema con el autotransportador ShdA, permitid la translocacién del
domino pasajero de la proteina de fusidon conteniendo a la avidina monomérica recombinante, en
la superficie de E. coli, lo siguiente fue evaluar su capacidad para unir moléculas biotiniladas. En este
contexto, nuestros resultados obtenidos a través de ensayos de citometria de flujo, demuestran que
el 45.7 % de las bacterias transformadas con el plasmido pJEAY-avidina (versidn wShdA),
permitieron la unién en modo “in trans” de biotina-4-fluoresceina a una concentracion de 2.5 x 10
4 M, en contraste con el 76.9 % las bacterias transformadas con el plasmido pENP-avidina (versién
sShdA), pero donde fue visible que el 72.2 % de bacterias control transformadas con el plasmido
PENP (versidon sShdA), permitieron la unién inespecifica en modo “in trans” de biotina-4-
fluoresceina a una concentracion de 2.5 x 10* M, a pesar de que el pldsmido no codificaba para
expresién de la avidina monomeérica recombinante. No asi, en las bacterias control transformadas
con el plasmido pJEAY (versidn wShdA) donde se observé que sélo el 25.2 % fueron capaces de unir
inespecificamente en modo “in trans” biotina-4-fluoresceina a una concentracién de 2.5 x 10* M,
siendo que este plasmido tampoco codificaba para la expresién de la avidina monomérica
recombinante (Figura 15). Si bien el uso de concentraciones mayores o del orden de 5 x 10* M de
biotina-4-fluoresceina incrementan el porcentaje de actividad de union a biotina en las cepas pENP-
avidina (80.5%) y pJEAY-avidina (83.2%), también muestran unién inespecifica de biotina-4-
fluoresceina en las cepas control (PENP 72.9 % y pJEAY 44.6%). Se sabe que la avidina monomérica
recombinante de solo 124 aminodcidos tiene una afinidad menor que la avidina tetramérica; no
obstante, ambas versiones de la proteina de fusidn ShdA-avidina se unieron a la biotina a una
concentracion de 2.5 x 10* M, demostrando que la avidina monomérica recombinante mantuvo su
afinidad por la biotina. Asimismo, la unidn inespecifica de biotina-4-fluoresceina observada a una
concentracion de 5 x 10* M se puede atribuir también al punto de saturacién alcanzado, que se
produce con altas concentraciones de biotina-4-fluoresceina, aunque esto también se observé a
bajas concentraciones de 3.12 x 10° M, particularmente con E. coli pENP (55.7 %). Se sabe que la
holocarboxilasa sintetasa (HCS) de humanos y la biotina proteina ligasa (BirA) de E. coli son proteinas
ligasas de biotina que catalizan la unién de biotina dependiente de ATP a apocarboxilasas. La union

de biotina ocurre en un residuo de lisina altamente conservado dentro de una secuencia de
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consenso (Ala/Val-Met-Lys-Met) que se encuentra en las carboxilasas en la mayoria de los
organismos. Numerosos estudios han indicado que la HCS y la BirA, asi como biotina proteina ligasas
de otros organismos, pueden unir biotina a apocarboxilasas de diferentes organismos, lo que indica
gue el mecanismo de unién de biotina estd bien conservado y que podria estar contribuyendo a la

unién de biotina de manera inespecifica. (Healy et al., 2010).

Para evaluar la capacidad de la proteina de fusidn constituida por la avidina monomérica
recombinante fusionada al autotransportador ShdA, de unir proteinas biotiniladas sobre la
superficie de E. coli DH5aq, la ovoalbumina (OVA) fue empleada en los ensayos de union a la avidina
recombinante. Bacterias transformadas con el plasmido pJEAY-avidina (variante wShdA) mostraron
capacidad de unirse a OVA-biotinilada en una concentracion de 1 x 10 M (figura 17b). Sin embargo,
es importante mencionar que la union de OVA-biotinilada evidencié la presencia de agregados
bacterianos de E. coli pJEAY y pJEAY-avidina, lo que sugiere la formacién de redes debido a la unién
multimérica en la superficie bacteriana. A este respecto, el marcaje de proteinas con biotina es un
medio de deteccion muy eficaz, ya que la conjugacidon de biotina con proteinas permite la
asimilacion de un marcador muy especifico que generalmente no perturba la funcién de la proteina
o molécula diana (Wilchek y Bayer, 1990). Aunque a la fecha la funcién bioldgica de la OVA se
desconoce, se ha descrito su uso como una proteina transportadora capaz de conjugarse con
péptidos sintéticos para su uso como inmundgeno, debido a que posee los siguientes residuos de
aminodcidos para conjugarse: 10 de tirosina, 6 de cisteina, 14 de acido aspartico, 33 de acido
glutdmico y 20 de lisina, siendo estos ultimos residuos de lisina imprescindibles para conjugarla con
la biotina (Harlow y Lane, 1988). La OVA es una glicoproteina fosforilada de 44.3 kDa de masa
molecular, estd constituida por 385 aminodacidos. Pertenece a la familia de los inhibidores de la
serina proteasa (serpinas). Su estructura tridimensional consta de tres laminas B, nueve hélices ay
un bucle central reactivo. Revela la presencia de 6 residuos de cisteina, entre los cuales se forman
cuatro puentes disulfuro. Contiene una cadena de carbohidratos y puede presentar hasta dos
residuos de fosfoserina, un puente disulfuro y cuatro grupos sulfidrilo, por lo tanto, hay numerosos
sitios para fosforilaciéon y glicosilacién, que son modificaciones postraduccionales muy comunes en
las proteinas. La mitad de los residuos de aminodacidos de la OVA son hidrofébicos y un tercio
presenta residuos cargados, la mayoria acidos, confiriéndole a la proteina un pl de 4.5 (Li-Chan y

Nakai, 1989). A este respecto, estd documentado que el uso de avidina tiene como Unica desventaja
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su tendencia a unir inespecificamente componentes bioldgicos distintos a la biotina a pH fisioldgico
como resultado de su alto pl de 10.5 y su contenido de carbohidratos (Takakura et al., 2012).
Ademas, la fuerte carga positiva en la proteina avidina provoca interacciones idnicas, con moléculas
cargadas negativamente, especialmente en superficies celulares (Hermanson G., 2013). Esto puede
explicar la formacién de agregados bacterianos debido a la unidn inespecifica de la avidina
recombinante con las superficies bacterianas cercanas. Sin embargo, la avidina monomérica
recombinante producida en E. coli carece de cadenas laterales de carbohidratos y la ausencia de
glicosilaciéon deberia disminuir la unidn inespecifica que exhibe la avidina hacia muchos
componentes bioldgicos evitando los problemas reportados en varias aplicaciones que utilizan Ia

tecnologia avidina-biotina (Hytonen et al., 2004).

Por otra parte, la formacion de agregados bacterianos también podria explicarse a través de la
capacidad que poseen las lectinas (adesinas) bacterianas de E. coli de unir azlicares especificamente.
Las lectinas bacterianas son capaces de unirse de manera no covalente a carbohidratos y de esta
forma aglutinar y/o precipitar polisacéaridos, glicoproteinas, células y glucoconjugados (Nilsson,
2007). Entre sus multiples funciones bioldgicas, las lectinas bacterianas facilitan la unién de las
bacterias a las células huésped durante la infeccidon. Estas se unen a los receptores de glucanos a
través del dominio de reconocimiento de carbohidratos (CRD) (Hooper y Gordon, 2001). La mayoria
de las bacterias poseen multiples lectinas con diversas especificidades de carbohidratos. Algunas
lectinas se unen a residuos de azucar terminales a través de su CRD, mientras que otras se unen a
secuencias internas de cadenas de oligosacaridos lineales o ramificadas (Nizet et al., 2017). Las
lectinas bacterianas se presentan comunmente en forma fimbrias (pelos) o pili (hilos), que
interactuan con las glucoproteinas y los receptores de glucolipidos en las células huésped. Las mejor
caracterizadas son las fimbrias de tipo 1 especificas de manosa, las fimbrias P especificas de
galabiosa y las fimbrias F-17 de unién a N-acetilglucosamina producidas por diferentes cepas de E.
coli. Las bacterias fimbriadas expresan de 100 a 400 de estos apéndices, que normalmente tienen
un didmetro de 5-7 nm y pueden extenderse cientos de nandmetros de longitud. Por tanto, los pili
se extienden mucho mas alld del glucocdliz bacteriano formado a partir de lipopolisacaridos y
polisacaridos capsulares. El dominio de reconocimiento de carbohidratos de las fimbrias se
encuentra en la subunidad menor que generalmente se encuentra en la punta de las fimbrias.

Algunas de las otras lectinas bacterianas son proteinas de membrana monoméricas u oligoméricas.
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La unidn es generalmente de baja afinidad, pero debido a que las lectinas y los receptores a menudo
se agrupan en el plano de la membrana, la avidez resultante puede ser grande (Sharon N. y Lis H.,
2004). A este respecto, se sabe que Entamoeba histolytica es capaz de unirse a los carbohidratos de
OVA a través de su actividad de lectina superficial la cual facilité su fagocitosis (Heron et al., 2011).
La OVA madura tiene un 3.2 % de carbohidratos en peso (Nisbet et al., 1981). Tiene un Unico sitio
de N-glicosilacidn en asparagina 292, con una mezcla heterogénea de glicanos neutros unidos, en
su mayoria del tipo de manosa ramificada sin modificar o de variedad hibrida parcialmente
modificada (Man s GIcNAc ;, Man s GIcNAc 3, Man s GIcNAc 4 y Man ¢ GIcNAc ;) que representan mds
del 60% del total (Thaysen-Andersen et al., 2009). Se observd, que la desglicosilacién quimica y
enzimatica de OVA redujo sustancialmente su capacidad para estimular fagocitosis en E. histolytica.
La OVA desnaturalizada con calor estimuld fagocitosis en E. histolytica e inhibié la unién de la OVA-
biotinilada, al menos, asi como OVA nativa, lo que indica que el efecto no esta relacionado con la
estructura terciaria de OVA y apoya aun mas la especificidad del efecto inhibidor de Ia
desglicosilacion. La especificidad estd indicada ademas por la capacidad de la OVA desnaturalizada
y nativa sin marcar para competir por la unién, mientras que la OVA desglicosilada no compitio.
Dados estos datos, la conclusién fue que E. histolytica tiene una actividad de lectina que reconoce
modificaciones de carbohidratos en la OVA a través de su lectina N-acetilgalactosamina (GalNAc), la
cual fue inhibida por la desglicosilacion de OVA. Esta evidencia abre la posibilidad de probar este
mecanismo de accién en nuestro sistema de autodespliegue para evitar la formacion de agregados
bacterianos de E. coli derivados de la posible actividad de lectina presente en sus fimbrias y pili,
siendo esto, una alternativa viable que nos permita evaluar la capacidad de unién de la OVA-
biotinilada a la proteina de fusidn constituida por la avidina monomérica recombinante fusionada

al autotransportador ShdA.

Para lograr la unidn en la superficie bacteriana mediante la interaccidn avidina-biotina, la actividad
de la avidina recombinante debe ser preservada. A este respecto, varios sistemas para la expresion
heterdloga de estreptavidinas recombinantes en E. coli han sido publicadas (Demonte et al., 2014),
pero su expresion recombinante soluble es dificil, por lo tanto algunos estudios se han centrado en
su expresion en la superficie bacteriana de E. coli. Por ejemplo, la produccion de una estreptavidina
funcional en la superficie bacteriana de E. coli UT5600, utilizando el autotransportador AIDA-I fue

reportada, aunque quedd por demostrar su potencial de uniéon a moléculas biotiniladas en la
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superficie (Park et al.,, 2011). Asi mismo, varios estudios disefiados para aislar la avidina
recombinante han reportado dificultades técnicas diferentes, tales como la acumulaciéon
intracelular de la proteina heterdloga, la formacidn de cuerpos de inclusién y toxicidad parcial (Wu
y Wong, 2006). Ademas, la purificacidon adicional o los pasos de renaturalizacidon son requeridos

cuando la secrecidon de avidina bioactiva dentro del medio es deseable.

La proteina de fusidn ShdA-avidina en sus versiones sShdA y wShdA fue capaz de translocar avidina
a pesar de contener ocho cadenas B antiparalelas y bucles de interconexidn. La exposicion en la
superficie de una avidina tetramérica no es posible con el autodespliegue; sin embargo, una avidina
funcional monomérica fue suficiente para unir moléculas biotiniladas. El mecanismo de secrecién
de los autotransportadores normalmente permite cierto dominio del pasajero plegado y la
presencia de enlaces disulfuro. Aunque en este estudio no se predijo el plegamiento adecuado de
la avidina translocada a la superficie bacteriana como una proteina de fusién con ShdA, confirmamos

gue efectivamente se mostraba en la superficie de E. coli DH5a y era capaz de unirse a la biotina.

Hasta nuestro conocimiento, el presente estudio representa la primera demostracion de la
expresiony autodespliegue de avidina monomérica recombinante por un autotransportador (ShdA),
en la superficie E. coli, que mantiene sus propiedades intrinsecas de unién a biotina conjugada a

moléculas expresadas “in trans”.
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9. CONCLUSIONES

1. Las variantes sShdA-avidina y wShdA-avidina de la proteina de fusién ShdA-avidina
permitieron la expresiéon de la avidina monomérica recombinante en la fraccién de
membrana externa de E. coli, confirmando asi que el dominio B-barril de ShdA residia en la
membrana externa de la bacteria permitiendo el autodespliegue del dominio pasajero hacia

la superficie bacteriana.

2. Los pldsmidos que codifican para las proteinas sShdA y wShdA fusionados a la avidina
recombinante tienen impacto en el crecimiento bacteriano a medida que el plasmido
codifica para una proteina de fusion de mayor tamafio y que permanece anclada a la
membrana externa demostrando que la persistencia y replicacion de los plasmidos

impactan en la adaptacion al introducirse una carga metabdlica adicional.

3. La versién completa del autotransportador ShdA (wShdA) contribuye mucho mejor a la
translocacion de moléculas de mayor tamafio, en contraste con la versidn corta de ShdA
(sShdA) que cuenta con una region linker mas corta. El dominio pasajero de la proteina de
fusidn se translocé mas eficientemente en la superficie de E. coli transformada con el
pldasmido pJEAY-avidina, indicando que el sistema mediado por el autotransportador ShdA

permite la translocacién de avidina monomérica recombinante.

4. Lla capacidad de unién “in trans” de la proteina de fusién wShdA-avidina no se ve
comprometida y por lo tanto demostré unirse a moléculas biotiniladas como biotina-4-
fluoresceina a una concentracion de 2.5 x 10* M. Siendo una limitante del sistema de
autodespliegue que a esta misma concentracion existe mayor unidn inespecifica de la
proteina de fusidn sShdA-avidina y a concentraciones mayores de 5 x 10 M de biotina-4-
fluoresceina existe una mayor unién inespecifica en ambas versiones de la proteina de

fusion ShdA-avidina.
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5.

La capacidad de union “in trans” de la proteina de fusién wShdA-avidina se ve
comprometida al unirse a OVA-biotinilada en una concentracién de 1 x 10* M. Sin embargo,
la union a OVA-biotinilada evidencid la presencia de agregados bacterianos de E. coli pJEAY
y pJEAY-avidina a esa misma concentracion, lo que sugiere la formacién de redes debido a
la unién multimérica en la superficie bacteriana la cual interfiere con la evaluacién de la
capacidad de unién a proteinas biotiniladas mds complejas con modificaciones

postraduccionales.
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10. PERSPECTIVAS

1. Si bien se demostré que la proteina de fusién ShdA-avidina se transloca a la superficie
bacteriana de E. coli DH5a, se requieren estudios adicionales para determinar la cantidad
aproximada de proteina de fusidn que se estad translocando y autodesplegando a la
superficie bacteriana.

2. Se deben probar mecanismos de accidn en nuestro sistema de unidn “in trans” como la
previa desglicosilacion de glicoproteinas biotiniladas a unir, para comprobar que la
formacidn de agregados bacterianos se debe a la posible actividad de lectina presente en
las fimbrias y pilli de E. coli lo que permitiria evaluar la capacidad de unidn “in trans” de
estas moléculas a la proteina de fusién ShdA-avidina.

3. Se requieren de estudios adicionales que permitan evaluar la capacidad de unién de la
proteina de fusion ShdA-avidina a moléculas mds complejas con modificaciones
postraduccionales, tales como glicoproteinas que aun siendo biotiniladas conserven sus
propiedades antigénicas, bioguimicas y actividad bioldgica después de unirse “in trans”.

4. En nuestro grupo de trabajo existe la posibilidad de evaluar nuestro sistema de unién “in
trans” a través de la proteina de fusidn ShdA-avidina utilizando glicoproteinas como
antigenos, tal es el caso de la Ag30 de Trichinella spiralis la cual es una glicoproteina
inmunogénica que ha sido utilizada previamente como candidato a vacuna protegiendo
parcialmente contra la infeccién en un modelo murino.
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Abstract

Objectives To display a recombinant avidin fused to
the autotransporter ShdA to bind biotinylated mole-
cules on the surface of Escherichia coli.

Results Two chimeric protein constructs containing
avidin fused to the autotransporter ShdA were
expressed on the surface of Escherichia coli DHS5a.
One fusion protein contained 476 amino acids of the
ShdA o and B domains, whereas the second consisted
of a 314 amino acid from o and truncated 8 domains.
Protein production was verified by SDS-PAGE using
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an antibody to the molecular FLAG-tag. The surface
display of the avidin-shdA fusion protein was con-
firmed by confocal microscopy and flow cytometry
analysis, and the biotin-binding activity was evaluated
by fluorescence microscopy and flow cytometry using
biotin-4-fluorescein  and  biotinylated-ovalbumin
(OVA).

Conclusions Expression of a recombinant avidin
with biotin-binding activity on the surface of E. coli
was achieved using the autotransporter ShdA. This
system is an alternative to bind biotinylated molecules
to E. coli.
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Introduction

The display of heterologous proteins on the surface of
engineered Enterobacteria strains has several biotech-
nological applications, including the evaluation of
protein secretion pathways, and live vaccine develop-
ment (Daugherty 2007). Expression of recombinant
proteins on the surface of transformed bacteria can be
achieved using their natural secretion systems; auto-
transporters, which comprise the type V secretion
system in Gram-negative bacteria, are especially
attractive due to their simplicity. In general, these
proteins contain three functional domains: a N-termi-
nal signal peptide that mediates the translocation of
the protein to the bacterial periplasm through the Sec
machinery; a passenger o domain, which is trans-
ported to the bacterial surface and may be trimmed and
secreted into the milieu and, an outer membrane-
anchored C-terminal B-domain that mediates the
translocation of the a-domain to the bacterial surface
(Nicolay et al. 2015). The autotransporters have been
extensively used for the expression and secretion of
recombinant proteins. This method is often referred to
as autodisplay, indicating the surface expression of
heterologous proteins by autotransporters and the
substitution of the natural passenger o by a heterol-
ogous (passenger) protein through genetic engineer-
ing. Thus, the use of autotransporters to translocate
heterologous proteins opens up the interesting possi-
bility of coating bacterial surfaces with different
peptides or proteins, which may be advantageous for
the development of recombinant bacterial vector
vaccines.

However, efficient autodisplay depends on several
properties of the passenger protein, such as molecular
weight, amino acid composition, tendency to form
complex tertiary structures and hydrophobicity. More-
over, the recombinant protein may be toxic or
constitute a metabolic burden to the transformed
bacteria. Therefore, inadequate expression or poor
biological function of the passenger protein is not an
infrequent occurrence.

ShdA is a large outer membrane protein (OMP) of
the autotransporter family from Salmonella enterica,
involved in the colonization of the cecum and the
Peyer’s patches of terminal ileum in mice (Kingsley
et al. 2003). In addition, ShdA functions as adhesine,
in virtue of its passenger domain ability to bind
fibronectin and collagen 1 (Kingsley et al. 2004;
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Wagner and Hensel 2011). The translocation domain
of ShdA is composed by a transmembrane [-barrel
domain embedded in the outer membrane, and a linker
region (connecting the B-barrel to the passenger
domain). Both have been used for in cis surface
display of fusion proteins (Pompa-Mera et al.
2011, 2014). However, the use of ShdA for in trans
surface display technology has not been explored.

The interaction of biotin and avidin or streptavidin
has been used in many medical and biotechnological
applications due to its strong affinity and specificity,
allowing the bridging between biotinylated molecules
to a substrate in cell surfaces (Liao et al. 2015).

In the present study, a recombinant avidin with
biotin-binding activity was fused to the autotrans-
porter ShdA This strategy allowed the in trans surface
display of biotin-4-fluorescein and biotinylated oval-
bumin (OV A-biotin) on the surface of Escherichia coli
DHS5a. This system represents a new tool for display of
exogenous biotinylated molecules on cell surface of
E. coli.

Materials and methods
Strains and plasmids

Escherichia coli DH5a  (supE44  Alac169
©80lacZAM15 hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi-1
relAl) was used in this study. The vectors pENP
(3415 bp) (Pompa-Mera et al. 2011), pAH3545
(3545 bp) (kindly donated by Dr. ML Penichet,
UCLA, USA), pENP-Avi (3794 bp), pJEAY
(3727 bp) and pJEAY-Avi (4094 bp) were used to
express a recombinant avidin from Gallus gallus. All
plasmids contain the nirB promoter (inducible under
anaerobic conditions), with the exception of
pAH3545, a 12,526 bp plasmid that encodes the
LTB signal peptide for translocation of the fusion
protein to the periplasmic space, as previously
reported (Ruiz-Pérez et al. 2002). A FLAG-tag was
included to trace the fusion proteins as reported
previously (Pompa-Mera et al. 2011). Two variants of
ShdA were constructed, one with the complete o-f-
domains (wShdA) (476 amino acid residues) and one a
previously reported Aa-B-domain variant of ShdA
(Pompa-Mera et al. 2011, 2014 ) containing a shorter
version of ShdA (sShdA) (314 amino acid residues).
All recombinant bacterial strains were handled
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according to national biosafety regulations for genet-
ically modified organisms that was published and
updated in DOF 06-03-2009.

Plasmid construction

The expression vector pJEAY-Avidin, encoding the
LTB-Avidin-FLAG-ShdA fusion protein, was con-
structed from the plasmid pENP as follows: a full-
length sequence coding for the complete a-f domains
of ShdA (wShdA) was amplified by PCR using
Salmonella enterica serovar Typhimurium SL3261
genomic DNA as a template. Based on the GenBank
sequence accession number AF140550.2, the primers
sense shda-1 and antisense Tshda-2 were designed,
containing the restriction sites Nhel and BamHI
(underlined), respectively. The resulting 1428 bp
amplicon encodes 476 amino acids (positions
1560-2035). After restriction enzyme digestion, the
amplicon was ligated to plasmid pENP. This strategy
allowed the short ShdA (sShdA) sequence to be
replaced and generated a complete ShdA fused to
avidin (wShdA-Avi). The sequence coding for a
Gallus gallus avidin was amplified by PCR from
plasmid pAH3545 using primers avi-I and avi-2 with
Hindlll and Xhol restriction sites incorporated at the
5’- and 3’-ends, respectively. The primer sequences
used to construct plasmids are listed in Supplementary
Table 1. The avidin encoding sequence (379 bp) was
inserted in plasmid pJEAY that had been digested with
the same enzymes (Supplementary Fig. 1). The
resulting plasmid, pENP-Avi, contains the sShdA
domain fused to avidin (sShdA-Avi). Competent
E. coli DH54 cells were transformed with the pENP,
pENP-Avi, pJEAY and, pJEAY-Avi plasmids. All
restriction enzymes were purchased from New Eng-
land Biolabs (Beverly, MA, USA). PCR reagents and
plasmid preparation kits were purchased from Invit-
rogen (Palo Alto, CA, USA) and Qiagen (Qiagen,
Mexico), respectively. DNA manipulation was per-
formed according to the methods described by Sam-
brook and Russell (1989). The constructs engineered
in this study were verified by nucleotide sequencing
using the Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) and the
pNirl primer (5-TTCAGGTAAATTTGATACAT-
CAAA-3'). Sequencing reactions were analysed on
an ABI Prism 310 genetic analyser (applied
biosystems).
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Culture and induction conditions

Escherichia coli DH5a transformants were cultured
on Luria—Bertani (LB) agar plates supplemented with
100 pg/ml of ampicillin at 37 °C. For inducing
conditions, bacterial strains were incubated at 37 °C
in 45 ml of thioglycolate medium (Difco Laboratories,
Detroit, MI, USA) under an anaerobic atmosphere
using a GasPak Anaerobic System (Becton-Dickinson
Microbiology Systems, Cockeysville, MD, USA) until
ODs40nm = 1.0 was reached.

Analysis of expression of ShdA-Avidin fusion
proteins by immunoblotting

Expression of the ShdA-Avidin fusion proteins was
demonstrated by sodium dodecylsulfate-polyacry-
lamide gel electrophoresis (SDS—PAGE) of whole-
cell lysates and outer membrane fraction from
Escherichia coli DH50. strains transformed with
plasmids pENP-Avi, pJEAY-Avi (encoding sShdA-
Avi and wShdA-Avi, respectively), pJEAY and pENP
(controls). Outer membrane proteins were prepared as
previously described (Park et al. 2013). The samples
were electrophoresed under reducing conditions (1%
SDS, 140 mM 2-mercaptoethanol, 95 °C, 10 min) in
12% gels and then transferred onto nitrocellulose
membrane 0.45 um (BioRad®). Immunoblotting of
protein extracts was performed with a mouse mono-
clonal anti-FLAG® M2 antibody (F3165, Sigma®)
diluted to 1:1500 in PBS 5% skim milk (BioRad®).
After washing, a secondary goat anti-mouse IgG
antibody (H + L)-HRP conjugate (Zymed®) that was
diluted to 1:3000 was applied. The immune reaction
was revealed by 4-chloro-1-o-naphthol-30% H,0, in
PBS (pH 7.4). Expression analysis was performed
with the BioRad® ChemiDocTM XRS System and
Image Lab™ Software v. 2.0 (Hercules, CA), using
the protein ladder PageRuler™ Plus Prestained
Protein Ladder (Thermo Scientific™) to estimate the
fusion proteins molecular size.

Confocal immunofluorescence microscopy
and flow cytometry analysis

Surface expression of the sShdA-Avi and wShdA-Avi
fusion proteins was evaluated by fluorescence confo-
cal microscopy. After induction, the bacterial strains
were harvested, washed thrice with PBS and overnight
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fixed in 4% (w/v) paraformaldehyde. After washing
with PBS, cells were incubated with PBS supple-
mented with 3% (w/v) bovine serum albumin (BSA;
Sigma-Aldrich). Then, cells were incubated with the
monoclonal anti-FLAG® M2 antibody (F3165,
SigmaQ) at dilution of 1:50 in PBS, overnight at
25 °C with agitation. The cells were washed thrice
with PBS and incubated with a goat anti-mouse IgG
(H + L)-FITC conjugate (Zymed®), diluted to 1:100
in PBS for 2 h at 25 °C with agitation in the dark. The
samples were suspended in 50 ul PBS, and 5 pl of the
bacterial suspensions was placed on a poly-L-lysine
coated microscopic slides and examined on a Nikon Ti
Eclipse inverted confocal microscope. Imaging was
performed using a 100x (oil immersion, NA 1.45)
objective lens. The FITC-label was excited using a
built-in 488 nm laser line. This light source was also
used to acquire the transmitted light channel. FITC
fluorescence was read in the 500-550 nm range.
Images were acquired and analysed using NIS Ele-
ments v.5.00.

Surface display of the ShdA-Avidin fusion proteins
on the cell surface of E. coli was also confirmed by
flow cytometry. Cells were labelled with monoclonal
anti-FLAG antibody, diluted to 1:100 and goat anti-
mouse IgG (H + L)-FITC conjugate were used
(Zymed®), diluted to 1:250, and analysed in a
Beckman Coulter FacScalibur using FLOWJO v.7.5
software (Tree Star, Inc., Ashland, OR).

Evaluation of the biotin-binding activity
of the ShdA-avidin fusion proteins

The ability of the two recombinant avidin fusion
proteins (sShdA-Avi and wShdA-Avi) to bind biotin
or biotinylated molecules was assessed, using biotin-
4-fluorescein and ovalbumin (biotinylated-OVA).
After induction, the transformed bacterial strains
were harvested, washed twice with PBS, and adjusted
to 1 x 10® CFU. Cells were harvested, washed twice
with PBS, adjusted to 1 x 10°® CFU and incubated at
37 °C with 50 pl of biotin-4-fluorescein (Sigma-
Aldrich) at 1x 1072, 1x107'% 1 x 1078,
1 x 107%1 x 10™*,and 1 x 10~>M concentrations.
Bacterial suspensions were analysed by flow cytom-
etry and indirect immunofluorescence assay (IFA).
The binding of the biotinylated ovalbumin (bio-
OVA) to the ShdA-Avidin displayed on the bacterial
surfaces was evaluated by IFA. Briefly, ovalbumin
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OVA (Sigma-Aldrich, St. Louis Missouri, USA) was
biotinylated using an ImmunoProbe™ Biotinylation
Kit (Sigma-Aldrich) according to the manufacturer’s
instructions. After culturing cells under inducing
conditions, 1 x 10% CFU of each bacterial strain was
incubated with 50 ul of bio-OVA at concentrations of
1x107% 1x 1073 and 1 x 107> M. Bacterial
suspensions were washed twice with PBS, and pellets
were suspended in 500 pl PBS. Then, samples were
incubated at 37 °C with agitation with the primary
antibody, anti-Ovalbumin in dilution 1:1000. After
three washes with PBS, samples were incubated with
goat anti-mouse IgG (H + L)-FITC conjugate
(Zymed®), diluted to 1:1500. Finally, the samples
were suspended in 50 pl PBS, and 5 pl of the bacterial
suspensions was placed on slides and observed using a
fluorescence microscope (BX-40; Olympus).

Results

Expression of ShdA-avidin under control
of the nirB promoter

Two ShdA-Avidin fusion proteins were constructed,
including a short sShdA-Avidin construct (amino
acids 1721-2035) containing (from the 5'-terminus)
LTB-Avidin-FLAG-AShdA and a long wShdA-Avi-
din construct (amino acids 1560-2035) containing
LTB-Avidin-FLAG-ShdA. The fusion genes were
cloned into the pENP and pJEAY vectors under
control of the inducible nirB promoter (Supplemen-
tary Fig. 1). A schematic representation of the two
forms of recombinant avidin is shown in Fig. la.
E. coli DH5a was transformed with the vectors pENP-
Avi and pJEAY-Avi. The production of the fusion
proteins was demonstrated in whole-cell lysates by
SDS-PAGE (Fig. 1b), and immunoblotting using
antibodies to the FLAG-tag (Fig. 1c).

The expected bands corresponding to sShdA-Avi
and wShdA-Avi fusion proteins with molecular
weights of 52.2 and 70.1 kDa were observed as shown
in Fig. l¢, lanes 5 and 9, respectively. In the E. coli
strains transformed with the pENP and pJEAY
plasmids, protein bands with molecular weights of
39 and 56.2 kDa were observed, respectively (Fig. lc,
lanes 3 and 7). A total protein extract from untrans-
formed E. coli DH5Sa was included as a negative
control in Fig. Ic, lane 1. Thus, the molecular weight
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Fig. 1 Expression of fusion proteins containing recombinant
monomeric avidin in whole-cell lysates and outer membrane
fraction of E. coli DHSa. a Hypothetical model for the display of
recombinant monomeric avidin by ShdA autotransporter on the
surface of E. coli DH5a. b SDS-PAGE analysis and ¢ im-
munoblotting analysis of fusion proteins LTB-FLAG-AShdA
(lanes 3 and 4), LTB-Avi-FLAG-AShdA (lanes 5 and 6), LTB-

of the recombinant avidin was consistent. Although no
quantitative measurements of protein production were
performed, it is noteworthy that sShdA-Avi (Fig. lc,
lane 5) showed lower expression as estimated by the
52.2 kDa band intensity when compared with the
intensity of sShdA alone (39 kDa) (Fig. 1c, lane 3). In
contrast, cloning of recombinant avidin in the pJEAY
vector also resulted in low expression, as indicated by
the intensity of the 73.5 kDa band (Fig. ¢, lane 9).
These results show that E. coli successfully expressed
the fusion construct of the FLAG-tagged avidin.

In addition, sShdA-Avi and wShdA-Avi fusion
proteins were detected in outer membrane fractions of
induced strains of E. coli carrying pENP-Avi and
pJEAY-Avi plasmids (Fig.lc, lanes 6 and 10,
respectively). Similar expression of sShdA-Avi and
wShdA-Avi fusion proteins, was detected in outer
membrane fractions from E. coli transformed with
pENP-Avi and pJEAY-Avi plasmids, respectively,

Display of ShdA-avidin fusion proteins
on the E. coli cell surface

To confirm the presence and localization of avidin on
the E. coli cell surface, recombinant strains were
analyzed by confocal immunofluorescence micro-
scopy. Fluorescence was observed in E. coli carrying
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FLAG-ShdA (lanes 7 and 8) and LTB-Avi-FLAG-ShdA (lanes
9 and 10). A whole-cell lysate and outer membrane fraction
derived from untransformed E. coli DHS5a strain was included as
a negative control (lanes 1 and 2, respectively). Lanes 1,3, 5,7,
and 9, total proteins; lanes 2, 4, 6, 8 and 10, outer membrane
fraction. All fusion proteins were tracked with an anti-FLAG
monoclonal antibody

pENP-Avi (Fig.2c¢) and pJEAY-Avi plasmids
(Fig. 2e). Expression of wShdA-Avi fusion protein
on the cell surface of E. coli (strain pJEAY-Avi) was
higher in comparison to showed by E. coli strain
pENP-Avi. Histograms showed in Fig. 2f confirmed
the display of recombinant avidin on the cell surface of
E. coli transformed with the pENP-Avi and pJEAY-
Avi plasmids. The expression of sShdA-Avi and
wShdA-Avi fusion proteins, reached a 2-log-relative-
light-unit displacement with respect to the untrans-
formed E. coli DH5a control. Thus, recombinant
avidin was efficiently translocated and displayed on
cell surface of E. coli, through the two version of ShdA
autotransporter (sShdA and wShdA).

Biotin-binding activity of ShdA-avidin displayed
on the surface of E. coli

The functional activity of the recombinant ShdA-
Avidin displayed on the bacterial surface was further
evaluated by flow cytometry. Biotin-binding activity
was determined using serial dilutions of biotin-4-
fluorescein (Supplementary Fig. 2). High concentra-
tions of biotin-4-fluorescein [1.25 x 10~* M] were
necessary to reach an optimal biotin-binding activity.
Histogram and dot-plots shown in Fig. 3 revealed
different biotin-binding activities between sShdA-Avi
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E. coli DH5a pENP

Fig. 2 Display of recombinant monomeric avidin on the cell
surface of E. coli strains, revealed by confocal immunofiuores-
cence microscopy. a E. coli DH5a observed (in light field),
b pENP ¢ pENP-Avi, d pJEAY and e pJEAY-Avi. Slides
observed at 100x magnification. f Histograms showing the
expression of fusion proteins on the surface of E. coli DH5a

and wSdhA-Avi when the bacteria were incubated
with 2.5 x 10™* M biotin-4-fluorescein. E. coli pENP
and pENP-Avi showed the highest mean fluorescence
intensity (MFI) due to the retention of the biotin-4-
fluorescein on their cell surfaces (MFI = 70.62 and
MFI = 87.05, respectively) compared to the

E. roli DHSa PENP

Fig. 3 Biotin-binding activity of recombinant monomeric
avidin on the surface of E. coli DH5« transformed with different
plasmids. a Histograms corresponding to biotin-4-fluorescein
bound to recombinant avidin on the surface of E. coli strains.
b Representative dot plots of side scatter and mean fluorescence
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transformed with different plasmids. Cells were labelled with an
anti-FLAG monoclonal antibody and FITC conjugate anti-IgG
antibody. Fluorescent images showed in the lower correspond to
the arrows indicated in b—e. Each scale bar represents 5 pm. A
representative figure of three independent experiments is shown

fluorescence detected with E. coli-pJEAY and
E. coli-pJEAY-Avi (MFI = 42.17 and MFI = 40.25,
respectively) (Fig. 3a).

These results demonstrate that ShdA-Avidin
showed biotin-binding activity. Both variants of the
fusion protein ShdA-Avidin showed biotin-binding

PJEAY-Avi

intensity from flow-cytometric analyses of E. coli pENP, pENP-
Avi, pJEAY and pJEAY-Avi after treatment with 2.5 x 107 M
biotin-4-fluorescein; the percentage of fluorescent cells is
presented. An untransformed E. coli DH5x strain was used as
a control
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activity, reaching a 2-log-relative-light-unit displace-
ment with respect to the untransformed E. coli DH5a
control.

Both sShdA-Avi and wShdA-Avi showed biotin-
binding activity in a concentration-dependent manner.
Non-specific biotin-4-fluorescein binding activity was
observed in all strains at the highest concentration
tested (5 x 10~* M). Non-specific biotin-binding was
also observed in the strains transformed with pENP,
pENP-Avi and pJEAY-Avi, suggesting that ShdA
increases the binding of biotin-4-fluorescein on the
bacterial surface (Supplementary Fig. 2).

The Fig. 3b shows dot plots of cells exhibiting a
positive fluorescence side scattering signal after
incubation with 2.5 x 10™* M biotin-4-fluorescein.
The percentage of fluorescent cells for E. coli trans-
formed with pENP-Avi or pJEAY-Avi was 74 and 42.
5%, respectively. However, E. coli DH5a strains
transformed with pENP or pENP-Avi showed higher
MFIs, suggesting that sShdA facilitates the unspecific
binding of avidin. E. coli strains not expressing avidin
(DH5a and DH5a-pJEAY) also showed background
fluorescence (24.62 and 42.17, respectively). A sig-
nificant fluorescent signal was detected from the
pENP-Avi strain incubated with 2.5 x 107 M
biotin-4-fluorescein. Non-specific fluorescence was
observed with E. coli DH5a and DH5a-pJEAY. Thus,
these results demonstrated that avidin displayed on the
surface of E. coli cells was indeed able to bind
biotinylated molecules (Fig.3a), with the biotin-
binding activity being more efficient in strains
expressing short sShdA compared to the complete
wShdA (Fig. 3b).

In addition, IFA was employed to determine
whether the recombinant avidin on the surface of
E. coli was able to bind biotin-4-fluorescein and
biotinylated ovalbumin (biotinylated-OVA). A few
bacteria transformed with pJEAY showed an ability to
bind biotin-4-fluorescein (Fig. 4a) and biotinylated-
OVA (Fig. 4b), which demonstrates that the E. coli
strain had a basal ability to bind biotin. However,
E. coli pJEAY-Avi efficiently bound biotinylated-
OVA (Fig. 4b). It is noteworthy that bacterial aggre-
gates were formed, suggesting mesh formation due to
multimeric binding on the bacterial surface.
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Discussion

Autotransporters are proteins that constitutes the type
V secretion system of Gram-negative bacteria and
have been widely used to autodisplay functional
heterologous peptides or proteins on the surface of
bacteria. This method is simple and has several
advantages over the production of recombinant pro-
teins from other bacterial compartments. However,
autodisplay has several limitations; for instance, the
folded, recombinant protein may not resemble the
native protein, and this method is not suitable when
glycosylation and posttranslational modifications are
important for the function of the recombinant protein.
An alternative to solve the problems associated with
the inadequate production or improper folding of
recombinant proteins displayed on the bacterial sur-
face is the in trans surface display system, where the
protein of interest is first purified from a separate
source and then linked to the bacterial surface
(Kalyanasundram et al. 2015).

Here, we report a similar in trans surface display
system using the autodisplay of avidin on the bacterial
surface. The in trans surface display of avidin was
performed using the autotransporter ShdA to exter-
nally bridge the biotinylated molecules biotin-4-fluo-
rescein and biotinylated-OVA. The binding of biotin-
avidin/streptavidin is the strongest non-covalent inter-
action known in nature (Chivers et al. 2011), and this
property has been exploited as a biological tool for a
wide range of applications. The approach we describe
here may represent a universal system to bind
biotinylated molecules with diverse biochemical
natures on the bacterial surface and is especially
attractive, for rapid agglutination diagnostic tests or
vaccine development. Furthermore, this system rep-
resents an efficient alternative for gene transfer
approaches, in which cloning and expression of
recombinant proteins have some limitations, in the
expression of proteins with posttranslational modifi-
cations (Liao et al. 2015).

To achieve bacterial surface binding by the avidin—
biotin interaction, the activity of the recombinant
avidin must be preserved. Various systems for the
heterologous expression of recombinant streptavidins
in E. coli have been published (Demonte et al. 2014).
Several studies designed to isolate the recombinant
avidin have reported different technical difficulties,
such as the intracellular accumulation of the
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E. coli DH5a
a -
b -

Fig. 4 Determination of binding of biotinylated molecules to
recombinant avidin displayed on the surface of E. coli DH5a by
an indirect immunofluorescence assay (IFA). a IFA of E. coli
strains incubated with 2.5 x 10™* M biotin-4-fluorescein. b IFA

heterologous protein, the formation of inclusion
bodies and partial toxicity (Wu and Wong 2006). In
addition, additional purification or renaturation steps
are required when the secretion of bioactive avidin
into the medium is desirable.

Although we cannot predict the proper folding of
the avidin translocated to the bacterial surface as a
fusion protein with ShdA and although it seems highly
improbable, we found that it was indeed displayed on
the surface of E. coli DH5a and was able to bind
biotin. Two versions of ShdA-Avi were constructed.
The short version of ShdA (AShdA), containing a
truncated oo domain, was more efficiently displayed
than the complete ShdA. While a number of studies
have shown that incomplete, truncated forms of the
anchoring motif are better to display proteins surface
than the complete o passenger domain (Han and Lee
2015); results from this study showed that complete
ShdA autotransporter (wShdA) allowed a efficient
expression of recombinant monomeric avidin as
passenger domain. The secretion mechanism of auto-
transporters typically allows some passenger domain
folding and the presence of disulphide bonds. The
fusion protein ShdA-Avi was able to translocate avidin
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pJEAY-Avi

of E. coli strains incubated with 1 x 1071 x 107%,1 x 1072
M biotinylated-OVA and revealed with anti-OVA antibody and
conjugate FITC-anti-IgG. Slides were observed at 100 x mag-
nification. Each scale bar represents 5 pm

despite containing eight antiparallel B-strands and
interconnecting loops. The surface display of a
tetrameric avidin is not possible with autodisplay;
however, a monomeric functional avidin was enough
to bind biotinylated molecules. To increase recombi-
nant protein production, we used the inducible
promotor nirB, which offers some advantages over
constitutive expression. This study shows that the nirB
promoter is suitable for the expression of an avidin
with bioactive function in E. coli DHS5a. This
approach offers some clear advantages, such as the
availability of an avidin with biotin-binding activity
having the potential to bridge biotinylated molecules
without compromising the viability of host bacteria.
Another advantage of this system is the fact that the
recombinant avidin contains only 124 amino acids,
maintaining its affinity for biotin. It is known that the
monomeric avidin has a lower affinity than the
tetrameric avidin; however, both ShdA-Avi fusion
proteins were able to bind biotin at a concentration of
2.5 x 107" M. These recombinant avidins lack the
carbohydrate side chains, avoiding the problems
reported in several applications of avidin-biotin
technology (Hytonen et al. 2004).
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While the flow cytometry analysis showed that the
avidin displayed on the E. coli surface was able to bind
biotin, one limitation of this study is the inability to
determine the amount of biotin-binding sites per
bacterial cell.

The non-specific bond of biotin-4-fluorescein
observed at a concentration of 5 x 107 M can be
attributed to the saturation point being reached, which
occurs with high biotin-4-fluorescein concentrations.
However, non-specific binding to biotin-4-fluorescein
at low concentrations [3.12 x 107> M] was also
observed, particularly with E. coli pENP. The pres-
ence of the conserved lysine residue within a consen-
sus sequence (Ala/Val-Met-Lys-Met) found in
carboxylases might contribute to the biotin binding
(Healy et al. 2010). In contrast, avidin has a high level
of nonspecific binding to various biological compo-
nents at physiological pH as a result of its high
isoelectric point (Takakura et al. 2012).

The production of soluble, recombinant strepta-
vidin in Escherichia coli may be difficult. Therefore,
some studies have focused on their expression on the
bacterial surface. The production of a functional
streptavidin on the bacterial surface of E. coli
UT5600 has been shown using the autotransporter
AIDA-I (Park et al. 2011). However, to our knowl-
edge, this is the first report of the expression and
display of avidin by an autotransporter in E. coli that
maintains its biological properties.

Conclusions

Here, we report on a recombinant avidin fused to the
membrane anchoring motif of ShdA in E. coli DH50.
This approach constitutes an effective in trans surface
display system for exogenous biotinylated molecules.
This method could provide an alternative, wide-
ranging method to bind proteins and other biomole-
cules to bacterial surfaces.
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