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Resumen

En el presente trabajo se disefiaron variantes de la glicoproteina secretada APA de
Mycobacterium tuberculosis, con mutaciones puntuales en el péptido sefial, con el objetivo de

dirigir de manera exclusiva su secrecién ya sea al sistema Tat (APATT

) o al sistema Sec
(APASE®) y determinar cuél de estas variantes muestra un comportamiento parecido al de la
proteina APA silvestre, la cual posee dos argininas en el péptido sefial, pero carece de un
motivo Tat bien conservado. Se expresaron las proteinas APA, APA™T y APAC en las
cepas silvestres Streptomyces lividans 1326 y Streptomyces coelicolor M145, asi como las
cepas mutantes S. lividans Apmt y S. coelicolor AtatAC. A partir de la deteccion por
anticuerpos anti-APA en sobrenadantes de cultivo, se demostrd que la glicoproteina APA de
M. tuberculosis es reconocida y secretada a través del sistema de secrecion Tat, en
Streptomyces a pesar de no tener un motivo perfectamente conservado para la secrecion por

TAT
A

este sistema. La mutante AP mostré el mismo comportamiento que la proteina silvestre,

ya que ambas se secretaron y glicosilaron en forma eficiente en la cepa silvestre de S.

ASEC a diferencia

coelicolor, pero no en la cepa mutante AtatAC. Por otro lado, la variante AP
de éstas, fue secretada por la via Sec tanto en la cepa silvestre como en la mutante AtatAC. La
secrecion de la variante APASEC fue menos eficiente que la de la proteina silvestre o la
variante APA™T. Lo anterior mostré6 que en Streptomyces, la conservacion de las dos
argininas en el péptido sefial es crucial para su secreciéon por via Tat. Mediante el uso de
concanavalina A para la deteccion de glicosilacion en las proteinas, se evidencié que APA es
glicosilada ya sea que su secrecion sea mediada por el sistema Sec o por el sistema Tat,
siendo esta la primera evidencia de glicosilacion de una proteina secretada por el sistema Tat

en Streptomyces.



Marco teorico

1. Glicosilacion

La glicosilacion de proteinas se define como la modificacion postraduccional de una proteina
mediante la unién covalente de un carbohidrato (Spiro, 1973). La glicosilacién es un proceso
ubicuo pues se han identificado glicoproteinas, unidas a diversos carbohidratos, en todos los
dominios de la vida. Se considera que la glicosilacién es la modificacion de polipéptidos mas
abundante en la naturaleza, siendo que, por ejemplo, se estima que al menos dos tercios de
todas las proteinas eucariotas estan glicosiladas (Spiro, 2002; Dell et al., 2011).

En procariontes, las glicoproteinas cumplen diversas funciones, dependiendo del tipo de
proteina y el azlcar conjugado que contienen. Entre éstas destacan la adhesion celular, la
proteccion contra la proteolisis, el incremento en la solubilidad y la patogenicidad de la
bacteria (Szymanski & Wren, 2005). Las glicoproteinas suelen tener unidas una gran variedad
de oligosacaridos, que varian en complejidad y tamafio, y que pueden llegar a representar la
etiqueta personalizada de cada glicoproteina y la que le confiere funciones especificas
(Lommel & Strahl, 2009; Keenan, 2016).

La glicosilacion ocurre mediante la union de carbohidratos a cadenas polipeptidica a través de
tres distintos mecanismos. En el caso de la N-glicosilacion la union es a través de los grupos
amido de residuos de asparagina. En el caso de la C-manosilacion la union se establece
mediante de enlaces C-C en residuos de triptéfano. Por otro lado, la O-glicosilacion ocurre a
través de enlaces glicosidicos a los grupos hidroxilo de residuos de serina (Ser) o treonina
(Thr) (Keenan, 2016). Las vias de N-glicosilacion se han caracterizado en todos los dominios
de la vida e involucran la sintesis de oligosacaridos ligados a lipidos de membrana y su
transferencia en bloque (Dell et al. 2011) a la proteina. Por el contrario, la via de O-
glicosilacién de proteinas es procesiva, lo que implica la adicidén secuencial de monosacaridos

a los péptidos aceptores (Keenan, 2016).



1. 1. O-Glicosilacién

La O-glicosilacion se presenta cuando el oligosacarido se une covalentemente a través del
grupo hidroxilo de un residuo de serina o de treonina a la proteina. En este tipo de
glicosilacién no se ha encontrado un motivo consenso de glicosilacion y lo mas cercano es un
acercamiento a posibles sitios de glicosilacion, usualmente secuencias ricas en glicina, prolina
y valina (Cérdova, 2009; Smith, et al., 2014). Estudios previos han encontrado algunos sitios
de glicosilacion optimos; por ejemplo, se cree que un residuo de prolina ubicado en la
posicién -1 o +3 en relacién con el residuo de Thr/Ser aumenta la posibilidad de O-

glicosilaciéon (Herrmann, et al., 2000).

Esta modificacion ha sido ampliamente estudianda desde su descubrimiento en la arquea
Halobacterium halobium y se ha caracterizado tanto en eucariontes como en procariontes;
(Lechner & Wieland, 1989). Algunos de los grupos de bacterias mejor estudiados, en cuanto a
sus mecanismos de glicosilacion o la descripcion de las glicoproteinas que producen son:
Campylobacter, Clostridium, Pseudomonas, Neisseria, Bacteroides, Mycobacterium vy
Streptomyces (Lommel & Strahl, 2009; Nothaft & Szymanski, 2010).

1. 2. O-Manosilacion

La O-manosilacion es un tipo de O-glicosilacion, descubierta en levaduras, en 1968, por
Sentandreu y Northcote, con importantes implicaciones en las bacterias y eucariontes. Se
caracteriza por la union de manosa u oligomanosas a los residuos de serina o treonina de una
proteina. La O-manosilacion iniciada por la proteina O-manosiltransferasas (Pmt) es una via
conservada entre algunas bacterias y eucariontes; en bacterias ha sido descrita en
Corynebacterium spp., Streptomyces spp. y particulamente, en micobacterias (Lommel &
Strahl, 2009).

En levaduras y otros hongos, la O-manosilacion, tiene un papel esencial en la
formacion/mantenimiento de una pared celular estable. En los mamiferos, las proteinas O-
manosiladas tienen diferentes e importantes implicaciones en las células cerebrales. Mientras

que en los procariontes las proteinas O-manosiladas contribuyen a la virulencia de las



micobacterias patdgenas y podrian cumplir otras funciones importantes ain no identificadas
(Lommel & Strahl, 2009; Espitia et al., 2010).

El proceso de O-manosilacion de las proteinas bacterianas, al igual que en las eucariontas,
involucra dos pasos principales: la union de la manosa a un acarreador lipidico membranal, y
la transferencia de la manosa de este acarreador a los polipéptidos aceptores. El primer paso
de este proceso esta mediado en eucariontes por la dolicol-P-manosa sintasa (Dpm) que
cataliza la transferencia de GDP-manosa al dolicol-fosfato y por la proteina poliprenil-P-
manosa sintasa (Ppm) que cataliza la transferencia de GDP-manosa al poliprenol-fosfato en
procariontes. El segundo paso estd mediado por la manosil transferasa (Pmt) que cataliza la
transferencia de manosa desde dolicol-P-manosa o poliprenol-P-manosa a los residuos
Ser/Thr de la proteina diana (Fig. 1). Sin embargo, a diferencia de las células eucariontes que
cuentan con organelos membranosos especializados, como el reticulo endoplasmico, en los
procariontes el proceso de manosilacion se realiza en la membrana celular (Lommel y Strahl
2009; Dell et al., 2011; Hang et al., 2022).

Proteina Poliprenol-P- Man /
~ ) Manosa Dolicol-P- Man

Poliprenol-
/ Dolicol-

5 fis o |

GDPManosa

Figura 1. Mecanismo general de O-manosilacion (modificado de Aguilar, 2015). El
proceso de manosilacion comienza con la union de la GDP-manosa a un acarreador lipidico,
por accion de la proteina poliprenil-P-manosa (Ppm), en procariontes, o la dolicol-P-manosa
sintasa (Dpm), en eucariontes. El acarreador lipidico expone la GDP-manosa del lado
extracelular y la manosil transferasa (Pmt) cataliza la union de la manosa a los residuos
Ser/Thr de la proteina diana.



1. 3. O-Manosilacion como via conservada entre actinomicetos y eucariontes.

Los actinomicetos o actinobacterias son un grupo de bacterias Gram positivas, es decir,
bacterias que se han agrupado taxonémicamente por tener solamente una membrana interna y
poseer una pared celular més gruesa con respecto a las bacterias Gram negativas. Los
actinomicetos se caracterizan por tener un alto contenido de guanina y citosina en su ADN.
Representan un taxén sumamente diverso al que pertenecen las bacterias del suelo mas
comunes que juegan un papel importante en la descomposicion de materia organica, asi como
algunas bacterias asociadas o patdgenas en plantas y animales; tales como miembros de los
géneros Mycobacterium, Corynebacterium y Streptomyces (Lechevalier, et al., 1967; Espitia
etal., 2010).

La presencia de proteinas manosiladas en los actinomicetos se describié por primera vez en
Mycobacterium tuberculosis (Espitia y Mancilla, 1989; Robos et al., 1996). Desde entonces
se ha reportado la manosilacion de proteinas en distintos organismos como, por ejemplo,
Streptomyces coelicolor, Corynebacterium glutamicum (Wehmeier et al. 2009; Mahne et al.
2006). La via biosintética de polipéptidos manosilados se caracterizO inicialmente en
Mycobacterium smegmatis mediante la incubacion de una fraccion de membrana con GDP-
[14C]-manosa y péptidos sintéticos derivados de la proteina APA, el ensayo condujo a la
sintesis de poliprenol monofosfato [14C]-manosa y luego a [14C]-manosa-péptido (Cooper et
al., 2002).

En los actinomicetos (micobacterias, estreptomicetos y corinebacterias) se demostro la
funcion de la Ppm para la sintesis de poliprenol monofosfato manosa (Ppm); esta funcion es
semejante a la de la Dol-P-Man sintasa (Dpm1) de S. cerevisiae, con la cual se demostré que
presenta una homologia significativa. (Baulard et al. 2003; Cooper et al. 2002; Gibson et al.
2003; Gurcha et al. 2002; Wehmeier et al. 2009). Por otro lado, VanderVen et al. (2005), a
través de un enfoque bioinformatico identificaron la primera proteina O-manosiltransferasa
(Pmt) en un actinomiceto (M. tuberculosis); dicha proteina muestra una homologia moderada
con respecto a las Pmt de S. cerevisiae. Asimismo, se han caracterizado proteinas Pmt que

inician la biosintesis de O-manosil glucanos en C. glutamicum y en S. coelicolor (Mahne et
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al. 2006; Wehmeier et al. 2009). Cabe mencionar que ademas de la homologia observada
entre las Pmt actinobacterianas y las Pmt de levaduras, los perfiles de hidropatia también son
sustancialmente similares (Mahne et al. 2006; VanderVen et al. 2005). Ademas, se ha
observado que un motivo Asp-Glu presente en un dominio catalitico es crucial para la
actividad de manosiltransferasa tanto para manosiltransferasas (Pmt) de levadura como para
micobacterias (Lommel & Strahl, 2009).

Dada la similitud observada entre los procesos de manosilacién se considera que la O-
manosilacion es una via biosintética conservada entre procarionte y eucariontes. En particular
los estudios hechos en actinomicetos nos revelan un mecanismo general de O-manosilacion
en este grupo de bacterias (Nothaft & Szymanski, 2010; Lommel & Strahl, 2009).

2. Mycobacterium tuberculosis

2.1 M. tuberculosis y O-glicosilacion

M. tuberculosis (Mtb) es un bacilo recto y alargado, descubierto en 1882 por Robert Koch,
quien lo designé como el agente causal de la tuberculosis, (Koch, 1884). Es una bacteria
Gram positiva con alto contenido en G+C en su genoma y que pertenece al grupo de los
actinomicetos o actinobacterias, a la familia Mycobacteriaceae y al género Mycobacterium.
Da nombre al “complejo M. tuberculosis™, el cual es un grupo que engloba micobacterias de
crecimiento lento que presentan >95% de homologia en su DNA y que provocan tuberculosis

en humanos y otros mamiferos (Dorronsoro & Torroba, 2007).

Mtb se caracteriza por ser un microorganismo intracelular obligado, de crecimiento lento,
aerobio, inmovil, latente, con envoltura celular compleja, que se replica dentro de los
fagosomas de los macrofagos (Wheeler & Ratledge, 1994; Ramirez, et al. 2002). Es resistente
a acidos, alcoholes, éalcalis, desinfectantes y a la desecacion; ademads, es naturalmente
resistente a muchos antibidticos gracias a su envoltura celular, rica en lipidos, altamente
hidrofobica que actia como una barrera permeable; (Cole et al., 1998). Su pared celular es
compleja y posee un alto contenido de lipidos (40%), proteinas y polisacaridos; es rica en
acido micolico, el cual se encuentra unido covalentemente con glicolipidos (Ramirez, et al.
2002). La pared de este microorganismo inicia las reacciones inflamatorias del huésped y

actia en la patogénesis de la enfermedad (Bradley & Mckluskey, 1997). El grosor y
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propiedades de su pared impiden que penetren los colorantes habituales de anilina, por lo que
no se pueden ver en la tincion de Gram y hace que para poder visualizarlas sean necesarios

colorantes como los arilmetanos (Dorronsoro & Torroba, 2007).

M. tuberculosis, utiliza diversas estrategias para sobrevivir en los tejidos del huésped y para
evadir a su sistema inmune. La adhesion de M. tuberculosis a los macrofagos alveolares y a
las células epiteliales es un paso determinante en la infeccion, que permite la posterior
invasion y colonizacion de las células huésped y es mediada por un grupo de moléculas
secretadas asociadas a la superficie celular denominadas adhesinas. En consecuencia, las
adhesinas micobacterianas se han considerado objetivos atractivos para el desarrollo de
nuevos agentes antimicobacterianos (Soto & Hultgren, 1999; Gao, et al. 2019). Por ejemplo,
la proteina APA, cuya union a fibronectina es crucial para la patogéenesis; pues el bloqueo la
interaccionentre estas proteinas reduce significativamente la union bacteriana y su

prolifercion en las células huésped (Schorey, et al., 1995).

Los primeros informes de proteinas manosiladas en micobacterias se describieron al
identificar la union de proteinas del sobrenadante con la lectina de union a manosa
concanavalina A (Con A) (Espitia & Mancilla 1989). Dobos et al. (1995) mostraron la
primera evidencia directa de residuos glicosilados en una proteina micobacteriana al
demostrar que la proteina 45/47 kDa de M. tuberculosis (APA) se modificé con hexosas.
Posteriormente, caracterizaron la presencia de manosas localizadas en algunas treoninas

cercanas a los extremos amino y carboxilo de la misma proteina (Dobos, et al., 1996).

Se ha demostrado que la O-manosilacion en micobacterias, asi como en otros actinomicetos,
se lleva a cabo mediante manosiltransferasas homélogas a las Pmt reportadas en levaduras.
En este ambito, destaca el trabajo de VanderVen et al (2005), quienes demostraron que una
proteina de membrana de M. tuberculosis (Rv1002c) homdloga a las proteinas
manosiltransferasas eucariontas, cataliza el paso inicial de la O-manosilacion de proteinas en
las micobacterias. Por otro lado, se ha caracterizado la ruta biosintética de la manosa y la
GDP-manosa en las micobacterias y se ha observado que se sintetizan mediante la misma
ruta, de fosfomanosa isomerasa, fosfomanomutasa y GDP-manosa pirofosforilasa, que en las
levaduras (Espitia et al., 2010).
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La O-manosilacion, es el tipo de modificaciones post-traducionales mas comun en las
proteinas secretadas por M. tuberculosis. Se han estudiado una gran cantidad de proteinas
secretadas por Mtb por incluyendo: Rv1860 (APA), Rv0934 (PstS-1), Rv3763 (LpgH),
Rv1887, Rv1096, Rv2164c, Rv0175, Rv1887, Rv2744c (Deng, et al., 2020; Smith, et al.,
2014). Ademas, se ha sugerido que las propiedades protectoras de la vacuna antituberculosa
BGC estan relacionadas con el patron de O-manosilacion en sus glicoproteinas (Bando-
Campos, et al., 2019).

Cabe mencionar que la gran mayoria de las proteinas secretadas por M. tuberculosis, con
modificaciones post-transcripcionales y estudiadas por su potencial antigénico, son
lipoglicoproteinas; es decir, proteinas que al ser secretadas se anclan a la membrana celular
por medio de la acilacion de alguno de sus residuos (Tucci, et al. 2020).

2. 2. Importancia médica de M. tuberculosis: Tuberculosis

M. tuberculosis es el agente bacteriano que causa tuberculosis (TB), una enfermedad que se
trasmite por via respiratoria. A nivel global, la tuberculosis es la decimotercera causa de
morbilidad y es la enfermedad infecciosa mas mortifera por detras del COVID-19, superando
al VIH/SIDA. Se estima que una cuarta parte de la poblacion mundial esté infectada por Mtb
(OMS, 2021).

En los ultimos afos, la epidemia de TB se ha visto impulsada ain mas por la aparicion de
cepas multirresistentes a los medicamentos (TB-MDR y TB-XDR) y la disminucién de las
opciones de tratamiento que tienen décadas de antigiiedad (Koul, et. al, 2011), siendo estos

los principales factores que obstaculizan el control epidemioldgico de la enfermedad.

Durante los ultimos 100 afios se ha aplicado como vacuna una micobacteria viva atenuada
conocida como bacilo de Calmette-Guérin (BCG), derivada del agente causante de la
tuberculosis bovina, Mycobacterium bovis (Calmette, et al., 1927). Sin embargo, la incidencia
actual de tuberculosis demuestra que el BCG no protege lo suficiente contra la tuberculosis
pulmonar. La eficacia protectora de la BCG es en promedio del 50%, pero varia
sustancialmente segun la ubicacion geogréfica, el rango de edad y es menor en aquellos con
exposicion previa a micobacterias (Nieuwenhuizen& Kaufmann, 2018). Por otro lado, el

tratamiento con antibidticos requiere de 6 a 9 meses y ademas el surgimiento constante de
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cepas multirresistentes y extremadamente resistentes a los medicamentos ha prolongado los
tratamientos farmacoldgicos provocando efectos secundarios considerables en los pacientes
(Jacobson, et al. 2010).

La bdsqueda de alternativas que permitan controlar la incidencia de tuberculosis sobre la
poblacién es una prioridad. Por lo que es necesario estimular la produccion de antigenos
recombinantes de Mtb para evaluar su efecto in vivo e in vitro. Asi mismo, es prioritario el
desarrollo de herramientas para el diagnostico temprano de la tuberculosis y el disefio

efectivo de nuevas vacunas (Bando-Campos., et al., 2019).

3. Streptomyces

3. 1. Streptomyces y O-manosilacion

Los estreptomicetos son un grupo de bacterias cosmopolitas, Gram positivas con alto
contenido de G+C en su genoma, que pertenecen a los actinomicetos (al igual que las
micobacterias) (Flardh & Buttner, 2009). EI género representativo de este grupo de bacterias
es el género Streptomyces, que pertenece a la familia Streptomycetaceae. Este género esta
bien delimitado por caracteristicas fisioldgicas, morfoldgicas y moleculares (Korn-Wendisch
& Kutzner, 1992; Kieser, et al., 2000).

Las bacterias del género Streptomyces son aerobias estrictas, catalasa-positivas, quimio-
organotroficas, no &cido-resistentes, sensibles a la lisozima y con un alto contenido de G+C
>70% (Hidrin et al. 2001; Hasani et al., 2014). Son organismos mayormente saprofitos,
aunque se sabe que ocupan una amplia gama de nichos. Estan formados por una red
filamentosa de micelio que eventualmente se diferencia en micelio aéreo que a su vez se
diferencia en cadenas de esporas (Korn-Wendisch & Kutzner, 1992). Adicionalmente la
diferenciacion a esporas es sumamente Util como estrategia de supervivencia y de dispersion a
través del suelo. Se piensa que un alto nimero de estreptomicetos del suelo se encuentran en

estado latente en forma de esporas (Sigle, et al., 2015).

Lo maés caracteristico de los Streptomyces es la capacidad de producir gran variedad de
metabolitos secundarios, consistente en una multitud de productos naturales que incluyen

enzimas, inmunosupresores, insecticidas, agentes antitumorales y alrededor de dos tercios de
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los antibidticos clinicamente Utiles (Hopwood 1999; Hasani et al., 2014). La produccion de
metabolitos secundarios se inicia con el agotamiento de los nutrientes y, a menudo, coincide

con la diferenciacion morfoldgica (Keenan, 2016).

Los estreptomicetos poseen un ciclo de vida complejo en comparacion con otras bacterias.
Comienza en condiciones favorables de temperatura, nutrientes y humedad, cuando una
espora unigendmica en estado latente germina y forma un tubo germinal. Los tubos
germinales crecen por elongacion de la punta y las células no sufren fision binaria. A través
de la extension y la ramificacion, los tubos germinales dan lugar a una red de filamentos que
crecen dentro y a través de la superficie del sustrato. El crecimiento vegetativo da como
resultado la formacion de micelio, es decir, una red de hifas adheridas al sustrato (Flardh y
Buttner 2009; Chater, et al., 2010; Hasani et al., 2014). Las hifas son a menudo
multigendmicas (multinucleoides) ya que la septacion ocurre solo ocasionalmente. A medida
que la colonia continta creciendo, el micelio en el centro de la colonia comienza a
diferenciarse y genera hifas dirigidas hacia la parte superior formando micelio aéreo. Cuando
los nutrientes se agotan, se diferencian los extremos superiores de las hifas aéreas y se

produce la esporulacion (Mc Gregor, 1954; Kieser, et al., 2000; Hasani et al., 2014).

En Streptomyces spp. los primeros reportes de glicosilacion estuvieron basados en la
caracterizacion de glicoproteinas nativas y heter6logas expresadas en S. lividans (Kluepfel, et
al. 1990). Posteriormente, se reportaron glicoproteinas O-manosiladas; como la p1,4-
glucanasa Cex en S. lividans (Ong et al. 1994) y la proteina de unién a fosfato PstS de S.

coelicolor (Wehmeier et al. 2009).

Cowlishaw & Smith, (2001) reportaron una protein-manosil transferasa (Sco3154), de S.
coelicolor, homdloga a la Pmt de Mtb, cuya delecion impide la manosilacién del receptor
membranal del fago phi C31 y abate la infeccion. De igual forma se demostro la presencia de
un homologo de la Ppm de Mtb, en S. coelicolor, siendo que la mutacion nula de Ppm1
suprime la transferencia de manosa a las proteinas aceptoras y evita la infeccion del fago phi
C31 (Cowlishaw & Smith, 2002). Posteriormente, Wehmeier et al. (2009) proporcionaron
evidencia de que las proteinas Pmt y Ppm1, reportadas en S. coelicolor, son ambas necesarias
para la O-manosilacion de proteinas en este organismo, en una via semejante a la de los

eucariontes. Mientras que Lara, et al. (2004) reportaron que la glicoproteina APA, de M.
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tuberculosis, puede ser reconocida y glicosilada cuando se expresa de manera heterdloga en

Streptomyces.

3. 2. Mecanismo de O-Manosilacidn en estreptomicetos

En Streptomyces la O-Manosilacion comienza con la biosintesis de GDP-manosa, Para este
primer paso se requiere la actividad de la fosfomanosa isomerasa (PMI), la fosfomanomutasa
(PMM) y la GDP-manosa pirofosforilasas (GMPP). La manosa, unida a GDP, necesita ser
activada por moléculas de poliprenol fosfato, que son lipidos transportadores de manosa
localizados en la membrana citopldsmica. La enzima poliprenol fosfato manosa sintasa
(Ppm) cataliza la union covalente de la manosa con el poliprenol-fosfato, del lado intracelular
de la membrana. Se cree que Ppm1 esta asociada a la membrana por un dominio hidrofébico
Posteriormente, el poliprenol-fosfato-manosa se voltea hacia el lado extracelular de la
membrana mediante un mecanismo desconocido denominado “flipping”, exponiendo asi a la
manosa hacia el exterior de la membrana citoplasmica. Finalmente, la manosil transferasa de
proteinas (Pmt) cataliza la transferencia de manosa del poliprenol-fosfato-manosa a residuos
especificos de Ser/Thr en proteinas diana, en el lado extracelular de la membrana (Varghese
2008; Lommel & Strahl, 2009; Espitia et al., 2010; Keenan, 2016) (Fig. 2).

Segun lo descrito en M. tuberculosis, se tiene evidencia de que la O-glicosilacién esta
acoplada a la translocacion de proteinas a través de la via Sec, y se cree que el plegamiento de
proteinas ocurre después de la glicosilacién (Vanderven, et al. 2005). Sin embargo, en
Streptomyces, Keenan (2016), al identificar glicoproteinas translocadas a través de la via Tat
propone que la glicosilacion de proteinas plegadas es posible de manera previa a su secrecion
(Fig. 2). Esto se ve apoyado por la verificacion experimental de la glicoproteina SC0O4934

como sustrato Tat en S. coelicolor (Thompson et al., 2010).

Todos los residuos glicosilados en los actinomicetos estan ubicados cerca de los extremos
amino o carboxilo de las proteinas diana; hasta el momento no se ha identificado una
secuencia consenso. Los estudios de glicosilacion in vivo sugieren que Pmt no glicosila los
residuos de Ser o Thr de manera no especifica, sino que tiene una preferencia al glicosilar
ciertos residuos (Wehmeier et al., 2009). En particular, se especula que un ambiente local rico
en prolina es suficiente en actinomicetos para la glicosilacién de Ser o Thr por Pmt (Espitia et
al., 2010).
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Figura 2. Mecanismo de O-manosilacion en Streptomyces (Modificado de Keenan, 2016).

3. 3. Streptomyces como modelo experimental para la expresion de proteinas heterdlogas

Los estreptomicetos han sido ampliamente estudiados como modelo experimental. En medio
solido crecen en la superficie, formando micelio vegetativo, aéreo y finalmente las hifas de la
superficie esporulan (Fig 3a). Las colonias presentan aspecto ceroso, de aspecto polvoroso, de
color blanco grisaceo, comdn en la mayoria de los Streptomyces (Hidrin et al. 2001). En
medio liquido crecen en forma de agregados hifales, denominados “pellets” (Fig 3b). Estos
pellets estdn compuestos de hifas densamente entretejidas y generalmente tienen forma
esférica. (Hobbs, et al., 1989). El crecimiento de Streptomyces en medios liquidos es muy
importante para la produccion de metabolitos secundarios, proteinas extracelulares y para
diversas manipulaciones genéticas como transformacion de protoplastos, conjugacion y
aislamiento de ADN gendmico/plasmido (Shepherd, et al., 2010). Los cultivos muestran su

crecimiento entre dos a diez dias, a temperatura optima de 30 a 37 °C (Hidrin et al. 2001).
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Figura 3. Cultivo de de Streptomyces. A) S. lividans esporulado en medio sélido. B)
Agregado hifal, “pellet”, de S. lividans, producido durante el crecimiento en medio liquido.

Durante mas de dos décadas se ha estudiado y se ha hecho uso de Streptomyces como
huésped para la expresion de proteinas heterélogas (Anné et al., 2014). Desde entonces se han
desarrollado diversas herramientas moleculares y genéticas para mejorar la produccion en
este huésped e inclusive ha sido ampliamente usado para la expresion de proteinas
recombinantes eucariontes (Brawner, 1994; Hong, et al., 2003; Schaerlaekens, et al., 2001;
Morosoli, et al., 1997; Hwang, et al., 2021).

El género presenta ventajas practicas en comparacion con otros organismos modelos
procariontes como E. coli y Bacillus subtilis, sobre todo en cuestiones de su expresion
funcional de enzimas biosintéticas, disponibilidad de sustrato, baja citotoxicidad, sistemas de
secrecion y presencia de genes accesorios (Anné, et al., 2012; Binda, et al., 2013; Aguilar,
2015). Ademas, el crecimiento de varias especies de Streptomyces es robusto y escalable, ya
que se han utilizado de forma intensiva para la produccion industrial de metabolitos
secundarios (Berini et al., 2020).

Por otro lado, actualmente existen numerosos sistemas de vectores de integracion sitio-
especifica conjugativos para la manipulacién genética de los estreptomicetos. También esta
disponible la técnica de CRISPR/Cas como instrumento para la edicion de genes en
actinomicetos incluido S. lividans (Anné et al., 2018). Particularmente la existencia de
vectores de expresion de proteinas inducibles en S. lividans facilita la caracterizacion

inmunoldgica y bioguimica de glicoproteinas (Lara, et al., 2004).
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3. 4. S. lividans y S. coelicolor

S. lividans es el hospedero de Streptomyces utilizado con mayor frecuencia para la produccion
de proteinas recombinantes. Se caracteriza por secretar altos niveles de proteinas bioactivas al
medio, tanto procariontes como eucariontes. Carece de un sistema de
modificacion/restriccion, a diferencia de S. coelicolor y S. avermitilis lo que permite una
introduccion eficiente del ADN recombinante, particularmente presenta una alta eficiencia de
conjugacion (Anne et al., 2014; Martinez et al., 2004). Ademaés, la actividad proteolitica

extracelular es limitada, permitiendo un alto rendimiento de la proteina (Anne et al., 2014).

Se ha demostrado la eficiencia de S. lividans para expresar, glicosilar y plegar de manera
correcta sus propias proteinas, asi como proteinas heterélogas (Ong, et al., 1994; Lara, et al.,
2004; Aguilar, 2015; Hwang et al., 2021). La capacidad de glicosilar productos génicos
clonados mejora la utilidad de Streptomyces como huésped para la produccion de
glicoproteinas heterdlogas, y facilita su uso como modelo para el estudio de los procesos de
glicosilacién en bacterias (Lara, et al., 2004).

Con respecto a S. coelicolor, este es un organismo modelo del género Streptomyces y fue el
primer estreptomiceto cuyo genoma se secuencio (Bentley et al. 2002). S. coelicolor tiene un
solo cromosoma lineal de ~ 8667 kb que contiene 7825 genes predichos (Keenan, 2016). Se
cree que méas de 20 “clusters” de genes contienen los genes necesarios para la biosintesis de
sus metabolitos secundarios. Entre estos se encuentran los grupos bien caracterizados de
antibidticos pigmentados, actinorrodina (ACT) y undecilprodigiosinas (RED) (Liu et al.
2013b). Ademas, se estd recopilando informacion detallada sobre el metabolismo de S.
coelicolor (Hodgson, 2000). Hay una gran cantidad de herramientas genéticas disponibles
para este organismo, incluidos distintos vectores de replicacion, integracion y expresion
(Rattleff, 2013; Hwang et al., 2021).

Cabe mencionar que ambas cepas estan estrechamente relacionadas genéticamente. Jayapal,
et al., (2007) usaron arreglos de expresion provenientes de S. coelicolor A3 (2) para S.
lividans. La comparacién de sus genomas revelé que S. lividans y S. coelicolor difieren
principalmente en elementos genéticos adquiridos lateralmente (Jayapal, et al., 2007; Lewis,
etal., 2010).
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4. APA

La glicoproteina APA es un antigeno inmunodominante rico en alanina y prolina (Alanine
and Proline-rich Antigen) de Mtb, también llamado antigeno de 45/47 kDa, ModD, 0 MPT-
32. Se ha reportado como una adhesina que interactta con receptores de lectina (Kumar, et al.
2003). Se encontro en el sobrenadante de M. tuberculosis y M. bovis y se observéd que al
someterse a electroforesis en gel SDS-PAGE migra como dos bandas de 45 y 47 KDa
(Laqueyrerie, et al. 1995). Horn et al. (1999) sugirieren que la doble banda de APA en gel es
resultado de una escision proteolitica en el extremo C-terminal entre los residuos P275 y
T276.

La proteina APA consta de 325 amino&cidos. Los primeros 39 residuos, del extremo N-
terminal corresponden al péptido sefial (Fig. 4). APA es modificada por la union de manosas
y a diferencia de la mayoria de las glicoproteinas secretadas por M. tuberculosis, APA no es
una lipoproteina (Dobos, et al., 1996). Se han reportado cuatro posiciones donde se lleva a
cabo la O-manosilacién: T49, T57, T66 y T316 (Dobos, et al. 1996; Lara, et al. 2004). Por
otro lado, se ha cristalizado la proteina (Fig. 4) y se a describid su estructura como una gran

hoja B antiparalela de siete hebras que esta flanqueada por tres hélices o (Gao, et al. 2019).

APA ha sido identificada en varias especies de micobacterias como son M. tuberculosis, M.
leprae, M. vaccae, M. bovis, M. kansasii, M. smegmatis, M. marinum y M. avium subsp.
paratuberculosis (Coddeville, et al., 2012; Gao, et al. 2019). Se considera que APA es
producida por todos los miembros del complejo M. tuberculosis, incluida la cepa vacunal, M.
bovis bacillus Calmette Guerin (BCG) (Nakudamar, et al. 2013).

Se ha demostrado que APA media la union e internalizacion de estas bacterias a su huésped
ya que interactia con receptores de lectina que influyen directamente en la invasion y
proliferacion de las micobacterias (Lara, et al. 2004; Liu, et al., 2013a). Asi mismo, se ha
demostrado que APA de Mtb participa en varias otras actividades, como la proliferacion de
células T CD4+ y CD8+, la induccién de la reaccion de hipersensibilidad de tipo retardado y
la obtencién de proteccion contra Mtb en cobayos, también podria tener un papel en la
selectividad del huésped (Ragas, et al. 2007; Kumar, et al. 2003; Gao, et al. 2019).
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En relacion a la aspiracion de obtener nuevos tratamientos que permitan controlar la
tuberculosis en la poblacion, se ha propuesto a la proteina APA como una potencial vacuna de
interés biomédico (Kumar, et al. 2003; Aguilar, 2015). Esto es, en primer lugar, por su papel
como antigeno inmunodominante que desencadena la respuesta inmune, tanto in vitro o como
in vivo. En segundo lugar, por la particularidad de que a diferencia de la mayoria de las
glicoproteinas secretadas por M. tuberculosis, APA se secreta al medio extracelular sin
anclarse a la membrana, lo cual facilita su purificacion. Por ltimo, cabe destacar que es APA

una de las glicoproteinas mejor caracterizadas de este organismo (Wang, et. al, 2018).
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Figura 4. Estructura y secuencia de Apa. A) Estructura terciaria de la proteina de unién a
fibronectina Apa de M. tuberculosis. Unidad biolégica generada por el software PISA
(Tomado de Gao, et. al. 2019). B) Diagrama esquematico que muestra la secuencia completa
de Apa. Cuatro de los residuos Thr O-glicosilados (T49, T57, T66 y T316) se muestran
encasillados. Péptido sefial (residuo 1-39). Residuos circundantes a los sitios de glicosilacion
sombreados en gris (Modificado de Kuo, et. al. 2019).
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4. 1. O-manosilacion de APA

Dada la variedad de funciones en las que APA se encuentra involucrada y la especificidad de
los receptores de lectina hacia los ligandos, se puede especular que las diferencias especificas
en el estado de manosilacion de APA puede influir en sus funciones bioldgicas (Coddeville,
et al., 2012). Es por esto que la descripcion del perfil de glicosilacion de APA es esencial para
comprender su papel en el mecanismo de patogénesis de Mtb y en su uso como vacuna o

blanco para el diagnostico para la tuberculosis.

De hecho, se ha evidenciado que la glicosilacion de APA es imprescindible para la activacion
de la respuesta inmune in vitro como in vivo. La proteina APA purificada induce una potente
respuesta de hipersensibilidad de tipo retardado y estimulaba las células T sensibilizadas. Por
el contrario, la proteina recombinante no glicosilada expresada en E. coli no induce una
hipersensibilidad de tipo retardado ni una respuesta de las células T (Horn et al. 1999;
Romain et al. 1999).

La investigacion de Dobos (1996) demostrd la glicosilacion de cuatro residuos de Thr en
dominios ricos en Pro cerca de los extremos N y C (T49, T57, T66 y T316), con una sola
unidad de o-D-manosa, manobiosa o0 manotriosa. En todos los casos, la glicosilacion
corresponde a O-manosilaciones a través de enlaces glucosidicos o-1,2. En estudios
posteriores, se han confirmado que la glicosilacion de APA consta Unicamente de union

covalente con manosa (Mehaffy, et al., 2019; Tucci et al., 2020).

Estudios protedmicos de las glicoproteinas de M. tuberculosis han reportado detectar diversas
isoformas de la proteina APA del mismo sobrenadante. Las variaciones incluyen formas no
manosiladas o parcialmente manosilasiladas de APA, o manosiladas en las posiciones Th313,
Th315 y Th 1318. Ademas, se detectaron variaciones en el nimero de residuos de manosa
asociados, sin embargo, esto podria deberse a las técnicas utilizadas (Smith et al., 2014; Tucci
et al., 2020).

Estudios de la APA de M. bovis MPB83 muestran que, a diferencia de su homologo en M.
tuberculosis que presenta a-1,2-mano-oligosacaridos, la APA de MPB83 presenta a-1,3-
mano-oligosacaridos (Ragas, et al. 2007). Por otro lado, se ha reportado gran variabilidad

respecto al paton de glicosilacion entre los homdélogos APA de Mycobacterium marinum y M.
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tuberculosis o al ser expresada de manera heterdloga en Pichia pastori (Coddeville, et.al.
2012; Wang, S 2018).

4. 2. Expresion de APA en Streptomyces

Si bien es evidente el potencial de APA como vacuna, su produccion se ve obstaculizada por
la dificultad para obtener grandes cantidades de esta proteina. Se sabe que su expresion
recombinante en E. coli (Horn, et al.,, 1999) carece de las modificaciones post-
transcripcionales de la proteina silvestre; por lo que han buscado bacterias huésped con
capacidad de modificar las proteinas extrafias, como lo son las bacterias del género
Streptomyces (Gamboa-Suashavarty et al. 2011; Vallecillo, et al., 2017).

APA se ha expresado de forma heterdloga en diversos huéspedes, como E. coli, Rhodococcus
erythropolis (con un rendimiento de 20 mg/L), P. pastori (con un rendimiento de 46 mg/L) y
S. lividans (con un rendimiento de 80 mg/L) (Horn, et al., 1999; Vallecillo, et al., 2017;
Wang, S 2018; Vallin et al., 2006). Se ha estudiado la funcidn antigénica y el uso terapéutico

de la proteina APA expresada heter6logamente (Kumar P., et al. 2003).

En diversos trabajos se ha expresado a la proteina APA de manera heteréloga, en S. lividans y
S. coelicolor. Lara et al. (2004) mostraron que la proteina APA puede expresarse de forma
recombinante y ser secretada por la maquinaria de Streptomyces; a su vez demostraron que
tanto el dominio N-terminal como el C-terminal de la APA recombinante estan glicosilados
con manosas en las mismas posiciones de aminoécidos que la proteina nativa. Ademas, en ese
mismo trabajo, se evidenciaron la reaccion de anticuerpos de pacientes humanos con

tuberculosis contra los residuos de carbohidratos de la glicoproteina recombinante.

Po otro lado, Vallin et al., (2006) realizaron ensayos in vivo con la proteina APA purificada
de S. lividans TK24/pRGAPAL1 en donde la proteina recombinante mostrd6 un efecto
antigénico en ratén. Cordova-Davalos, et al. (2014) demostraron, a través de la evaluacion de
la glicosilacion de la APA recombinante, que la lipoproteina N-acil transferasa (Lntl) es
prescindible para O-manosilacion por S. coelicolor. Mientras que otros estudios se han
dedicado a caracterizar las condiciones de cultivo dptimas para escalar la produccion de APA
en Streptomyces (Gamboa-Suasnavart et al. 2011; Marin-Palacio, et al., 2014; Gamboa-

Suasnavart et al., 2019).
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5. Secrecion de proteinas en bacterias

La secrecion de proteinas es un mecanismo fundamental en la interaccion entre la célula y su
entorno. Las proteinas exportadas pueden anclarse en la membrana citoplasmica o externa,
retenerse en el espacio periplasmico o liberarse en el medio (Ivankov, et al., 2013). El
transporte de proteinas es comun en todos los dominios de la vida (Tsirigotaki et al., 2017).
Alrededor del 20-30% de las proteinas sintetizadas por las bacterias tienen un destino
extracelular. Estas atraviesan la membrana citoplasmica utilizando sistemas de transporte
especializados, que involucran poros/canales, ATP y/o fuerza proton motriz (PMF) y péptidos
sefial para dirigir la exportacion de proteinas. Los dos sistemas principales de exportacion de
proteinas son: la via secretora general (Sec) y la via de las argininas gemelas (Tat) (Fig. 5).
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Figura 5. Las dos principales vias de translocacién de proteinas, Sec y Tat. El proceso
comienza con la sintesis proteica por los ribosomas (R). Con la ayuda de chaperonas, el
péptido sefial N-terminal dirige la cadena polipeptidica naciente a la translocasa correcta, Sec
0 Tat, respectivamente. La proteina Sec desplegada se transfiere a SecA, la cual facilita su
paso a través del canal SecYEG. En el periplasma, la proteina desplegada asume su estado
terciario completamente plegado. La proteina translocada por Tat esta completamente plegada
dentro del citoplasma, donde también puede adquirir un cofactor. Una vez dirigidos a TatBC,
los protomeros de TatA se reclutan para trasladar la proteina a través de la membrana
citoplasmatica (Tomado de Frain et al., 2019a)
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En bacterias, la translocacion de proteinas a traves de la membrana citoplasmica hacia el
periplasma o el espacio extracelular estd mayoritariamente mediada por la interaccion de los
péptidos sefial N-terminal con la maquinaria de secrecion correspondiente (lvankov, et al.,
2013). Sin embargo, existe un sistema de secrecion adicional, altamente especializado e
inusual que transloca proteinas que no poseen péptido sefal: el sistema ESX-Tipo-VII; el cual
fue caracterizado en Mycobacterium y otras bacterias gram positivas; como es el de las

Actinobacterias, incluyendo Streptomyces (Fyans 2003; Tsolis et al., 2018).

5. 1. Péptido senal

El péptido sefial es una cadena aminoacidica, con una longitud de 15 a 30 aminoéacidos,
presente en el extremo N-terminal de las proteinas que son secretadas y es la sefial que dirige
a las preproteinas hacia la maquinaria de secrecion correspondiente. Los péptidos sefiales son
muy diversos en cuanto a su secuencia de aminoacidos y longitud, ya que estos varian
dependiendo de la proteina, del sistema de secrecion al que estaran dirigidos y del organismo
(Low, et. al, 2013). Al secretarse la proteina, la secuencia sefial es escindida por una peptidasa
sefal especifica (SPasa) (Blobel & Dobberstein, 1975).

Generalmente, los péptidos sefial no muestran similitudes en su secuencia primaria, sin
embargo, la estructura general de los péptidos sefial se conserva a lo largo de la evolucion y
consta de tres regiones (Fig. 6). La regidon N: segmento amino terminal cargado
positivamente, de 1 a 8 residuos de longitud. La region H: un ndcleo hidrofébico central de 7
a 15 residuos (usualmente leucinas), que puede adoptar una conformacion de a-hélice que
interacciona con la proteina SecA del sistema de secrecion Sec. Y la region C: un dominio
carboxilo terminal de 3 a 7 residuos, usualmente con carga polar, que incluye el motivo para
el reconocimiento y la escision mediada por la SPasa (Hiller, et al. 2004; Kall, et al. 2004;
Paetzel, 2019).
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Figura 6. Estructura general de un péptido sefial (Modificado de Aguilar, 2015).

Las posiciones -1 y -3 con respecto al sitio de escision de la SPasa estan ocupadas por
aminoacidos polares no voluminosos (usualmente A) y son reconocidos por el sitio de unién
de la peptidasa sefial de tipo I, siendo el motivo consenso de corte A-X-A, donde X puede ser
cualquier aminodcido. Algunas proteinas contienen un motivo que serd sefial para su
maduracion como lipoproteinas: L[AS][GA]C en la posicion —3 a +1. La cisteina en la
posicion +1 se modifica con lipidos después de la translocacion, después de lo cual se
produce la escision de la secuencia sefial por una peptidasa sefial de lipoproteina tipo Il. El
dominio maduro modificado permanece asociado a la superficie de la membrana a través del
anclaje de lipidos (Natale et al., 2008; Hutchings, et al. 2009).

El péptido sefial es uno de los elementos mas importantes que afectan las diferentes etapas del
proceso de secrecion y el rendimiento de la proteina. La variacion de los residuos determina
la capacidad del péptido sefial para dirigir la secrecion de la proteina, y su rendimiento. La
sustitucion o modificacion de los péptidos sefial de las proteinas ha sido aprovechada con
fines biotecnoldgicos tanto en la expresion de proteinas nativas como en la expresion
heter6loga en distintos modelos biolégicos. Ademas, se ha tratado de identificar un péptido

sefial ideal parala secrecion general de de proteinas (Low, et al., 2013; Aguilar 2015).

Cabe mencionar que se ha buscado optimizar la secrecion de proteinas heter6logas a partir de
la variacion y modificacion de péptidos sefial (Freuld et al., 2018). Para buscar el péptido
sefial mas eficiente se han realizado diferentes tipos de experimentos, por ejemlo: el remplazo

de aminoé&cidos o la sustitucion completa del péptido sefial silvestre (Hamed et al., 2018).
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5. 2. Particularidades de los péptidos sefial Sec y Tat

Los péptidos sefial de los sustratos Sec generalmente no muestran similitudes en sus
secuencias a excepcion de los motivos de escision de SPasa, toda su estructura es reconocida
por los componentes del sistema Sec. Tanto las regiones H como N son elementos
estructurales criticos reconocidos por SRP y SecA. La afinidad de union de SRP aumenta con
la hidrofobicidad de la region H, mientras que la interaccion con SecA aumenta con el
namero de cargas positivas en la region N (Cunningham, & Wickner 1989; Lee & Bernstein,
2001; Peterson et al., 2003).

No obstante, poseen otras caracteristicas en comun dependiendo de si la secrecion es co- 0
post-traduccional. En la secrecion de tipo co-traduccional las proteinas precursoras poseen un
péptido sefial altamente hidrofobico que permite ser reconocido por la particula de
reconocimiento de sefial (SRP). En el modo post-traduccional, las proteinas precursoras
poseen péptidos sefial menos hidrofobos, la evidencia muestra que el péptido sefial interactia
con los dominios de la preproteina y favorece que motivos en esta queden expuestos para su
reconocimiento (Crane & Randall, 2017; Freuld, et al., 2018).

Las proteinas que son dirigidas hacia la via Tat contienen un motivo conservado en su péptido
sefial caracterizado por la presencia de dos argininas consecutivas. Dicho motivo fue descrito
inicialmente para E. coli como (S/T)-R-R-x-F-L-K, donde x es cualquier aminoacido (Berks
et al. 1996), se ha encontrado que las argininas consecutivas casi siempre son invariantes,
mientras que los otros aminoacidos del resto del motivo ocurren con una frecuencia mayor al
50%, y el aminoacido en la posicion x suele ser en la mayoria de los casos polar.
Dependiendo del autor hay variantes de dicho motivo como S/TR-R-x-¢-¢ , donde ¢ es un
residuo hidrofébico (Lee et al., 2006), no obstante, en la actualidad se sigue haciendo
referencia al motivo original (Frain et al., 2019b; Freuld, 2018; Palmer y Berks, 2012).
Ademas, se han encontrado proteinas cuyo péptido sefial posee las dos argininas consecutivas,
mas no son secretadas via Tat (Pantelis et al., 2012) mientras que se han reportado algunos
casos en donde sustituciones de alguna de las argininas permiten la secrecion por Tat
(Buchanans et al., 2002; DelL.isa et al., 2002; Ize et al., 2002). Dos ejemplos de sustratos Tat
naturales que carecen del motivo de las dos argininas consecutivas son: la prepropenicilina
amidasa de E. coli (que contiene un motivo R-N-R) y la tetrationato reductasa de Salmonella
enterica (K-R) (Lee et al., 2006).
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Cabe destacar que la region H de los péptidos sefial Tat es, por lo general, menos hidréfoba
que la de los péptidos sefial del sistema Sec debido a la presencia de mas residuos de glicina y
treonina. Asimismo, el péptido sefial de los sustratos Tat tiende a ser méas largo que su
contraparte Sec, principalmente debido a una regién N extendida (Cristébal et al., 1999;
Kipping et al., 2003). Adicionalmente, el dominio C de los péptidos sefial de Tat puede
incluir residuos basicos en el extremo N del motivo A-x-A, que contribuyen a evitar ser
reconocidos por la maquinaria del sistema Sec (Frain et al., 2019b). Se ha propuesto que la
presencia de cargas positiva en la region C sirve para evitar el desvio de la preproteina hacia
el translocon Sec. Sin embargo, muchas secuencias de sefiales Tat carecen de esta carga (Lee,
etal., 2009).

En la figura 7 se muestran las diferencias entre los péptidos sefial de los substratos Sec y de

los substratos Tat.

SPase
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SPase
longer  less hydrophobic A){Al

Tat ++ ++
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S/T-RR-X-F-L-K Sec avoidance
/T-RR-X-F-L- motif
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Figura 7. Caracteristicas generales de los péptidos sefial Sec y Tat. Los peptidos sefial
poseen una estructura tripartita general similar que consta de una regién N cargada

positivamente, una regién H hidrofdébica y una regién C polar que contiene el motivo A-X-A
para la SPasa (el sitio de corte del péptido sefial es indicado por una flecha).
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5. 3. Via Sec

La via secretora general (Sec) es el principal sistema para la integracion o la translocacion de
proteinas a través de la membrana plasmatica. Se caracteriza por exportar proteinas, de
manera co-traduccional o post-traduccional, mientas que estas estan en un estado no plegado.
Esta via es esencial, ubicua y universal en todos los dominios de la vida. (Natale et al., 2008;
Tsirigotaki et al., 2017). En E. coli, alrededor del 96% de las proteinas que son exportadas
son dirigidas por la via Sec (Orfanoudaki et al., 2014).

La translocacion por via Sec es a través de un translocon descrito como SecYEG en bacterias.
SecYEPB en arqueas y Sec6lafy en el reticulo endoplasmico de eucariontes (Ghaisani &
Driessen, 2019). Ademas, intervienen las proteinas SecA, SecB, SecD, SecDF, YajC, YidCy
en el caso de la secrecion co-traduccional interviene FtsY vy la ribonucleoproteina SRP (Anné
etal., 2014).

Existen dos tipos de secrecién dependiente de Sec (Fig. 8). La principal diferencia radica en
que en uno la sintesis de la proteina por el ribosoma se acopla con su paso a través de la
membrana (mecanismo co-traduccional). Mientras que de la otra manera la secrecidn es
independiente de la traduccién (mecanismo post-traduccional). La secrecidn de proteinas en
bacterias ocurre predominantemente como un evento de translocacion postraduccional
(Paetzel, 2019).

Por un lado, en el mecanismo cotraduccional, el proceso comienza con el reconocimiento de
un péptido sefial altamente hidrofébico de una proteina emergente, por la SRP. Una vez que
la SRP se une a la cadena que emerge del ribosoma, la dirige hacia el complejo receptor FtsY
ubicado en la membrana. Tras la union de GTP al heterodimero SRP: FtsY, la cadena
emergente se libera de la SRP vy se transfiere al canal SecYEG, donde la elongacién de la
cadena polipeptidica se acopla directamente al paso a través del canal SecYEG y a la
insercion en la membrana de la proteina naciente (Low, et al., 2013; Tsirigotaki, et al., 2016).
En eucariontes, este mecanismo es usado tanto para la exportacion como para la insercion en
la membrana, mientras que, en las bacterias, es usado principalmente para la insercion de

proteinas en la membrana (Muller et al., 2001).
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Por el otro lado, se encuentra el mecanismo postraduccional. Durante la translocacion
postraduccional, las preproteinas con peptido sefial Sec (menos hidrofébico en comparacion
al mecanismo anterior) son reconocidas por chaperonas acopladas al ribosoma, como el factor
desencadenante o la forma soluble de SecA. Alternativamente, las preproteinas abandonan el
ribosoma y pueden unirse a chaperonas citoplasmaticas que tienen actividad "holdasa", como
SecB, que mantienen las preproteinas en un estado desplegado y soluble. Cabe resaltar que ni
el factor desencadenante ni la proteina SecB son esenciales para la exportacion via Sec.
Ademas, en ausencia de chaperonas, las preproteinas pueden permanecer desplegadas y con
capacidad de translocacion in vitro, debido a las propiedades en sus péptidos sefial y de sus
dominios maduros que retrasan el plegamiento. Ya sea que sean dirigidas por una chaperona
o por difusion en el citoplasma, las preproteinas Ilegan al complejo SecYEG-SecA (Crane &
Randall, 2017; Ghaisani & Driessen, 2019; Tsirigotaki et al., 2016). SecA es una ATPasa,
que facilita el paso de las proteinas de manera escalonada a través del canal. SecYEG es un
complejo heterotrimérico estable, compuesto por SecY, SeckE y SecG, que funciona como
canal para la translocacion a través de la membrana. El complejo SecDF, ya sea solo o
formando el complejo SecDF-YajC, interacciona con SecYEG y aumenta la eficiencia de la
translocacion al acoplar PMF al proceso (Driessen et al., 2008; Schiebel et al., 1991;
Tsirigotaki et al., 2016).

Los diferentes modelos y/o su combinacion podrian explicar el rol de SecA y el mecanismo
de translocacion de la cadena. En un modelo de piston, SecA actia como un motor procesivo
que impulsa la cadena a través del canal. Otra posibilidad es que SecA actle como un
regulador alostérico, donde ciclos de hidrélisis de ATP en SecA controlen los cambios de
conformacién de SecYEG, esto facilitaria el mecanismo donde un polipéptido acoplado pueda
experimentar una difusion pasiva a través del canal. Otra alternativa es que Sec actle como
un freno, evitando que la cadena se deslice hacia atrds mientras el movimiento hacia adelante
es impulsado por PMF o por difusion. Una vez que es translocada la mayor parte del dominio
maduro, SecA pierde los sitios de contacto y se disocia de SecYEG (Allen et al., 2016;
Economou & Wickner, 1994; Ghaisani & Driessen, 2019; Tsirigotaki et al., 2016).).
Finalmente, cuando la proteina es translocada completamente, o al menos 80%, la peptidasa
sefial (SPasa | para proteinas secretoras y SPasa Il para lipoproteinas) cortan el péptido sefial
y se libera el dominio maduro para su plegamiento fuera de la membrana (Auclair et al.,
2016).
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Figura 8. Sistema de secrecion Sec. Reconocimiento y orientacién (paso 1): Los ribosomas
sintetizan las preproteinas (naranja) que contienen un péptido sefial (verde) y sin plegarse son
dirigidas al canal SecYEG (amarillo). De manera cotraduccional las preproteinas son
dirigidas por la SRP (purpura) y su receptor de membrana FtsY (rosa). Mientras que, por la
manera postraduccional son dirigidas por SecA (azul). Las preproteinas pueden dirigirse a la
translocasa SecYEG-SecA de manera independiente. No obstante, usualmente las chaperonas
facilitan su orientacién y evitan el plegamiento. Estas incluyen, al factor desencadenante
(verde oscuro), SecA en su forma soluble en el citoplasma o la chaperona SecB (rojo).
Translocacion (paso 2): las preproteinas son translocadas a través de SecYEG hacia el
periplasma, este proceso es impulsado por la hidrolisis de ATP por SecA vy la fuerza proton
motriz. Los componentes auxiliares SecDF — YajC6 (marrén) y YidCl1l (naranja claro)
mejoran la eficiencia de la translocacion. Maduracion y liberacion (paso 3): las peptidasas
sefial (rosa palido) escinden los péptidos sefial y las proteinas se liberan en el periplasma para
finalizar su maduracion (Modificado de Tsirigotaki, 2016).
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5.4.Via Tat

El sistema de secrecion Tat (twin-arginine translocation) posibilita la secrecion, a través de la
membrana celular, de proteinas plegadas y permite ciertas modificaciones post-traducionales,

asi como la adicion intracelular de cofactores previo a su secrecion (Bogsch et al.,1998).

Esta es una via ampliamente distribuida, presente en bacterias Gram-negativas como
Escherichia coli, Salmonella enterica y Rickettsia prowazekii (Bogsch et al., 1998; Dilks, et
al., 2003; Palmer et al. 2010). Tambiéen se encuentra en bacterias Gram-positivas tales como
Streptomyces lividans, Bacillus subtilis y Mycobacterium tuberculosis (Dilks et al., 2003;
McDonough et al., 2005; Schaerlaekens et al., 2001). Se ha descrito también en arqueas como
Haloferax volcanii, Halobacterium salinarum y Sulfolobus solfataricus (Dilks et al., 2003,).
Cabe mencionar que ademas de encontrarse en procariontes y arqueas el sistema Tat se

presenta en cloroplastos y tilacoides de plantas (Keller et al., 2012).

A pesar de que la via Tat usualmente transporta menos sustratos en comparacion a la via Sec,
es importante hacer hincapié en el rol fundamental que puede ejercer en procesos celulares
tales como: el metabolismo respiratorio y fotosintético, la adquisicion de hierro y fosfato, la
divisién celular, la motilidad celular, el "quorum sensing”, el metabolismo de organofosfatos,
la resistencia a metales pesados y péptidos antimicrobianos, fijacién simbi6tica de nitrégeno y

la virulencia en distintos patdgenos animales y vegetales (Palmer & Berks, 2012).

La via de secrecion Tat fue descrita inicialmente en E. coli y se encontrd que el proceso de
unioén a los sustratos y su posterior translocacion a través de la membrana es efectuado por la
accion de las proteinas TatA, TatB, TatC y TatE, siendo TatE producto de una duplicacién del
gen que codifica para TatA. (Bogsch et al. 1998; Santini et al. 1998; Sargent et al. 1998). Los
sistemas Tat funcionan minimamente con proteinas similares a TatA y TatC, aunque esto
varia entre organismos (Blaundeck et al. 2005; Goosens et al., 2014). En S. lividans, solo se
expresan TatA, TatB y TatC (Schaerlaekens et al., 2001).

Al sistema Tat se le relacion0 directamente con sustratos unidos cofactores metalico antes de
la translocacion, desde su descubrimiento en E. coli (Berks et al. 1996; Bogsch et al. 1998).
Al permitir la translocacion de oxidorreductasas que contienen cofactores, el sistema Tat es

necesario para la secrecion de proteinas involucradas en una multitud de vias redoxs (Natale
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et al., 2008). Sin embargo, el ensamblaje de cofactores no es la Unica razon para el transporte
dependiente de Tat, puesto que se han encontradiversos susratos Tat que carecen de
cofactores. Particularmente se conocen un conjunto de sustratos Tat de procariotas como
Rhodobacter, Streptomyces o archaeas halofilicas que incluyen una alta proporcion de
proteinas libres de cofactores (Molik et al., 2001; Widdick, et al., 2006; Natale et al., 2008).

Se desconocen las razones especificas por las cuales los sustratos Tat que no requieren
plegamiento en el citoplasma sean dirigidos a esta via. Las dos principales hipotesis proponen
lo siguiente: que estas proteinas pueden plegarse demasiado rapido dentro del citoplasma para
ser compatibles con la via Sec o que ciertas proteinas tienen que plegarse antes de la
exportacion porque no pueden alcanzar su estado bioldgicamente activo fuera de la célula.
Por ejemplo, la proteina verde fluorescente (GFP) se puede translocar a través de las vias Sec
y Tat, pero solo es fluorescente en el periplasma cuando se exporta por la via Tat (Lee, et al.,
2006).

La translocacion de proteinas por via Tat (Fig. 9), comienza desde la sintesis de una proteina
con un péptido sefial Tat. Para su reconocimiento dicha proteina debe encontrarse plegada y
usualmente es modificada (adicion de un cofactor) o se oligomeriza previamente (Rodrigue et
al., 1999; Palmer et al., 2012). En los tilacoides se ha encontrado que el reconocimiento de
proteinas plegadas no es tan estricto y permite la secrecion de algunas proteinas que ain no
adquieren su estructura final (Hynds et al., 1999). El péptido sefial del sustrato es reconocido
por TatC, proteina transmembrana que se encuentra formando un complejo con TatB. En
respuesta a la union con el sustrato, TatBC interacciona con TatA, mientras que TatB es el
intermediario para el paso del péptido entre TatC y TatA (Frain et al., 2019a). Para iniciar la
translocacion se desencadena la activacion del motivo dependiente de fuerza proton motriz de
TatA y esta se oligomeriza para formar una translocasa activa (Berks et al., 2012). El
mecanismo de translocacién es aln discutido. Por un lado, se encuentra el modelo que teoriza
la formacion de un poro/canal para el paso de la proteina. Mientras que, por el otro lado, hay
datos que favorecen a un modelo de desestabilizacion membranal (Briiser & Sanders, 2003;
Frain et al., 2019a; Gohlke et al., 2005). Ya que la proteina fue exportada, el péptido sefial es
removido por accion de una peptidasa sefial para que la proteina madure completamente. Una
vez finalizada la exportacion, TatA es desensamblado del complejo TatBC (Alcock et al.,
2013, Goosens et al., 2014).
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Figura 9. Sistema de secrecion de proteinas Tat. En la membrana citoplasmica, TatA esta
representada en rojo, TatB en azul y TatC en amarillo. (@) Al emerger del ribosoma, la
preproteina debe evitar dirigirse a otras vias como Sec. Esto ocurre debido a las
caracteristicas del péptido sefial, como lo es el motivo que contiene las dos argininas (RR), la
proteina madura y/o la union de chaperonas especificos de Tat (circulos rojos). (b) Después
del plegado, se afiaden los cofactores y/o subunidades adicionales. (c) Posteriormente la
proteina es reconocida por el complejo receptor TatBC. (d) La fuerza proton-motriz impulsa
la formacién de una translocasa activa formada por el reclutamiento de los protémeros de
TatA para trasladar la proteina a traves de la membrana citoplasmatica. (e) Tras la
eliminacién del péptido sefial, por accion de una peptidasa sefial, la proteina madura se libera
en el lado periplasmico de la membrana (Tomado de Lee et al., 2006).

5. 5. Particularidades de la secrecion en Streptomyces

La principal via para secrecién de proteinas en los estreptomicetos es la via secretora general,
Sec (Anné et al., 2014). En S. lividans se predice que alrededor de 8% de su proteoma
corresponde a proteinas secretadas por Sec, mientras que dentro de su secretoma representa

~78% (Tsolis et al., 2018). En S. lividans se han identificado en el genoma los componentes
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de la maquinaria de secrecion Sec: SecF y SecD y YidC. También se han identificado
involucradas con el mecanismo cotraduccional: SRP y FtsY. Ademas, se ha demostrado
experimentalmente la secrecion co-traduccional como la post-traduccional (Cruz-Morales et
al., 2013; Palacin et al., 2003; Anné et al., 2014).

La longitud promedio de un péptido sefial de proteinas dependientes de Sec en los
estreptomicetos es mayor que en otras bacterias Gram positivas, siendo de es de 32-35
aminoacidos. Los aminoacidos adicionales en las especies de Streptomyces se encuentran en
la region N-terminal del péptido sefial y, a menudo, tienen carga positiva (Gilbert et al., 1995;
Nielsen, et al., 1997; Anné et al., 2014).

En los estreptomicetos el sistema de secrecion Tat tiene gran relevancia al ser una via que
exporta un amplio rango de proteinas, mucho mayor gque en otras bacterias como E. coli.
Tsolis et al. (2018) proponen que 157 proteinas son substratos para la secrecion por el sistema
Tat predicen en S. lividans. Ademas, mencionan que 32 de las proteinas predichas fueron
previamente descritas experimentalmente como sustratos Tat en otras cepas de Streptomyces.

Esto representaria alrededor del 21% del secretoma de S. lividans (Hwang et al., 2021).

El primer sustrato Tat que se determind experimentalmente fue la tirosinasa MelC2 de
Streptomyces antibioticus en S. lividans, cabe destacar que el péptido sefial de esta tirosinasa
no es predicho como un sustrato Tat (Leu, et. al, 1992; Schaerlaekens et al., 2001). Los
analisis bioinformaticos del genoma de Streptomyces coelicolor con una versién modificada
del programa TATFIND 1.2 revelaron 230 sustratos del sistema Tat putativos, siendo S.
coelicolor el organismo que presenta la mayor cantidad de proteinas que podrian ser
secretadas por este sistema. Cabe resaltar que la mayoria de las proteinas secretadas por Tat

en S. coelicolor no son modificadas por cofactores (Schaerlaekens et al., 2004).

En S. coelicolor se demostré experimentalmente que al menos 27 de las proteinas exportadas
al exterior de la membrana celular son inequivocamente sustratos del sistema Tat. Ademas,
estudios in sillico en conjunto con ensayos experimentales en geles 2D y Multidimensional
Protein Identification Technology (MudPIT) proyectaron 43 proteinas que son secretadas
como sustratos Tat (Widdick et al., 2006).
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Se han identificado los componentes estructurales del sistema de secrecion de TAT en S.
coelicolor, particularmente, se identificaron dos copias funcionales de TatA y una de TatB y
TatC (Schaerlaekens et al., 2004; Zhou et al., 2016). Estudios en S. coelicolor de fusion a
proteinas fluorescentes mostraron que los componentes de Tat son muy dinamicos y que con
frecuencia se asocian con las puntas del micelio vegetativo. Esto sugiere que uno de los
principales sitios de secrecion de proteinas por la via de Tat esta en o cerca de la punta de las
hifas (Anné et al., 2014; Willemse et al., 2012).

Para la secrecion de proteinas heterdlogas, en Streptomyces, la via Sec es la ruta de
exportacion mas explotada y la mas importante en cuestion a su rendimiento. Varias proteinas
se producen en cantidades industrialmente viables. Ademas, se reconoce que el rendimiento
es generalmente superior respecto al de Tat (Hamed et al., 2018; Hwang et al., 2021).
Ejemplo de esto es el rendimiento al producir estreptoquinasa de Streptococcus equisimilis en

S. lividans, el cual fue 30 veces mayor cuando se utilizé la via Sec (Kim et al., 2010).

El uso de la via Tat para la produccion heteréloga de proteinas, puede ser ventajoso sobre la
ruta Sec, ya que el plegamiento citoplasmatico es crucial para la actividad de algunas
proteinas. No obstante, cabe resaltar que, la eficiencia de secrecidén puede depender en gran
medida de la estructura de la proteina (Weiner et al., 1998; Feilmeier et al., 2000; Tomas et
al., 2001; Fisher et al., 2008). El rendimiento en la produccién de proteinas secretadas por Tat
es, en general, sustancialmente menor respecto a Sec; esto debido principalmente a que las
proteinas, al sobreexpresarse, pueden quedarse atrapadas en el citoplasma (DeLisa et al.,
2004). Los estudios de Barrett et al., 2003 y Gullon et al., 2015 muestran que el sistema de
exportacién de Tat se satura facilmente cuando las proteinas son sobre expresadas.

Por otro lado, si bien los péptidos sefial nativos son generalmente funcionales para la
secrecién de proteinas heterélogas en los estreptomicetos; se ha observado que la
optimizacion de los péptidos sefial mejora la produccion y secrecion de proteinas en términos
tanto de la proporcion de secrecion como del rendimiento del producto (Snajder et al., 2019).
Por ejemplo, se aumento la produccién de XylE, la catecol 2,3-dioxigenasa, de Pseudomonas
putida en S. rimosus, al utilizar el péptido sefial de lipasa de S. rimosus; o la produccion
optimizada del factor de necrosis tumoral a de raton (MTNF-a) en S. venezuelae a partir dede
la variacion de carga en el péptido senal de a-amilasa (Carrillo et al., 2018; Lammertyn et al.,
1998).
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Antecedentes

La tuberculosis es una enfermedad respiratoria, provocada por la bacteria M. tuberculosis,
que en la actualidad se posiciona como la segunda enfermedad infecciosa que mas muertes
causa a nivel mundial. Las medidas sanitarias actuales no son suficientemente eficaces para
el control de la enfermedad en la poblacion, mientras que la creciente aparicion de cepas
multiresistentes dificulta el tratamiento con antibidticos. Por lo tanto, la busqueda de
alternativas para su control es una prioridad; particularmente se ha propuesto la elaboracion
de una nueva vacuna con proteinas recombinantes. En este ambito se han evaluado diversas
proteinas de M. tuberculosis que tienen un efecto inmunogénico importante durante la

infeccion, destacando la proteina APA.

APA (Alanine and proline-rich antigen), es una glicoproteina nativa de M. tuberculosis, que
se secreta al medio. Se ha reportado como una adhesina que interactla con receptores de
lectina (Kumar, et al. 2003). Se ha demostrado el efecto inmunogénico dominante de APA in
vivo en animales inmunizados, su interaccién con células T humanas y se ha desarrollado una
vacuna de DNA contra la tuberculosis en cobayos (Horn, et al. 1999; Romain, et al. 1999;
Kumar, et al. 2003). Particularmente se ha observado que la manosilacion de APA es
indispensable para la respuesta inmune mediada por células T y que variaciones en el patron
de manosilacion tiene un efecto sobre su eficiencia como antigeno (Horn, et al. 1999;
Mehaffy et al., 2019).

Sin embargo, debido a los obstaculos que presenta purificar APA nativa de las micobacterias,
y a la necesidad de la elaboracion de una vacuna recombinante contra la tuberculosis, se ha
optado por la produccion heterdloga en un hospedero eficiente en la secrecion de proteinas
heter6logas; como lo son las bacterias del género Streptomyces (Morosoli R, et. al, 1997;
Anng, et al., 2012).

Las bacterias del género Streptomyces han sido un buen hospedero para la produccién

heter6loga de proteinas. Inclusive se ha demostrado que funcionan como una alternativa
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viable en la produccion de proteinas modificadas. Los estreptomicetos destacan frente a otros
modelos procariontes al presentar diversas ventajas practicas como la eficiencia de secrecion
antes mencionada, el plegamiento correcto de las proteinas, la solubilidad de las proteinas y
maquinaria para modificaciones postraduccionales (Lara, et. al., 2004; Anné, et al., 2012).

Respecto a la expresion heterdloga de APA en Streptomyces cabe mencionar el trabajo de
Lara et al., (2004) donde se expreso el gen Rv1860 (APA) de M. tuberculosis en S. lividans y
se observd que la proteina fue eficientemente exportada al medio, se glicosilo e indujo la
respuesta de anticuerpos en suero humano de pacientes con tuberculosis, demostrando que S.
lividans es un modelo util para la expresion y estudio de esta proteina. Desde entonces, este
modelo biol6gico, ha sido ampliamente usado para evaluar distintos métodos para la
optimizacion de la produccion de APA o para estudiar los mecanismos moleculares de
glicosilacién de las bacterias (Vallin et al., 2006; Gamboa-Suasnavart 2011; Cdrdova-
Davalos, et al. 2014; Marin-Palacio, et al., 2014; Gamboa-Suashavart et al., 2019).

Por otro lado, no solo es importante el estudio de la proteina APA, sino también el de su
péptido sefal. Para superar el reto que implica purificar la mayoria las glicoproteinas de M.
tuberculosis, que son lipoproteinas ancladas a la membrana, se ha propuesto sustituir su
péptido sefial por el de proteinas que se liberen al medio. Ejemplo de esto es que a las
lipoproteinas MPT83 y LpgH de M. tuberculois se les sustituyd su péptido sefial original por
el de la lipasa extracelular de Streptomyces exfoliatus para facilitar su purificacién (Torres-
Rodriguez, 2012; Arista, 2013).

En este contexto destaca el potencial del péptido sefial de APA como herramienta para la
secrecion de lipoproteinas; pues como se ha mencionado APA se distingue por ser de las
pocas glicoproteinas, nativas de M. tuberculosis, secretadas al medio. De hecho, Aguilar,
(2015) sustituy6 el péptido sefial de las lipoproteinas de LpgH y MPT83 por el de APA:
ambas proteinas fueron directamente secretadas al sobrenadante, demostrando que el péptido
sefial de la proteina APA es suficiente para que LpgH y MPT83 sean exportadaa al medio y

se glicosilen.

Se ha hecho hincapié en que APA, al ser una proteina que se secreta al medio, posee un
péptido sefial y debe ser reconocida por alguno de los principales sistemas de exportacion de

proteinas: la via secretora general (Sec), donde las proteinas se translocan a través del canal
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SecYEG en su estructura primaria para posteriormente plegarse en el exterior de la célula, o
la via Tat, que transloca proteinas plegadas hacia el citoplasma (Frain et al ., 2019a). Si bien,
la conformacion de APA y su péptido sefial ha sido ampliamente caracterizada (Kuo, et. al.
2019). La identidad de esta proteina como un sustrato de tipo Sec o de tipo Tat es aln

incierta.

Se ha determinado experimentalmente que, en E. coli, APA es un sustrato del sistema de
secrecion Tat (Marrichi et al., 2008). En contraparte, de acuerdo a Kapopoulou A., et al.,
2011, la prediccion del péptido sefial de APA corresponde a un sustrato Sec. Ademas, se ha
propuesto que la glicosilacion en M. tuberculosis se encuentra ligada la maquinara de
secrecion Sec (VanderVen et al., 2005); no obstante, hay evidencia de que en Streptomyces la
glicosilaciéon no estd necesariamente ligada a la maquinaria Sec (Keenan, 2016). Al analizar
el péptido sefial de APA con el programa de prediccion PRED-TAT (2010), este
aparentemente corresponde a un péptido Tat; mientras que el programa TatP (2005) lo
reconocié como un sustrato Sec (Aguilar, 2015). Particularmente en el género Streptomyces
los ensayos empiricos tampoco han sido concluyentes (Aguilar E. 2015).
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Justificacion

Puesto que la efectividad de los tratamientos actuales para el control de la tuberculosis en la
poblacion es insuficiente, es prioritario el estudio de moléculas con potencial como
herramientas terapeuticas; como lo es la del antigeno inmunodominante APA de M.

tuberculosis.

Se ha demostrado la capacidad de APA para inducir una respuesta inmunogenica en humanos,
tanto para la proteina obtenida de su hospedero silvestre, asi como al ser expresada de manera
heter6loga en Streptomyces. En especial es de importancia el uso de hospederos como S.
lividans o S. coelicolor por las ventajas metodoldgicas de su cultivo y eficiencia en la
secrecion de proteinas heterdlogas, pues esto facilitaria los estudios para la caracterizacion

molecular y bioquimica de APA y posible uso como vacuna.

Por otro lado, se ha propuesto el péptido sefial de APA como una herramienta para secretar
diversas glicolipoproteinas de M. tuberculosis de interés terapéutico. Esto se debe a que la
purificacion de estas glicolipoproteinas, al ser lipoproteinas se anclan a la membrana,
representa un gran obstdculo metodolégico. APA, en contraparte, se distingue por ser una
glicoproteina que se secreta directamente al medio; por lo tanto, la sustitucion del péptido
sefial nativo, de una glicolipopoteina, por el de APA puede permitir su secrecion, su
glicosilacién y optimizar su purificacion. Se ha comprobado la eficacia de este procedimiento

en la secrecion y glicosilacion de las proteinas recombinantes MPT83 y LpgH en S. lividans.

El papel de APA como antigeno inmunodominante o como herramienta para la purificacién
de lipoproteinas es de gran importancia. Sin embargo, hay incertidumbre respecto a cual es el
sistema de secrecidn que reconoce y transloca a esta proteina en Streptomyces, puesto que los
ensayos experimentales no han sido concluyentes (Aguilar E. 2015).

El saber cudl es el sistema de secrecion por el cual es reconocida y secretada APA no solo
implica cambios en cuanto al proceso y la maquinaria celular que se involucra en la secrecion
de esta proteina, sino que ademas puede implicar diferencias en el rendimiento de las

proteinas recombinantes y la capacidad de llevar a la proteina recombinante a la maquinaria
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de glicosilacion, siendo que este puede ser diferente segun la naturaleza de plegamiento de la

proteina.

La naturaleza ambivalente del péptido sefial de APA podria posibilitar su reconocimiento por
ambos sistemas de secrecion, hecho que no ha sido puesto a prueba. De ser el caso, también
podria ponerse a prueba si poseer un peptido sefial que muestre un claro motivo Sec o Tat,

respectivamente, modifica el comportamiento de su secrecion.
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Objetivos

Generales

e Determinar si la glicoproteina APA silvestre es reconocida y secretada a través del
sistema Sec, el sistema Tat, o por ambos, en Streptomyces.

e Modificar el péptido sefial de la proteina APA para dirigir su secrecion
exclusivamente hacia el sistema Sec o hacia el sistema Tat y evaluar si los cambios
realizados alteran la capacidad de secrecién y/o la glicosilacion de la proteina madura,

en cepas silvestres y mutantes AtatAC y Apmt, de Streptomyces.

Particulares

e Disefiar mutantes del péptido sefial de la proteina APA silvestre, con base a programas
de prediccién, de tal manera que sean, por un lado, un sustrato Sec tipico, y, por otro
lado, uno Tat.

e Modificar, mediante mutagénesis dirigida, el péptido sefial de la proteina APA.

e Expresar de manera heter6loga la proteina APA con el péptido sefial silvestre, asi
como con los péptidos sefiales mutantes, en la cepa silvestre de Streptomyces, en una
mutante carente de sistema Tat (AtatAC) y en una mutante afectada en la capacidad de
glicosilacion (Apmt).

e Determinar si cambios puntuales en el péptido sefial de la proteina APA pueden
redirigir la secrecion de la proteina, alterar la cantidad de proteina secretada y su

glicosilacion, en Streptomyces.
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Hipotesis

En caso de que la proteina APA sea un sustrato del sistema de secrecion Tat, esta seré incapaz
de secretarse en la cepa IB78 (AtatAC) de S. coelicolor; mientras que, si es reconocida por el

sistema Sec, su secrecion no se verd afectada en esta cepa.

Por otro lado, el modificar el péptido sefial de esta proteina en sitios especificos serad
suficiente para dirigir su secrecion hacia un sistema de secrecion distinto al sistema de

secrecién que reconoce al motivo silvestre.
La glicosilacion de APA sera dependiente del sistema de secrecion por el cual sea

translocada, por lo que se podran detectar diferencias entre las variantes cuya secrecion este

dirigida hacia Sec o hacia Tat, respectivamente.
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Material y Métodos

Medios de cultivo

- LB:

Bactotriptona

Extracto de levadura

NaCl

*Aforar a 100 ml con agua Mili-Q.

-YT2X:

Bactotriptona

Extracto de levadura

NaCl

*Aforar a 100 ml con agua Mili-Q.

- R2:

Sacarosa

K>SO4
MgCl,-6H,0
Glucosa
Casaminodcidos

*Aforar a 80 ml con agua Mili-Q.

- R2YE:

R2

KH,PO, (0.5%)
CaCl,-2H,0 (3.68%)
L-Prolina

Tris-Cl (3%, pH=7.2)
Trazas R5*

CuSOq

NaOH (1 N)

Extracto de levadura (10%)

109
059
10¢g

169
1049
059

10.3¢g
0.025¢
1.012 g
1049
0.01¢g

80 ml
1.0ml
8.0 ml
1.5 ml
10 mi
0.2ml
0.2ml
0.2ml
5.0ml
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* Trazas R5:

ZnCl,

FeCl;-6H,0
CuCl,-2H,0
MnCl,-4H,0
Na,B40,-10H,0
(NH4)sM07024-4H,0
Agua Mili-Q

- YEME:

Extracto de levadura
Peptona

Extracto de malta
Glucosa

Sucrosa

*Aforar a 100 ml con agua Mili-Q.

- MS:

Manitol
Harina de soya
Agar

*Aforar a 100 ml con agua Mili-Q.

- DNA:

Difco Nutrient Broth Powder

Agar

*Aforar a 100 ml con agua Mili-Q.

Buffers

- TE 10 mM, pH=8
Tris
EDTA

4.0 mg
20.0 mg
1.0 mg
1.0 mg
1.0 mg
1.0 mg
100 ml

0.3g
059
039
10¢g
3409

2.0g
2.0g
0.29

0.4g
1.0g

10 mM
0.1 mM
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- TE 25 mM, pH=8

Tris 25mM
EDTA 0.25 mM
- Buffer P:

Sacarosa 515¢g
MgCI2-6H,0 1019
KS,04 0.125¢

Aforar a 400 ml con agua Mili-Q.

- Buffer de transferencia:

Tris base 309
Glicina 1409
Metanol 200 ml

*Aforar a 1 L con agua Mili-Q.

- Buffer TBS:
Tris base 6.05¢g
NaCl 8.76¢9

Aforar a 1 L con agua Mili-Q y ajustar el pH=7.5.

Soluciones de destefiido

- Solucion de destenido I:

Metanol 50 ml
Acido acético 10 ml
Agua Mili-Q 40 ml

- Solucion de destefiido 11:

Metanol 5.0 ml
Acido acético 7.0ml
Agua Mili-Q 88.0 ml
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Cepas y plasmidos

En el presente trabajo se usaron diferentes cepas de la bacteria Escherichia coli para la

manipulacion del DNA plasmidico. Por otra parte, se usaron distintas cepas de Streptomyces,

principalmente para la expresion de proteinas. A continuacion, se enlistan las cepas utilizadas:

Tabla 1. Cepas

Cepa Descripcion Referencia
E. coli
DH5a. Derivada de la cepa DH1. deoR Grant, et al., 1990.
A(lacZYAargF)U169 ¢80dlacZAM15 recAl
endAl.
IBEC58 Derivada de la cepa BW25113. Adam Adcm | Gonzalez-Cerén et al.,
Ahsd. Esta cepa no metila el DNA. 2009.
S. lividans
1326 Cepa silvestre Kieser et al., 2000
Apmt Cepa derivada de 1326 con una mutacion | Arista, I, 2013
nula en el gen que codifica la manosil
transferasa de proteinas (Asli3509)
Incapaz de glicosilar proteinas.
S. coelicolor
M145 Cepa silvestre John Innes Centre
IB78 Cepa derivada de M145 con una mutacion | Aguilar, 2015

nula que elimina los genes del sistema
Tat (AtatAC)
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Asimismo, se usaron diferentes plasmidos para la clonacion, secuenciacion y expresion de las

proteinas relevantes de este estudio. A continuacion, se presentan los plasmidos empleados en

este trabajo:

Tabla 2. Plasmidos

Plasmido

Descripcion

Referencia

pBlueScript 11 SK

Vector de clonacion multicopia para E. coli.
Sitio de clonacién multiple. Resistencia a la
ampicilina (Ap).

Short, et al., 1988

pBlueScript I SK+
APAGH

Plasmido derivado del pBlueScript Il SK que
contiene al gen Rv1860 con una etiqueta de
seis histidinas en el C-terminal.

Este trabajo

pBlueScript I SK+
APABH®

Plasmido derivado del pBlueScript Il SK que
contiene al gen Rv1860 con una
modificacion en el péptido sefial para secretar
APA por la via Sec y con una etiqueta de seis
histidinas en el C-terminal.

Este trabajo

pBlueScript I SK+

Plasmido derivado del pBlueScript Il SK que

Este trabajo

APABGH™T contiene al gen Rv1860 con una
modificacion en el péptido sefial para secretar
APA por la via Tat y con una etiqueta de seis
histidinas en el C-terminal.
plJ6021 Vector de expresion multicopia para | Takano, et al., 1995

Streptomyces spp. Promotor Pypa inducible
con tioestreptona. Resistencia a la
kanamicina

plJ6021+ APAGH

Plasmido plJ6021 con el gen Rv1860
modificado para expresar APA y contiene
una etiqueta de histidinas.

Aguilar, 2015

plJ6021+ APAGH™T

Plasmido derivado del plJ6021 que contiene
al gen Rv1860 con una modificacién en el
péptido sefial para secretar APA por la via
Tat y con etiqueta de seis histidinas en el C-
terminal.

Este trabajo

plJ6021+ APAGH™

Plasmido derivado del plJ6021 que contiene
al gen Rv1860 con una modificacion en el
péptido sefial para secretar APA por la via
Sec y con etiqueta de seis histidinas en el C-
terminal.

Este trabajo
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Servidores de prediccion de peptido sefial

Para el analisis bioinformatico para predecir el tipo de péptido sefial de APA o las variantes
disefiadas en este estudio, se hizo uso de tres servidores web publicos.
TatP1.0 (Bendtsen et al., 2005; http://www.cbs.dtu.dk/services/TatP/):

El servidor de prediccion TatP1.0 usa un método que es capaz de discriminar péptidos sefial

Tat de proteinas citoplasméticas que llevan un motivo similar, asi como de péptidos sefial
Sec, con alta precision. EI método permite el filtrado de secuencias de entrada basadas en
expresiones regulares de sintaxis de Perl, mientras que la discriminacion por hidrofobicidad
de los péptidos de sefial Tat y Sec se lleva a cabo mediante una red neuronal artificial
(Bendtsen et al., 2005).

PRED-TAT (Pantelis et al., 2012; http://www.compgen.org/tools/PRED-TAT):

El servidor PRED-TAT permite predecir y discriminar entre los péptidos sefial Sec de los

péptidos seal Tat y predecir sus sitios de escision. EI método de prediccion se basa en
modelos ocultos de Markov y posee una arquitectura modular. EI HMM, como método de
machine learning, es capaz de detectar las preferencias generales de los péptidos sefial Tat
que discriminan a partir de péptidos sefial Sec, como la region n mas larga, el motivo RR y la

regioén h menos hidrofoba (Pantelis et al., 2012).

SignalP - 5.0. (Almagro et al., 2019; http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/):

El servidor SignalP 5.0 predice la presencia de péptidos sefial y la ubicacion de sus sitios de
escision en proteinas de Archaea, Bacteria y Eukarya. Su método se basa red neuronal
recurrente y convolucional profunda que incluye un campo aleatorio condicional. En Bacteria
y Archaea, SignalP 5.0 puede discriminar entre tres tipos de péptidos sefial: 1) Sec/SPI:
péptidos sefial secretores transportados por el translocdn Sec y escindidos por la péptidasa
sefial 1. 2) Sec/SPII: péptidos sefial de lipoproteinas transportados por el translocdn Sec y
escindidos por péptidasa sefial Il. 3) Tat/SPI: péptidos sefial Tat transportados por el
translocdon Tat y escindidos por la péptidasa sefial 1 (Almagro et al., 2019).
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Construcciones génicas

Para este estudio se realizaron 2 construcciones originales a partir del gen Rv1860 de M.
tuberculosis, unido a una etiqueta de seis histidinas:

1.- APAGHEC: MHQVDPNLTRPKGRLAALAIAAMASASLVTVAVPATANA

En esta construccion se sustituyo en la region que codifica para el péptido sefial de la proteina

APA la arginina de la posicion 11 por una prolina.

2.- APABH™: MHQVDPNLTRRKFLLAALAIAAMASASLVTVAVPATANA

En esta construccion se sustituy6 en la region que codifica para el péptido sefial de la proteina
APA la glicina de la posicion 13 por una fenilalanina y la arginina de la posicion 14 por una

leucina.

Estas sustituciones de aminoécidos en el péptido sefial se realizaron como se describe a

continuacion.

Mutagénesis dirigida en el gen Rv1860

Primeramente, fue necesario obtener un plasmido para E. coli que contuviese al gen Rv1860
silvestre de M. tuberculosis. El gen se obtuvo a partir del plasmido plJ6021+ APAG6H
(Aguilar, 2015), el cual se cortd con las enzimas de restriccion Ndel y Hindlll para separar el
gen del vector y posteriormente se purifico el gen en un gel de agarosa LMP al 0.8% (ver
anexos). Una vez purificado el fragmento de DNA, se ligé al vector pBlueScript Il SK; asi se
obtuvo el plasmido pBlueScript 11 SK+ APAGH.

Se usd este plasmido para trasformar E. coli DH5a que se plaqued en medio LB con
apramicina. A partir de las colonias aisladas se realizaron Midipreps para purificar el DNA

plasmidico.

Para la modificacion del péptido sefial de APA se optd por realizar el protocolo de

mutagénesis dirigida QuikChange (Agilent Technologies, Inc. 2015). Se usé el plasmido
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pBlueScript 11 SK+ APA6H (metilado) como molde y se disefiaron oligonucledtidos que
introdujeron los cambios puntuales deseados en el péptido sefial de APA y funcionaron como

cebadores para la reaccion de la polimerasa. A continuacion, se enlistan los oligonucle6tidos

usados.

Tabla 3. Descripcion de los oligonulcleotidos empleados.

Oligonucledttido

Descripcion

Secuencia (5' — 3

SECFOR

Oligonucleétido usado para introducir la
mutacion R11P, en la  secuencia
correspondiente del péptido sefial de APA,
mediante  mutagénesis  dirigida  por
QuikChange y de esta manera promover su
secrecion por el sistema Sec.

GGACCCCAAC
TTGACACGGC
CCAAGGGACG
ATTGGCGGC

SECREV

Oligonucleétido complementario a SECFOR,
se usoO para introducir la mutacién R11P, en
la secuencia correspondiente al péptido sefal
de APA, mediante mutagénesis dirigida por
QuikChange y de esta manera promover su
secrecion por el sistema Sec.

GCCGCCAATC
GTCCCTTGGG
CCGTGTCAAG
TTGGGGTCC

TATFOR

Oligonucledtido usado para introducir las
mutaciones G13F y R14L, en la secuencia
correspondiente al péptido sefial de APA,
mediante  mutagénesis  dirigida  por
QuikChange y de esta manera promover su
secrecion por el sistema Tat.

ACTTGACACG
TCGCAAGTTC
CTGTTGGCGG
CACTGGCTAT
CGC

TATREV

Oligonucleétido complementario a TATFOR,
se usé para introducir las mutaciones G13F y
R14L, en la secuencia correspondiente al
péptido sefial de APA, mediante mutagénesis
dirigida por QuikChange y de esta manera
promover su secrecion por el sistema Tat.

ACTTGACACG
TCGCAAGTTC
CTGTTGGCGG
CACTGGCTAT
CGC

Se realizaron dos reacciones de QuikChange; la primera para obtener la construccion
pBlueScript 11 SK + APA™T y la segunda para obtener pBlueScript Il SK + APASEC. En
paralelo se pusieron otras dos sin la enzima polimerasa Pfu Ultra como control negativo. Al
finalizar los ciclos de extension e incorporacion de las mutaciones al gen., se incubaron las

reacciones con la enzima Dpnl para degradar el molde que posee las mutaciones.

Posteriormente se sometid el DNA obtenido a electroforesis en gel de agarosa al 1.0%, para
corroborar si la reaccion habia sido exitosa. Las reacciones exitosas se usaron para para

trasformar por electroporacion a E. coli DH5. Se purificd el plasmido de varias colonias
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aisladas por medio de Minipreps (Anexo 5.). Para corroborar la presencia de la construccion
en las colonias transformantes, se digirié el plasmido obtenido con las enzimas de restriccion
Ndel y se observd el patron de restriccion. Los plasmidos que mostraron un patron correcto se
mandaron a secuenciar en la unidad de secuenciacion del Instituto de Fisiologia Celular de la
UNAM (Anexo 2).

Clonacion de los genes modificados en un vector de expresion multicopia de
Streptomyces

Dado que Streptomyces posee un sistema muy especifico de restriccion de DNA metilado, fue
preciso utilizar la cepa de E. coli IBEC58. La cepa IBEC58 fue transformada por

electroporacidn con los siguientes plasmidos:

e pBlueScript Il SK + APATAT
e pBlueScript Il SK + APASEC

Se plaquearon las transformantes en medio LB y se les adiciond el antibidtico
correspondiente. Se tomaron colonias aisladas hicieron minipreparaciones para purificar los
plasmidos no metilados. Se comprobd por restriccion que el plasmido estuviera correcto. Se
cultivaron de 100 ml de las colonias que habian tenido un patrén de restriccion correcto y por
medio de midipreparacion se purifico el plasmido.

Se digirieron los plasmidos purificados con la enzima de restriccién Ndel y se realizé una
electroforesis en gel de agarosa 1.0% para comprobar que el plasmido estuviera linearizado.
A esta misma digestion se le adiciond la endonucleasa EcoRI con la que se separ6 el gen
completo del vector. Las muestras de DNA digerido se sometieron a electroforesis en gel de
agarosa LMP 0.8% para purificar las bandas con los genes que contenian los extremos
cohesivos.

A su vez se digirid el vector de expresion multicopia plJ6021 con las mismas enzimas, Ndel y
EcoRlI; de tal manera que se linearizo y se obtuvieron extremos cohesivos correspondientes a

los de los genes modificados.
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Al final se llevo a cabo la ligacion entre el vector linearizado y los fragmentos purificados.

Obteniendo los siguientes plasmidos:

e pli6021+ APATAT
e pli6021+ APASEC

Los dos plasmidos anteriores, asi como el plasmido plJ6021+ APAG6H (Aguilar, 2015), fueron
introducidos, mediante transformacion de protoplastos, a la cepa S. lividans 1326 (Anexo.5).
Los protoplastos se plaquearon en medio R2 y se incubaron durante dieciséis horas,
posteriormente se les adiciond kanamicina a las cajas y las transformantes se dejaron

esporular por una semana.

Se tomaron colonias transformantes aisladas y se plaquearon en medio MS adicionado con
extracto de levadura 0.1% y se incubaron hasta que esporularan. Las esporas se cosecharon
adicionando agua y raspando la superficie de la paca y se filtraron haciéndolas pasar a travez
de un filtro para esporas de algodon esteril, para eliminar el micelio. Posteriormente se
crecieron en medio liquido LB + sacarosa 25%. Con los cultivos anteriores se realizaron
minipreparaciones para obtener los plasmidos (Anexo 5.). EL plasmido purificado se cortd
con la enzima de restriccion Kpnl para corroborar si las colonias presentaban el patron de
restriccion correspondiente. El plasmido purificado que mostré un patron de purificacion
correcto se mandd a secuenciar en la unidad de secuenciacion del Instituto de Fisiologia
Celular de la UNAM (Anexo 3).

Obtencion de cepas tranformates de Streptomyces

Una vez corroborada la secuencia de los plasmidos, estos se usaron para transformar, por
medio de protoplastos, a S. lividans 1326, S. lividans Apmt (Asli3509), S. coelicolor M145y a
S. coelicolor 1B78 (AtatAC) (Anexo 5.). Las esporas de las cepas sin trasformar se cultivaron
en medio YEME + sacarosa 25% para las cepas silvestres y YEME + sacarosa 12% para las
sepas mutantes. Se tomaron colonias transformantes aisladas, se machacaron, se
resuspendieron en agua y se plaguearon en cajas de Petri con medio MS suplementado con
extracto de levadura 0.1% (extracto de levadura 0.1% y elementos traza 0.04% para cepa

IB78). Los tapetes bacterianos confluentes resultantes de la retransformacion se incubaron a
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30°C hasta que esporularon. Se cosecharon las esporas, se filtraron y se concentraron por
centrifugacion a 3500 rpm por 10 min, se lavaron con agua y se resuspendieron en glicerol al

20% para ser almacenadas a -20°C.

Se obtuvieron un total de 12 cepas distintas: tres cepas derivadas de cada una de las cepas
antes mencionadas. Las trasformadas con el plasmido plJ6021+APA6H, con plJ6021+
APA™Ty con plJ6021+APA®EC, respectivamente.

Prueba de infeccion por fago KC519

Se prepararon cajas de Petri con medio DNA suplementado con glucosa 0.5%. Ca(NOg), 10
mM y MgSO, 10mM. En estas cajas se plaquearon esporas de S. lividans 1326, S. lividans
Apmt, S. lividans Apmt + APA6H, S. lividans Apmt + APA™T y S. lividans Apmt + APASEC,
A continuacion, se adicionaron en dos regiones distintas de cada caja de Petri 10 ul de dos
lisados diferentes de fago KC519. Las cajas se incubaron durante una noche a 30 °C.

Expresion y purificacion de proteinas de sobrenadante

Se midid la absorbancia de las esporas almacenadas y se calculd la cantidad suficiente de
esporas para obtener en 30 ml una densidad Optica de 0.1 al momento de la inoculacion. A
continuacion se inocularon en medio LB + sacarosa 25% (sacarosa 12% para las cepas IB78 y
APmt) en matraces provistos de un resorte de acero inoxidable en el fondo (para evitar la
agregacion de los pellets de micelio) con 30 ml de medio LB + sacarosa 25% con 50 pg/ml de
kanamicina. Los cultivos se mantuvieron en agitacion constante a una temperatura de 30°C.
Se indujo la expresion de APA a las 14 horas por medio de la adicién de tioestrepton (5
ug/ml). Los cultivos se incubaron por 24 horas a partir de la induccion.

A las 36 horas se colocaron los matraces en hielo. Se filtraron los cultivos utilizando
primeramente papel filtro, en segundo lugar, un filtro Whatman de 0.125 mm y por tltimo un
filtro Millipore de 0.045 um; colectando el sobrenadante en un matraz Kitasato conectado a
una linea de vacio. De esta forma se obtuvo un sobrenadante libre de fragmentos pequefios de

micelio.
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Las proteinas del sobrenadante se precipitaron por medio de metanol/cloroformo. Al
sobrenadante (3ml) se le adicionaron 4 volumenes de metanol, 1 volumen de cloroformo y 3
volimenes de agua. Una vez precipitadas las proteinas se centrifugaron a 13000 rpm por 10
min formando dos fases. A continuacion, se retird la fase superior, se afiadieron 3 volimenes
mas de metanol y se centrifugé 13000 rpm por 8 minutos para retirar por completo la fase
acuosa. Se recolect6 la fase solida en un tubo Ependorff y se dejo evaporar por 15 minutos, a
temperatura ambiente, para eliminar todo el metanol, posteriormente se resuspendié en 200 pl
de buffer de carga 2x (2-betamercaptoetanol 10%, Tris-HCI [pH 6.8] 0.125 M, SDS 4%,

glicerol 20%). Las muestras fueron hervidas por 5 min y almacenadas a -20°C.

En el caso de las cepas IB78, el cultivo se centrifugd a 10,000 rpm por 10 minutos a 4°C para
conservar el micelio, este posterior a la centrifugacién se lavo cuatro veces con 100 mL de
Tris-Cl 20mM [pH 8.0] y se almacend a -70°C por 24 horas. EI micelio congelado se
resuspendio en buffer de lisis (MgCI2 1 M, DTT 4mM, media pastilla inhibidora de
proteasas [cOmplete de Roche], 0.5 ul de RNAsa y Tris 20 mM). Posteriormente se 1iSO por
medio de sonicacion. El lisado se centrifugd a 10,000 rpm durante una hora a 4°C. Se
conservo el sobrenadante (extracto total). El extracto total se separd 150 pl por tubo y se le
afiadio 50 ul de buffer de carga 2x. Finalmente las muestras se hirvieron por 5 minutos y se

almacenaron a -20 °C.

Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE), tincion con
azul de Coomassie

Las muestras obtenidas del sobrenadante o del extracto total se sometieron a electroforesis en
geles de poliacrilamida bajo condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). Los geles se
hicieron a una concentracion de poliacrilamida del 10% y se corrieron a 100 mV. Se us0 el
marcador de peso BioRad® de 10-250kDa. Los geles se utilizaron para tefiirse, o para

transferir las proteinas a membranas de PVDF.

Para visualizar las proteinas en los geles se realiz6 una tincion con azul brillante de Coomasie
R-250. Se incubaron los geles en solucion de tincion coomassie, en agitacion, durante una
noche. Posteriormente se destifié durante 1 hora en solucion de destefiido | y a continuacion

una hora mas en solucién de destefiido 11.
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Western blot: Deteccidn con anticuerpos y con ConA

El primer paso para efectuar los ensayos de Western blot fue transferir las proteinas a una
membrana de difluoruro de polivinildeno (PVDF). Esto se efectué en una en una camara
himeda de BIO RAD por 16 horas a 12 mA en buffer de Tris-Glicina (14 g de glicina, 3 g de
Tris, 200 ml de metanol y 800 ml de agua, pH 8) en agitacion constante. Terminada la
transferencia se lavo la membrana en el mismo buffer Tris-Glicina. Para eliminar toda la
humedad de la membrana se sumergio en metanol absoluto, se dej6 evaporar el metanol y se

almacenaron las membranas.

Para los ensayos de Western-blot con anticuerpos, las membranas se bloguearon durante 3
horas con TBS 1x-Tween 20 al 0.05% con leche sin grasa 5.0% a temperatura ambiente.
Posteriormente fueron agregados los anticuerpos primarios, Anti-His 0 6A3 (ambos de ratdn),
en dilucion 1:1000 en TBS 1x-Tween 20 al 0.05% con leche sin grasa 5.0% por 16 hrs en
agitacion constante a 4°C. A continuacion, se realizaron 4 lavados, el primero de 5 minutos
con agua desionizada y los restantes de 10 minutos con TBS-Tween20. Posteriormente se
agreg0 el anticuerpo secundario, anti-lgG de raton unido a perdxidasa, a una dilucién de
1:1000 en el mismo buffer de TBS-Tween 20 con leche sin grasa, se incubd durante 2 horas
en agitacion a temperatura ambiente. La membrana fue lavada con TBS-Tween 20 tres veces

y fue revelada con el kit de quimioluminiscencia ROCHE.

Por el otro lado, para los ensayos de Western blot en los que la deteccion se realiz6é con la
lectina ConA, la cual es una molecula que se une de manra especifica a los carbohidratos, las
membranas se bloquearon por 1 hora con TBS 1X con albumina fraccién V al 1.0%. A
continuacion, se incubaron por 16 horas con ConA (Sigma) a una dilucion de 1:1000 en TBS
con 1mM de CaCl,, 1 mM de MgCl, y 1 mM de MnCl,, en agitacion a temperatura ambiente.
Cumplido el tiempo, se realizaron tres lavados de 10 minutos en agitacion con TBS 1X a

temperatura ambiente.

Tanto para la deteccidn por anticuerpos como por ConA, se reveld por quimioluminiscencia

haciendo uso del kit de quimioluminiscencia ROCHE.
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Purificacion de APA por columna de afinidad a Niquel

Para la purificacion de la proteina APA se inocularon esporas de S. lividans 1326 + APA6H
en 50 ml de medio LB + 25% de sacarosa, de tal manera que se alcanzara una DOyso de 0.1.
Las condiciones cultivo, induccion vy filtrado se realizé de la forma descrita previamente (ver

Expresion y purificacion de proteinas de sobrenadante).

El sobrenadante obtenido se afor6 a 100 ml con agua desionizada. Posteriormente se disolvio
sulfato de amonio lentamente hasta alcanzar el 80% de saturacion y se mantuvo en agitacion
constante por una hora a 4°C. En seguida se centrifugo por una hora a 14,000 rpm y 4°C. Se
desechd el sobrenadante y se resuspendieron las proteinas precipitadas en un volumen
minimo de agua desionizada. Las proteinas disueltas se filtraron a travez de un filtro
Millipore de 0.45 um. La muestra se desalo utilizando una columna HiTrap Desalting (GE
Healthcare) conectada a un equipo de FPLC (Akta Pure Prime) utilizando el mismo buffer

que se utiliza para unir a la columna de Ni (NaH,PO4 50 mM NaCl 300 mM Imidazol 20 mM
[pH 8]).

Una vez que se desal6 la muestra, esta se paso a través de una columna HisTrap de 1 ml (GE
Healthcare) previamente equilibrada con buffer de lavado (NaH,PO, 50 mM NaCl 300 mM
Imidazol 20 mM [pH 8]). Después de lavar con 20 volimenes de buffer la muestra se eluyé
con un gradiente lineal de imidazol de 20 ml hasta alcanzar una concentracion de 250 mM
colectando fracciones de 1 ml. Se detect6 un pico en la absorbancia correspondiente a las
fracciones 10 a 12 las cuales se colectaron. Finalmente, se adicion6 buffer de carga a las

fracciones colectadas y se almacenaron a -20°C.
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Resultados

Prediccion de la via de secrecion utilizada por la proteina APA

A pesar de que experimentalmente se ha demostrado que en E. coli el péptido sefial de la
proteina APA es sustrato de la via de secrecion Tat, un andlisis bioinforméatico del mismo
muestra que carece de un motivo conservado para las proteinas secretadas por este sistema
(Anexo 1).

De hecho, al hacer uso del servidor SignalP 5.0 (Almagro et al., 2019) para analizar el
péptido sefial de APA la prediccion mostrd un porcentaje de similitud (Likelihood), de
57.66% para Sec y 40.32% para Tat. Por otro lado, el servidor TatP 1.0 (Bendtsen et al, 2005)
reconocid en la secuencia de APA un posible péptido sefial para Tat pero no encontré un
motivo Tat. Ademas, el servidor PRED-TAT (Pantelis et al., 2012) predijo, con un valor de
fiabilidad de 0.436, que APA posee un péptido sefial Tat. Los resultados de los andlisis de
prediccién computacional, asi como los experimentos in vivo en Streptomyces (Aguilar,

2015), fueron en ambos casos ambiguos respecto al tipo de péptido sefial de APA.

Usando como referencia las caracteristicas tipicas de los motivos Sec y Tat, se disefiaron
variantes del péptido sefial de APA que presentasen cambios puntuales. Las variantes se
analizaron con el programa SignalP 5.0 y PRED-TAT. Todos los péptidos sefial disefiados se
compararon los resultados arrojados por los programas y se seleccionaron aquellos que

mostraron una mayor puntuacion ya sea para Sec o para Tat.

Como potencial péptido sefial Tat se seleccion6 APA G13F, R14L, en el cual se sustituyo la
glicina de la posicion 13 por fenilalanina y la arginina de la posicion 14 por leucina, presentd
un puntaje de certeza en SignalP 5.0 de 93.38% para Tat y 5.52% para Sec, mientras que en
PRED TAT se predijo que es un péptido sefial del tipo Tat con un valor de fiabilidad del
0.997. En ambos analisis APA G13F, R14L mostro los puntajes mas altos como potencial

péptido sefial Tat.

Se selecciond como potencial péptido sefial Sec APA R11P, en el cual se sustituyé la prolina
de la posicion 11 por arginina, y presentd un puntaje de certeza en SignalP 5.0 de 84.68%
para Sec y un puntaje de 13.97% para Tat, mientras que en PRED TAT se predijo que es un
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péptido sefial del tipo Sec con un valor de fiabilidad del 0.992. En ambos analisis APA P11R

mostré los puntajes mas altos como potencial péptido sefial Sec. Como control se analizaron

los péptidos sefial de la agarasa extracelular DagA, que es un sustrato Tat tipico y los de las

lipasas de S. coelicolor y S. exfoliatus, que son sustratos Sec tipicos. (Tabla 3; Tabla 4).

Tabla 4. Prediccion del tipo de péptido sefial obtenido del servidor SignalP 5.0, para las

distintas versiones del péptido sefial de la proteina APA, la agarasa y las lipasas de S.

coelicolor y S. exfoliatus.

Puntaje de certeza

PEPTIDO SENAL Péptido Péptido SECUENCIA
sefial Sec sefial Tat
(Sec/SPI) (Tat/SPI)

APAWT 57.66% 40.32% MHQVDPNLTRRKGRLAALAIAAMASASLVTVAVPATANA
APA G13F 37.42% 59.92% MHQVDPNLTRRKFRLAALAIAAMASASLVTVAVPATANA
APA R14L 21.76% 75.59% MHQVDPNLTRRKGLLAALAIAAMASASLVTVAVPATANA

APA G13F, R14L 5.52% 93.38% MHQVDPNLTRRKFLLAALAIAAMASASLVTVAVPATANA
APA R11G 82.02% 16.73% MHQVDPNLTRGKGRLAALAIAAMASASLVTVAVPATANA

APA T9A 64.88% 33.69% MHQVDPNLARRKGRLAALAIAAMASASLVTVAVPATANA

APA T9P 72.06% 26.27% MHQVDPNLPRRKGRLAALAIAAMASASLVTVAVPATANA
APA R11P 84.68% 13.97% MHQVDPNLTRPKGRLAALAIAAMASASLVTVAVPATANA
APA A35T 56.29% 41.40% MHQVDPNLTRRKGRLAALAIAAMASASLVTVAVPTTANA
APA A35G 54.70% 42.67% MHQVDPNLTRRKGRLAALAIAAMASASLVTVAVPGTANA
APA A35R 45.77% 51.86% MHQVDPNLTRRKGRLAALAIAAMASASLVTVAVPRTANA

AGARASA.(M' 2.03% 97.91% MVNRRDLIKWSAVALGAGAG
tuberculosis)
LIPASA (S.

coelicolor) 56.08% 43.61% MQONPHTHAAPGAARPVLRGVRRRLAAVTAAVA

I;;F;S?QUS' 46.39% 52.96% MPQHLLPARRQAARPSRPRTLTGLLAAAAATA
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Tabla 5. Prediccion del tipo de péptido sefial obtenido del servidor PRED-TAT para las
distintas versiones del péptido sefial de la proteina APA.

PEPTIDO SENAL | Sec | Tat f\l/a"’l‘::ﬁlr d‘iz SECUENCIA
APA WT X | 0436 | MHQVDPNLTRRKGRLAALAIAAMASASLVTVAVPATANA
APA G13F X | 0989 | MHQVDPNLTRRKFRLAALAIAAMASASLVTVAVPATANA
APA R14L X | 098 | MHQVDPNLTRRKGLLAALAIAAMASASLVTVAVPATANA
APA G13F, R14L X | 0997 | MHQVDPNLTRRKFLLAALAIAAMASASLVTVAVPATANA
APA RL1G X 0.989 | MHQVDPNLTRGKGRLAALAIAAMASASLVTVAVPATANA
APA T9A X 0.967 | MHQVDPNLARRKGRLAALAIAAMASASLVTVAVPATANA
APA TP X 0.0989 | MHQVDPNLPRRKGRLAALAIAAMASASLVTVAVPATANA
APA R11P X 0992 | MHQVDPNLTRPKGRLAALAIAAMASASLVTVAVPATANA
APA A35T X | 0434 | MHQVDPNLTRRKGRLAALAIAAMASASLVTVAVPTTANA
APA A35G X | 0435 | MHQVDPNLTRRKGRLAALAIAAMASASLVTVAVPGTANA
APA A35R X | 0439 | MHQVDPNLTRRKGRLAALAIAAMASASLVTVAVPRTANA

Mutagénesis dirigida

Con el fin de probar las variantes seleccionadas, que tedricamente serian versiones de APA

exclusivamente reconocidas y secretadas por la via Sec o para la via Tat, se optd por usar el

protocolo de mutagénesis dirigida QuikChange (Agilent Technologies, Inc. 2015).

Para obtener la variante Sec (APAG6

HSEC

) con la mutacién que ocasiona el cambio R11P en el

péptido sefial, se disefiaron los oligonucledtidos complementarios SECFOR, y SECREYV para

amplificar el vector pBlueScript 11 SK con el gen de APA con una etiqueta de seis histidinas

en el extremo carboxilo clonado. Este plasmido se deriva de la ligacion del vector
pBlueScript Il SK y el gen APA+6H obtenido del plasmido PIJ6021+APAGH (Aguilar,
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2015). Las mutaciones fueron introducidas en los oligonucledtidos SECFOR vy su

complementario SECREV que poseen dos nucle6tidos distintos al gen original (Tabla 3).

En el caso de la variante Tat (APA6H'™ ), para introducir las mutaciones que ocasionan los
cambios G13F R14L, se disefiaron los oligonucledtidos TATFOR, y su complementario
TATREYV para amplificar el vector pBlueScript 11 SK con el gen de APA (Rv1860) clonado.
Las mutaciones fueron introducidas en los oligonucle6tidos TATFOR y su complementario
TATREV que poseen cinco nuclettidos distintos al gen original (Tabla 3).

Los productos de las reaccines de QuikChange se incubaron con la enzima Dpnl, que
reconoce Yy degrada el DNA metilado, con el fin de degradar el DNA afiadié6 como molde para
la sintesis. Posteriormente, se realizd una electroforesis en gel de agarosa 1.0% en la que se
corrieron los productos digeridos de las reacciones QuikChange, asi como el de las reacciones

control a las que no se le afiadio la polimerasa Pfu Ultra (Fig10).

En el gel de agarosa es posible observar las bandas correspondientes a pBlueScript Il SK +
APAG6H™T y a pBlueScript 1l SK + APAGH®C. Ambas bandas son del tamafio esperado, es
decir del tamafio de pBlueScript 1l SK +APA6H (3945 pb), lo cual confirma que la
amplificacion fue exitosa. Por el otro lado, en los carriles donde se cargo el producto de la
reaccion sin la polimerasa, no se observa ninguna banda lo cual nos idica que el material
genético molde fue digerido por la enzima Dpnl y que las bandas que se observan son el

resultado de la actividad de la polimerasa.

Las construcciones obtenidas a partir de el procedimiento de mutagénesis dirigida son:

e pBlueScript Il SK + APATT
e pBlueScript Il SK + APASC

Se usaron estas construcciones para transformar por electroporacion E. coli DH5a (Anexo 5.).
Se purifico el plasmido de varias colonias transformantes aisladas. Para corroborar la
presencia de las construcciones en las colonias transformantes, se digirieron los plasmidos
obtenidos con las enzimas de restriccion BamHI y EcoRI (Figura 11). De la digestion se

esperaron dos bandas, una que correspondiese al vector pBluescipt Il KS y otra

60



correspondiente al gen Rv1860 de 2943 pb y 1002 pb, respectivamente. El patrén de digestion
mostré que unicamente una de las colonias de Tat perdio el gen de interés, mientras que el

gen de una de las colonias de Sec presentd un tamafio anémalo.

11501 pb

4749 pb

805 pb

Figura 10. Modificacion y amplificacion del gen Rv1860 por QuikChange. PM) Marcador
de peso molecular. a) pBluescipt I KS + Rv1860-SEC. Producto de la reaccién QuikChange
a partir del pBluescipt Il KS + Rv1860 y los oligonucledtidos SECFOR y SECREV b)
reaccién control, producto de una reaccion idéntica, pero sin incluir la DNA polimerasa Pfu
Ultra. c¢) pBluescipt 1l KS + Rv1860-TAT. Producto de la reaccién QuikChange a partir del
pBluescipt 11 KS + Rv1860 y los oligobulcleétidos TATFOR y TATREV. Los productos de
la reaccion se sometieron a electroforesis en gel de agarosa 1.0%. Se cargo la quinta parte de
la reaccion total.
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1700 pb

1158 pb

805 pb

514 pb

Figura 11. Minipreparaciones de DNA plasmidico de E.coli DH5a . PM) Marcador de
peso molecular. a) pBluescipt 1l KS + Rv1860 purificado de E.coli DH5a (metilado). b-e)
pBluescipt Il KS + Rv1860- SEC f-i) pBluescipt Il KS + Rv1860- TAT j) pBluescipt Il KS +
Rv1860 puridicado de E.coli IBEC58 (no metilado). Se usé el DNA obtenido de la Miniprep
SEC 1 (b) y de la Miniprep TAT 1 (). Los plasmidos obtenidos se digirieron con BamHI y
EcoRlI para obtener dos fragmentos, uno de 2943 correspondiente al vector pBluescipt 11 KS y
otro del 1002 correspondiente al gen Rv1860.

Hasta este punto se tenia la certeza de que la reaccion de Quick change fue exitosa y que los
plasmidos obtenidos se logrador introducir a E. coli. Para comprobar que estos plasmidos
tuviesen la secuencia mutante esperada se eligieron dos de las preparaciones purificadas para
para posteriormente enviarse a secuenciar a la Unidad de Biologia Molecular del Instituto de

Fisiologia Celular.
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Los resultados corroboraron las secuencias esperadas para ambos plasmidos. En la figura 12
se indica la diferencia entre la secuencia del gen Rv1860 nativo y las variantes APA™T y

APASEC obtenidas en este trabajo.

- APA silvestre

1 ATGCATCAGGTGGACCCCAACTTGACACGTCGCAAGGGACGATTGGCGGCACTGGCTATC
1 M HQVDUPNTLTR RIR RI KGR RTLAATLATI

61  GCGGCGATGGCCAGCGCCAGCCTGGTGACCGTTGCGGTGCCCGCGACCGCCAACGCCGAT
21 AAAMASASTLVYTVAVPATANATD

_ APASEC

1 ATGCATCAGGTGGACCCCAACTTGACACGGCCCAAGGGACGATTGGCGGCACTGGCTATC
1 M HQVDUPNTLTR RZPI KGR RTLAATLATI

61  GCGGCGATGGCCAGCGCCAGCCTGGTGACCGTTGCGGTGCCCGCGACCGCCAACGCCGAT
21 AAAMASASTLVTVAVPATANATD

. APATAT

1 ATGCATCAGGTGGACCCCAACTTGACACGTCGCAAGTTCCTGTTGGCGGCACTGGCTATC
1 M HQVDUPNTLTR RR RIKTETLTLAATLATI

61  GCGGCGATGGCCAGCGCCAGCCTGGTGACCGTTGCGGTGCCCGCGACCGCCAACGCCGAT
21 AAAMASA ASTLVTVAVPATANATD

Figura 12. Diferencias en la secuencia genética y de aminoacidos, del péptido sefial de
APA, APASEC y APAT™AT Se encuentra resaltada en amarillo la secuencia correspondiente a
los oligonucleétidos disefiados. Las sustituciones de nucle6tidos y los cambios de
aminoécidos para APASEC estan sefialados en rojo. Las sustituciones de nucleétidos y los
cambios de aminoécidos para APA™T estan sefialados en morado.

Transformacién en E. coli IBEC58

Dado que S. coelicolor posee un sistema de restriccion que reconoce la metilacion en el DNA
y lo degrada, fue necesario el uso de la cepa de E. coli IBEC58 (Ver cepas y plasmidos), que
tiene mutados sus sistemas de metilacion de DNA, para obtener plasmidos no metilados. A
partir de los plasmidos purificados de E. coli IBEC58, que se secuenciaron, se transformo por
electroporacién a E. coli IBEC58.

De las colonias aisladas se realizaron midipreps. Se purificaron los plasmidos no metilados.
pBluescipt Il KS + APA™T y pBluescipt 11 KS + APASEC.
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Clonacion en vector de expresion multicopia de Streptomyces

Con el fin de expresar la proteina APA en Streptomyces se eligié el vector de expresion
multicopia plJ6021 (Ver tabla de cepas)). El vector plJ6021 se corto con las enzimas de

restrccion Ndel y EcoRI de tal manera que se linerizara el vector.

Por otro lado, para purificar el fragmento de DNA correspondiente a las versiones mutantes
del gen Rv1860 se cortaron con las enzimas Ndel y EcoRI los plasmidos Bluescipt 1l KS +
APA™T y pBluescipt 11 KS + APASE(sin metilar).

PM a b c

11501 pb
159 pb

5077 pb—p
4749 ph—»

2838 pb

1700 pb

1159 pb
996 pb

805 pb

Figura 13. Digestion del plJ6021 e insertos para ligacion. PM) Marcador de peso
molecular. a) plJ6021 lineal b) APA™T ¢) APA®EC, Los plasmidos obtenidos se digirieron
con Ndel y EcoRI y fueron sotetidos a electroforesis en geles de agarosa de bajo punto de
fusion 0.8%.

Para corroborar el tamafio de los fragmentos digeridos, asi como para la purificacion del

vector linearizado, las muestras fueron sometidas a electroforesis en gel de agarosa LMP
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0.8% (Fig.13). Se puede observar que el vector plJ6021 tuvo el tamafio esperado 8159 pb.
Los fragmentos correspondentes a APAE® y APA™T presentaron el peso correcto, 996 pb.
En el carril dondé se corri6 APA™T, se puede observar material genético que no fue digerido,
sin embargo, debido a la diferencia de tamafios entre la banda que se purificé 996pb, y el
material no digerido >1500pb, no fue un inconveniente para proceder con la puficifacion de la
banda.

Una vez que se purificé el vector linearizado y los dos fragmentos de DNA que contienen los
genes mutantes (Fig 13), se ligaron, obteniendo los siguientes plasmidos:

- plie021+ APATAT
- plJ6021+ APASEC

Ambos plasmidos, fueron introducidos en la cepa S. lividans 1326 por transformacion de
protoplastos (Anexo 5.). Para regenerar micelio, los protoplastos se sembraron en medio
R2YE, el cual fue adicionado a las 12 horas con kanamicina y se dejaron crecer hasta que las

colonias transformantes esporularan. Posteriormente se cosecharon.

Se purificd plasmido proveniente de las cepas transformantes mediante minipreps. El
plasmido purificadose corto con la enzima de restriccion Kpnl, la cual tiene dos sitios de
corte, uno en el vector y otro dentro del gen. Se observarén los dos fragmntos resultantes
esperados, de 656 pby 2018 pb (Fig.14). Los plasmidos se enviaron a la Unidad de Biologia
Molecular del Instituto de Fisiologia Celular para su secuenciacion y corroborar que las

secuencias mutantes correspondieran con las esperadas.

Transformacion en S. lividans Asli3509 y S. coelicolor M145y IB78

Una vez confirmadas las secuencias de los plasmidos, se introdujeron mediante protoplastos a
las siguientes cepas: S. coelicolor M145 (cepa silvestre), S. coelicolor IB78 (AtatAC) y S.
lividans Apmt. La cepa S. lividans Asli3509 (Apmt) tiene una mutacion nula en el gen que
codifica la Pmt, y por lo tanto es incapaz de glicosilar proteinas, lo cual permitio tener un
control negativo de la glicosilacion de proteinas.
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Por otra parte, la cepa S. coelicolor IB78, tiene deletados genes esenciales para el sistema Tat
(tatA y tatC) y por lo tanto es fundamental para saber si la proteina es secretada por este

sistema o en su defecto es secretada via Sec.

6391 pb

2018 pb

656 pb

Figura 14. Minipreparaciones de DNA plasmidico de S. lividans 1326 mutantes. PM)
Marcador de peso molecular. a-d ) plJ6021 +Rv1860-6H SEC. e-h ) plJ6021 +RV1860-6H
TAT. Los plasmidos obtenidos se digirieron con Kpnl para obtener dos fragmentos: uno de

2018 pb y otro de 656 pb.
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Se obtuvieron las siguientes 12 cepas:

e S lividans 1326 + APAGH e S lividans Apmt + APA6H
e S.lividans 1326 + APA™T e S.lividans Apmt + APA™T
e S.lividans 1326 + APASEC e S.lividans Apmt + APASEC
e S.coelicolor M145 + APAGH e S. coelicolor IB78 + APAGH
e S.coelicolor M145 + APATAT e S.coelicolor IB78 + APATAT
e S. coelicolor M145 + APASEC e S.coelicolor IB78 + APASEC

Se cosecharon esporas de cada una de las cepas y se conservaron en glicerol a -20°C.

Para corroborar que la cepa S. lividans Apmt, que seria utilizada como control negativo, fuera
efectivamente incapaz de glicosilar proteinas, se realizé una prueba de infeccion por el fago
KC519, derivado del bacteriéfago phiC31, el cual requiere de un receptor glicosilado para
infectar. Se plaquearon esporas concentradas de S. lividans 1326, S. lividans Apmt, S. lividans
Apmt + APAGH, S. lividans Apmt+APA™T y S. lividans Apmt + APASE de manera que
crecieran en forma confluente, y se les adicionarén dos gotas de fago, cada una proveniente
de un lisado diferente de KC519. Después de un dia de incubacién solamente se observo la
formacion de placas de lisis en la cepa silvestre, pero no se formo ninguna placa de lisis en la
cepa mutante por parte del fago; a diferencia de la cepa silvestre donde es evidente la

formacion de placas por la infeccion (Anexo 4).

Cultivo y extraccion de proteinas del sobrenadante

Se inocularon esporas de cada una de las cepas de Streptomyces, de manera independiente, en
30 ml de medio LB en matraces con resorte, durate 14 hrs, a 30°C en agitaciénconstante.
Posteriormente, se indujo la expresién de APA con tioestrepton y se mantuvieron las
condiciones de incubacién. A las 36 hrs, apartir de la inoculacion del cultivo, se proceso el
sobrenadante de cada uno de los cultivos. Para el caso de los cultivos de la cepa IB78 también
se proceso el micelio para obtener un extracto total. Se precipitaron las proteinas con metanol/
clorofomo y posteriormente fueron resuspendidas en buffer de carga. Las proteinas se

hirvieron durante 5 minutos y se conservaron a -20°C.
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Para visualizar el contenido proteico del sobrenadante de los cultivos, se sometieron las
muestras a electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS al 10% vy se tifieron con azul de
Coomassie (Fig. 15a; Fig. 16a). En estos geles se detecta la presencia de diversas proteinas y
se observan bandas del tamafio esperado para APA. Se ajusto la cantidad de muestra que se

cargo en cada carril a partir de la comparacion visual de las muestras tefiidas en los geles.

Deteccion de APA por Western blot

Para determinar si la proteina APA estaba siendo secretada, se realizaron experimentos de
Western Blot de todas las muestras. Inicialmente se usd un anticuerpo comercial anti-
histidinas (Anti-His) con la finalidad de detectar a la proteina APA a través de esta etiqueta
colocada en todos los casos en el extremo carboxilo-terminal. En forma inesperada no se
logré detectar la etiqueta de histidinas en todas las cepas. Se detectd la proteina APA a traves
de esta etiqueta en los sobrenadantes de la cepa S. lividans 1326, con una abundancia
evidente en la cepa 1326 +APA™T.a comparacion de S. lividans 1326 + APASC y APA 6H
en donde se detecta de forma muy reducida. En el caso de la cepa de S. coelicolor M145 solo
se detecté en M145 + APABH y M145 + APA™T, con varios productos de degradacion
visibles, mientras que en la cepa IB78, que no puede secretar proteinas por Tat, Unicamente se
detectd en IB78 + APASEC, donde son nuevamente notorias las formas degradadas de la
proteina (Fig. 15b; Fig. 16b).

De estos resultados Ilama la atencion que no se detectara la proteina en los sobrenadantes de
la cepa S. lividans Apmt ni de M145 + APASEC; puesto que no hay razones para pensar que
APA no se hubiese expresado o secretado al medio, al no tener ninguna de las cepas
mutaciones que afecten la secrecion de proteinas. Lo anterior, aunado a la presencia de
formas degradadas de la proteina APA, nos hizo pensar que la etiqueta de histidinas estaba
siendo escindida por alguna proteasa presente en el sobrenadante. Debido a ello la deteccion
usando Anti-His no nos permitiria llegar a conclusiones validas respecto a la presencia de
APA en el sobrenadante de los cultivos. En consecuencia, se optd por usar el anticuerpo
monoclonal 6A3, el cual se une directamente a un epitope dentro de APA y permite su
deteccion aun en cepas de S. coelicolor carentes de las enzimas de glicosilacion (Cordova-
Déavalos et al. 2014).
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Al realizar los ensayos de Western blot usando el anticuerpo 6A3 se detectd que APA estaba
presente en el sobrenadante de todos los cultivos a excepcion de 1B78 + APA™T (Fig. 15c;
Fig. 16¢). Es decir que, como se esperaba, tanto en las cepas silvestres como en la mutante
Apmt, la proteina APA fue expresada y secretada al medio, mientras que la secrecion se vio
alterada en la cepa IB78. En esta cepa que no puede secretar proteinas por la via Tat, la sefial
de APAGH es claramente menor a la observada en las cepas silvestres, las mutantes Apmt o a
la de la cepa IB78 + APASEC, donde la sefial es mucho més intensa. Al igual que lo observado
al realizar los ensayos con el anticuerpo Anti-His, se observaron formas degradadas de la

proteina en la mayoria de los sobrenadantes.

Era de particular interés realizar estos experimentos en sobrenadantes de la cepa mutante
IB78 (AtatAC). Se observd que en esta cepa la secrecion de APA con el péptido sefal
silvestre se vio abatida, al igual que la secrecion de APA con péptido sefial TAT. Por el
contrario, la secrecion de la variante de APA con el péptido sefial SEC no se vié afectada en

esta cepa.
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A) 1326 Bpmt C) 1326 Apmt

PM WT SEC TAT WT SEC TAT PM WT SEC TAT WT SEC TAT

100 K

75kl

50kl

35kD

25kl

1326 Apmt
B) 1326 Apmt D) P
—_— _— PM SEC APA-6H

TAT

WT SEC TAT

WT

Fig. 15. Expresion y secrecion de APA-6H (WT), APASEC y APA™T en las cepas de S.
lividans 1326 y Apmt. A) Electroforesis en gel desnaturalizante-SDS poliacrilamida (10%) de

proteinas extraidas del sobrenadante. Tincién con azul de coomassie. B) Western Blot con
anticuerpo Anti-His C) Western Blot con anticuerpo 6A3 (Anti-APA). D) Deteccidn de las
proteinas glicosiladas con concanavalina A (ConA). APA6-H= proteina APA purificada
mediante FPLC. Se indujo la expresion de APA-6H en medio liquido con tioestreptdon a las 14
hrs y las proteinas se precipitaron a las 36 hrs.
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AtatAC* AtatAC*

WT  SEC TAT

M145 AtatAC

AtatAC*

Fig. 16. Expresion y secrecion de APA-6H (WT), APASEC y APA™T en las cepas de S.
coelicolor M145 e IB78 (AtatAC). A) Electroforesis en gel desnaturalizante-SDS
poliacrilamida (10%) de proteinas extraidas del sobrenadante. Tincidn con azul de coomassie.
B) Western Blot con anticuerpo Anti-His C) Western Blot con anticuerpo 6A3 (Anti-APA).
D) Deteccion de las proteinas glicosiladas con concanavalina A (ConA). APA6-H= proteina
APA purificada mediante FPLC. *Proteinas obtenidas del extracto total del cultivo de la cepa
IB78. Se indujo la expresion de APA-6H en medio liquido con tioestrepton a las 14 hrs y las
proteinas se precipitaron a las 36 hrs.

Glicosilacion de APA

Como se observo en las pruebas de deteccion con el anticuerpo 6A3, la proteina APA de las
construcciones APASEC y APATAT fue secretada de forma distinta. Dado que estudios previos
han demostrado la importancia de la glicosilacion de esta proteina para que active la respuesta
inmune, era de particular interés determinar si las diferencias en la forma de secrecién
alteraban la capacidad de la maquinaria molecular de los estreptomicetos para glicosilar esta
proteina.
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Para ello se hizo uso de concanavalina A (ConA), una lectina que se enlaza de manera
especifica a los carbohidratos, unida a peroxidasa para detectar la glicosilacion de las

proteinas del sobrenadante.

Antes de realizar los ensayos de Western Blot con ConA, se purifico la proteina APA a partir
de la cepa S. lividans 1326 + APAGH, para tener un control positivo y evitar confundir la
sefial de otras proteinas glicosiladas por las cepas con la de la proteina APA. La purificacion
se realiz6 mediante FPLC empleando una columna de afinidad a Ni (Fig. 17).

La proteina purificada se corrio junto con las muestras para realizar los ensayos de deteccion
con ConA. Estos ensayos mostraron que las tres construcciones, APAGH, APA™AT y APASEC
expresan una proteina que es glicosilada por la maquinara de glicosilacion de Streptomyces
(Fig. 15d; Fig. 16d); pues se observd la glicosilacion de APA en las cepas silvestres S.
lividans 1326 y S. coelicolor M145. Cabe mencionar que en la cepa IB78, donde la proteina
APA es seretada por la via Sec, la glicocilacion se detecta de manera reducida. En cambio,
como se esperaba, no se detecto a la proteina APA glicosilada en la cepa S. lividans Apmt, lo

cual nos sirvié como control negativo.

"
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Fig. 17. Punﬂcamon de proteina APA6H Curva de absorbancia a 280 nm durante la
elucion de la proteina APA mediante una columna de afinidad de Ni-NTA). Gradiente de
concentracion de imidazol (100% corresponde a una concentracion de 250 mM) (verde). El
pico en la absorbancia (fracciones 10 -12) corresponde a la elucién de la proteina APA.
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Discusion

La proteina APA es un antigeno inmunodominante que presenta caracteristicas que la
distinguen frente a la mayoria de glicoproteinas de M. tuberculosis, siendo el principal factor
el hecho de secretarse directamente al medio, en lugar de permanecer anclada a la membrana
como la mayoria de las glicoproteinas de este organismo, que son glicolipoproteinas.
Asimismo, el péptido sefial de APA posee caracteristicas que dificultan la identificacion
bioinformatica respecto al tipo de secrecion por el cual se transloca. Cabe resaltar que a aun
cuando el péptido sefial de APA presenta las dos argininas consecutivas caracteristicas de los
sustratos Tat, el resto del motivo no esta conservado; aunado a esto se han encontrado
proteinas cuyo péptido sefial posee las dos argininas consecutivas, mas no son secretadas via
Tat (Pantelis et al., 2012). Adicionalmente se ha descrito que la proteina APA expresada en
E. coli es secretada por el sistema Tat, mientras que se asume que en general las proteinas

glicosiladas de micobacterias son secretadas por el sistema Sec.

En este trabajo se usaron los servidores SignalP 5.0, PRED-TAT y TatP 1.0, para analizar el
péptido sefial de APA. La prediccion en el caso de SignalP 5.0 y PRED-TAT fue ambigua; ya
que en ambos casos la identidad como un péptido sefial Sec fue menor al 60%. Por otra parte,
el servidor TatP 1.0 reconocio al péptido sefial de APA como un posible sustrato para la
secrecion Tat, sin embargo indico la ausencia de un motivo Tat consenso. Estos resultados
concuerdan con los reportado previamente en donde de igual forma, la prediccion no ha
arrojado resultados concluyentes (Kapopoulou A., et al., 2011; Aguilar, 2015). Por otro lado,
los programas fueron capaces de indicar con exactitud el sitio de corte del péptido sefial
respecto a lo reportado en la literatura. Esto nos indica que aun cuando los programas de
prediccién son de gran utilidad, también es notable que en algunos casos se ven limitados,
particularmente en casos de proteinas con caracteristicas atipicas respecto al de la mayoria de

otras proteinas secretadas por el organismo en cuestion.

Debido a la ambigiedad de la secuencia del péptido sefial de APA, decidimos disefiar
variantes de éste en donde se favorecieran las caracteristicas consenso de los sustratos de tipo
Sec o Tat. Estas dos variantes del péptido sefial podrian servir para realizar una comparacion
respecto al comportamiento de la proteina APA silvestre, y asi determinar cudl es el sistema a

través del cual es secretada.
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Para el caso de Sec, se sustituyo una de las argininas del motivo por un aminoacido apolar,
prolina (R11P). Cabe mencionar que a pesar de que hay ejemplos de sustratos Tat naturales
que carecen de las dos argininas consecutivas, estos son del tipo R-N-R, es decir con un
aminoacido en medio de las dos argininas; o del tipo R-K donde la segunda arginina es
remplazada por lisina, un aminoécido con carga positiva al igual que la arginina (Lee et al.,
2006). Es por esto que se supuso que la sustitucion de la arginina por un aminoécido apolar
como la prolina podria abatir la identidad de este péptido sefial como un sustrato Tat. Al
analizar este péptido sefial modificado (Sec), el puntaje de Tat fue abatido y los servidores
proporcionaron puntajes altos para Sec: puntaje de certeza en SignalP 5.0 de 84.68% para Sec
y puntaje de fiabilidad en PRED-TAT de 0.992 para Sec.

Para favorecer el reconocimiento del péptido sefial por el sistema Tat, se realizaron las
siguientes sustituciones: G13F, R14L. Estos cambios se efectuaron para restablecer el motivo
consenso de TAT tipico, (S/T)-R-R-x-F-L-K (Berks et al. 1996), con el menor nimero de
cambios posibles. De forma anéaloga, el andlisis del péptido sefial modificado (Tat),
proporciond valores mas elevados para Tat: puntaje de certeza en SignalP 5.0 de 93.38% para
Tat y puntaje de fiabilidad en PRED-TAT de 0.997 para Tat.

Este trabajo se plante6 como objetivo la demostracion experimental del tipo de secrecion por
el que es secretada la proteina APA nativa, por lo que fue fundamental la expresion en una
cepa incapaz de secretar por el sistema de secrecion Tat, como el es la cepa mutante S.
coelicolor IB78. Mientras que para valorar la glicosilacion de las versiones mutantes, por lo
cual, se detect6 la presencia de las proteinas en el sobrenadante utilizando anticuerpos y

también ConA.

Para facilitar la deteccién de la proteina inicialmente se plante6 la incorporacién de una
etiqueta de seis histidinas en el extremo carboxilo y asi poder detectar la proteina con un
anticuerpo anti histidinas (Anti-His) o para permitir su purificacién mediante una columna de

afinidad a niquel.

Sin embargo, los experimentos de deteccion mediante Anti-His no dieron los resultados
esperados, puesto que Unicamente se detectd la etiqueta correctamente en las tres variantes
(APABH, APAT™T y APASE®) cuando eran expresadas en la cepa silvestre de S. lividans 1326,
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y no asi en la cepa S. lividans Apmt. En el caso de la cepa IB78 de S. coelicolor no se
detectaron las variantes APA6H y APA™T en el sobrenadante, mientras que si se detectaron
en la cepa silvestre M145, lo que podria ser tomado como evidencia de que la proteina APA
silvestre es secretada a través del sistema Tat. Sin embargo, la falta de deteccion de la
variante APA en la cepa silvestre M145 no permiti6 llegar a esta conclusion. La presencia
de formas degradadas de la proteina, y el hecho de que en la cepa Apmt no se detectara la
etiqueta en ningln caso parecia ser consistente mas bien con la idea de que la etiqueta de 6H
estuviera siendo removida por proteolisis, evitando asi la deteccion de las proteinas. Estas
observaciones son consistentes con el hecho de que las proteinas glicosiladas parecen ser mas
resistentes a protedlisis (Szymanski & Wren, 2005) y que S. coelicolor es méas proteolitico
que S. lividans (Anné et al., 2014), asi como con la observacién de Horn et al. (1999) de que
en M. tuberculosis existe en ocasiones un corte proteolitico del extremo C-terminal entre los
residuos P275y T276 de APA.

Por lo anterior se decidi0 realizar la deteccién de las proteinas mediante el uso del anticuerpo
monoclonal (6A3) que detecta un epitopo propio de la proteina APA. Mediante el uso de este
anticuerpo fue posible detectar todas las variantes de la proteina en todas las cepas. La
presencia de bandas en ambas cepas silvestres como en la mutante Apmt nos permitié
confirmar que las tres variantes del péptido sefial producen proteinas capaces de expresarse y
secretarse. Respecto a la determinacion del tipo de secrecion en cada una de las variantes fue
necesario observar los resultados en la cepa IB78, en los cuales se observo el mismo
comportamiento que al detectar con Anti-His. Es decir, no se detect6 la presencia ni de la
proteina silvestre ni de la variante APA™' mientras que APASC si se secretd al
sobrenadante. De esto podemos inferir que tanto APAG6H (silvestre) como APA™T son

secretadas por el sistema Tat, mientras que APASEC

es secretada por el sistema Sec. Lo
anterior no solamente confirma el disefio correcto de las variantes APA™T y APASEC para
diferenciar la secrecion a través de ambos sistemas, sino la observacion de que la proteina
APA silvestre es secretada en Streptomyces, al igual que en E. coli (Marrichi et al., 2008), por
el sistema Tat. Por lo tanto, esta infomacion sumada a la similitud que exite entre los sitemas
de secrecion de los actinomicetos (Keenan, 2016), es altamente probable que en M.
tuberculosis también sea secretada por dicho sistema, aunque esto no ha sido determinado

experimentalmente.
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Una observacion interesante es que se dectecto una sefial débil de APAG6H en el sobrenadante
de la cepa que no tiene el sistema Tat habilitado (IB78). La intensidad de la sefial es apenas
apreciable (Fig 6. D), esto contrasta con lo detectado para APAG6H en la cepa silvestre o

ASEC en la mutante IB78, donde la sefial es evidente. Esta

respecto a la variante AP
observacion podria deberse a la utilizacién de un vector de expresion multicopia (plJ6021),
que da lugar a una sobreproduccion de las proteinas. Es probable que en estas condiciones de
sobreexpresion el peptido sefial de APA silvestre pudiera ser reconocido por la via Sec y ser
secretado con baja eficiencia, en la cepa IB78. Este fendmeno también fue observado por

Aguilar (2015), quien lo report6 como una secrecion anémala.

APA™T que posee un motivo Tat mas conservado respecto a la proteina nativa, no fue
secretada por un sistema que no fuese Tat, aun en condiciones de sobreexpresion. Esta

ATAT estd mas

observacion refuerza el hecho de que el motivo consenso Tat, en AP
conservado respecto al péptido sefial silvestre. Se almaceno el extracto celular de la cepa
IB78, pensando que podria detectarse la presencia de la proteina que se expresé mas no fue
secretada y se acumulé en el citoplasma. Sin embargo, la proteina no se observo, lo cual
puede deberse a que la proteina intracelular fue degradada rapidamente. La ausencia de APA

en el extracto celular también fue repotada por Aguilar (2015).

Por otro lado, dada la importancia de la manosilacion de APA para su papel antigéenico (Horn
C., et al. 1999; Mehaffy, C. e. al., 2019) se decidi6 determinar el estado de la glicosilacion de
las variantes de la proteina APA expresadas en las diferentes cepas mediante la deteccion con
la lectina ConA. Estos ensayos mostraron que las tres variantes fueron glicosiladas, pues
fueron detectadas por la lectina en los sobrenadantes de las cepas silvestres, pero no en los
sobrenadantes de la cepa Apmt, la cual es incapaz de glicosilar proteinas. Cabe mencionar que

en la cepa IB78 se corrobor6 lo observado en los ensayos con Anti-His y 6A3.

Los resultados obtenidos con ConA son importantes, puesto que demuestran que la proteina
APA secretada a través del sistema Tat es reconocida por la Pmt y glicosilada. Esto implica
que la enzima Pmt es probablemente capaz de interactuar con el translocén Tat para la
glicosilacién de proteinas secretadas en forma posttraduccional, ademas de interactuar con el
translocén Sec para la glicosilacion de proteinas en forma cotraduccional, como se describio

inicialmente (Vanderven et al., 2005).
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En resumen, los experimentos realizados en este trabajo demuestran que la proteina APA de
M. tuberculosis, al expresarse en Streptomyces, es secretada a través del sistema de secrecion
Tat, lo que concuerda con lo reportado para E. coli (Marrichi, 2008) y con las observaciones
de Aguilar (2015). Ademés, las mutantes del péptido sefial APA™Ty APASEC favorecieron la
secrecion por los sistemas Tat y Sec, respectivamente. Se demostro que tanto la proteina con
el péptido sefal silvestre como las mutantes fueron glicosiladas. Es decir, que la glicosilacion
de la proteina APA es independiente del sistema secretor. Esto concuerda con lo reportado
por Aguilar (2015), quien demostro la glicosilacion de una mutante de APA cuyo péptido
sefial fue remplazado por el de un sustrato Sec. Por otro lado, confirma que en Streptomyces
no es necesaria la secrecion por el sistema Sec para que la glicosilacion pueda llevarse a cabo,
como también especulé Kenan, 2016.

En la figura 18 se presenta un modelo de la secrecion y glicosilacion de APA de M.
tuberculosis, asi como las mutantes APA™T y APASEC disefiadas en este trabajo, en
Streptomyces. APA WT y APA™T poseen péptido sefial que son reconocidos por el sistema
de secrecion Tat, por lo que el plegamiento de la proteina es efectuado de manera intracelular,
para posteriormente ser translocada por el poro formado por unidades de TatA. Por el otro el
péptido sefial de APASE® es reconocido por el sistema Sec, por lo que | proteina en su
estructura primaria se direcciona hacia el canal SecYEG para su translocaciéon y
posteriormente su plegamiento. En ambos casos, la glicosilacion de APA es mediada por la

enzima Pmt.

Dada la evidencia presentada en este trabajo podriamos especular que asi como los dominios
maduros de las proteinas que se secretan tienen sus propias sefiales para su dirigir su
translocacion (Chatzi & Sardis, 2017) y pueden presentar propiedades de plegamiento
variables que afectan su orientacién (Tsirigotaki et al., 2018), la proteina APA puede tener
una sefial interna que dirija a la proteina directamente a la maquinaria de glicosilacion,
ademas de la sefial presente en su péptido sefial como observd Aguilar (2015). Otra posible
explicacion seria ampliar el modelo de VanderVen et al. (2005) y realizar estudios que
demuestren una relacion entre la maquinaria de glicosilacion y las proteinas de los sistemas

de secrecion Sec y Tat.
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Figura 18. Modelo de la secrecion de APA por via Tat o por via Sec, en Streptomyces.
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Conclusiones

Se comprobd que, en Streptomyces, el péptido sefial de la proteina APA silvestre es
reconocido por el sistema de secrecién Tat. Lo cual implica que su péptido sefial puede ser

usado para dirigir la secrecion de otras proteinas hacia este sistema.

Se crearon dos mutantes de la proteina APA con cambios en el péptido sefial. La primera,
APA™T fue secretada de la misma forma que la proteina silvestre, por el sistema Tat. La
segunda, APAC, cambié la via de secrecién de APA, pues esta proteina mutante fue

secretada por el sistema Sec.

Por otro lado, los ensayos con ConA permitieron concluir que en Streptomyces la
glicosilacién no esta exclusivamente ligada a la secrecion via Sec, ya que APA fue glicosilada
independientemente de su secrecidn por la via Sec o por la via Tat. Esto nos haria especular si
los componentes celulares que glicosilan las proteinas en Streptomyces se encuentran
asociados no solo a las proteinas de la maquinaria sino también a la maquinaria del sistema
Tat; o si estos componentes se reclutan debido a alguna sefial en el motivo de secrecion o en

el interior de la proteina.

79



Perspectivas

Si bien en este trabajo se demostrd que la glicosilacion de APA se realiza independientemente
de la maquinaria de secrecion que la hubiese reconocido, ain seria necesario estudiar si hay
cambios en cuanto a las posiciones de glicosilacion y de la misma forma evaluar si en ambos
casos la proteina induce una respuesta inmune in vivo. Para ello seria necesario realizar un

analisis de espectrometria de masas de APAEC y APATAT

y compararlas con la APA silvestre
para develar si el patrén de glicosilacion cambia o por el contrario es independiente del tipo

de secrecion.

Seria pertinente, corroborar que el sitio de corte de la peptidasa es el esperado y concuerda en
el caso de APA™T con el sitio de corte de APA silvestre.

Se trabajo con el vector de expresion multicopia plJ6021, por lo cual la proteina se
sobreexpreso en todos los ensayos realizados. Es por eso que seria relevante verificar si la
expresion de esta proteina con un vector integrativo muestra el mismo comportamiento y de
esta manera corroborar si el péptido sefial de APA es secretado por un sistema adicional al

Tat cuando su expresion sea basal.

En caso de que el patron de glicosilacion sea diferente entre la proteina secretada por Sec o
por Tat, seria favorable realizar pruebas seroldgicas (ELISA) con las mutantes de APA, en
muestras de animales o pacientes que padezcan tuberculosis, para evaluar su capacidad de ser
reconocidas y desencadenar una respuesta del sistema inmune; y si esta respuesta es

equiparable o mayor a la reportada por la proteina nativa.

En caso de que APA, ya sea secretada por Tat o por Sec, induzca la respuesta inmune, seria
beneficioso realizar experimentos que evallen el rendimiento de secrecidn de esta proteina,
para determinar cual version de la proteina aumentar la cantidad de APA que se pueda
expresar, secretar y purificar mediante su expresion heterdloga en Streptomyces y poder

producir esta proteina en mayores cantidades.
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Anexos
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Anexo 1. Analisis del péptido sefial de APA de M. tuberculosis en SignalP 5.0.
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APA WT

ATGCATCAGGTGGACCCCAACTTGACACGTCGCAAGGGACGATTGGCGGCACTGGCTATC

APASEC

70 80 90 100 110 120
ATGCATCAGGTGGACCCCAACTTG ACACG%C%CAAGGG ACGATTGGCGGCACTGGCTATC

|

APATAT
70 80 90 100 110 120
ATGCATCAGGTGG ACCCCAACTTG ACACGTCGCAAGi ICCTG TTGGCGGCACTGGCTATC

NN )

'“w» i Moo DAL

Anex6d2. I'\;es:iilfaaoé de la secuenciacion d'e’APA bufifibada en E. coli
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APAWT

40 50 60
ATGCATCAGGTG G ACCCCAACTTG ACACGTCGCAAGG GACGATTGGCGGCACTGGCTATC
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APASEC
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40 50
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CCAAGGG ACGATTG GCGGCACTGGCTATC

I
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AP ATAT
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30 40 50 60 70 80
ATGCATCAGGTGGACCCCAACTTG ACACGTCGCAAGTTCCTGTTGGCGGCACTGGCTATC

Anexo 3. Resultados de la secuenciacion de APA purificada en Streptomyces
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Anexo 4. Ensayo de infeccion por el fago KC519 A) S.lividans 1326 B) S.lividans Apmt C)
S.lividans Apmt + APA-6H D) S.lividans Apmt + APA®EC E) S.lividans Apmt + APA™T. Las
esporas se cultivaron en medio DNA (Difco™ Nutrient Agar).
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Anexo 5. Protocolos

Minipreps de DNA plasmidico para E. coli (Para midipres se escala el proceso
aumentando el volumen 50 veces).

1.- Tomar con un palillo una colonia aisladade E. coli e inocular 0.4 ml de medio YT2X en un
tubo de ensyo. Incubar durante 2 horas a 37°C con agitacion constante.

2.- Inocular 20 mL de medio YT2X en un matrdz con 0.1 mL del un precultivo e incubar
durante toda la noche a 37°C con agitacion constante.

3.- Centrifugar a 6,000 rpm durante 10 minutos a 4°C.

5.- Resuspender el paquete de células en 200ul de TE 25mM.

6.- Afiadir 400 pl de una solucion fresca de NaOH 0.2 N, SDS 1%. Mezclar por inversion
vigorosa los tubos, hasta que el contenido se vea transparente, homogéneo y muy Vviscoso.

7.- Anadir 300 pl de acetato de potasio 3 M, pH=4.8, mezclar por inversion hasta que se
pierda la viscosidad y se vea un precipitado blanco. Incubar 15 minutos en hielo.

8.- Centrifugar a 13,000 rpm durante 10 minutos y pasar la fase acuosa a un tubo nuevo.

9.- Afadir al tubo 400 pul de fenol/cloroformo, agitar 30 segundos en vortex y centrifugar 2
minutos a 14,000 rpm en la microcentrifuga.

10.- Pasar la fase acuosa a otro tubo y afiadir un volumen de isopropanol. Dejar precipitando
5 minutos a temperatura ambiente.

11.- Centrifugar 10 minutos 14,000 rpm en la microcentrifuga. Retirar todo el sobrenadante,
dando un pulso en la microcentrifuga para eliminar el sobrenadante restante.

12.- Resuspender el pellet en 50ul de TE 10mM

13.- Afadir 150ul de acetato de sodio 4M, pH=6. Mezclar bien e incubar una hora a -20°C.
14.- Centrifugar 10 minutos a 14,000 rpm en la microcentrifuga. Pasar el sobrenadante a un
tubo limpio y afadir 200ul de isopropanol, mezclar muy bien y precipitar 10 minutos en
hielo.

15.- Centrifugar 10 minutos a 14,000 rpm en la microcentrifuga. Eliminar todo el
sobrenadante. 16.- Resuspender en 45ul de TE, mezclar bien, dar un pulso en la microfuga y
afiadir Sul de acetato de sodio 3M pH=6 y 125ul de etanol frio. Precipitar 10 minutos en
hielo.

17.- Centrifugar 10 minutos a 14,000 rpm en la microcentrifuga. Eliminar todo el
sobrenadante. 18.- Secar el botdn y resuspenderlo en 20-25ul de TE 10mM.
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Minipreps de DNA plasmidico para Streptomyces

1.- Tomar con un palillo una colonia aisladade E. coli e inocular 0.4 ml de medio YT2X en un
tubo de ensyo. Incubar durante 2 horas a 37°C con agitacion constante.

2.- Inocular 20 mL de medio YT2X en un matrdz con 0.1 mL del un precultivo e incubar
durante toda la noche a 37°C con agitacion constante.

3.- Centrifugar a 6,000 rpm durante 10 minutos a 4°C.

4.- Resuspender el paquete de células en 200ul de TE 25mM.

5.- Resuspender ¢l el micelio en 200ul de TE 25mM adicionado con lisozima (2 mg/ml).

6.- Incubar con la lisozima aproximadamente 1 hora a 37°C, o hasta que el micelio este
visiblemente lisado (trasllcido y viscoso).

7.- Anadir 400 pl de una solucion fresca de NaOH 0.2 N, SDS 1%. Mezclar de manera
invertida en vortex durante varios segundos, hasta que no se vea rastro de micelio Incubar 10
minutos en hielo.

8.- Sequir el procediento como se indica, a partir del paso “7.” del protocolo para minipreps

de DNA plasmidico para E. coli (ver arriba).

Purificacion de fragmentos de DNA de geles de agarosa de bajo punto de fusion (LMP)
1.- Someter muestras a electroforesis en un gel de agarosa LMP, a a concentracién adecuada
para el tamarfio del fragmento a purificar.

2.-Tefiir con Bromuro de etidio 1 pg/ml por 10 min. Iluminar el gel con luz UV de onda larga
y cortar las bandas deseadas.

3.- Fundir la rebanada de agarosa que contiene el DNA en un tubo Eppendorf a 65°C durante
10 minutos.

4.- Afadir 1/10 del volumen de NaCl 5M, mezclar y dejar otros 5 min a 65°C.

5.- Saturar fenol con NaCl de la siguiente forma (mezclar 100ul de NaCl 5M, 400ul de agua
y 500ul de fenol). Centrifugar 1 min a 13000 rpm, luego retirar la fase acuosa y mantener a
37°C.

6.- Mantener la agarosa fundida a 37°C, posteriormente afiadir al tubo 2/3 de volumen del
fenol saturado e inmediatamente agitar en vortex durante 30 segundos. Centrifugar 5 min en
la microcentrifuga a 14,000 rpm vy transferir la fase acuosa a un tubo limpio.

7.- Anadir al fenol 45 el de TE 10 ml o agua y 5ul de NaCl 5M y agitar en vortex, centrifugar

por 2 min y mezclar la fase acuosa con la anterior.
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8.- Agregar 1 vol. de fenol/cloroformo a la fase acuosa, agitar 15 s. en vortex y centrifugar
por 2 min.

8.- Transferir la fase acuosa a un tubo limpio. Agregar 1 vol. de cloroformo a la fase acuosa,
agitar 15 s. en vartex y centrifugar por 2 min.

9.- Transferir a un tubo limpio la fase acuosa y afiadir 1 vol. de isopropanol. Para aumentar la
cantidad de DNA recuperado afiadir 10 ug de glicogeno. Mantener a -20°C al menos dos
horas. 10.- Centrifugar todo el DNA durante 10 min. a 14,000 rpm en la microcentrifuga,
aseguréndose de eliminar todo el alcohol con una micropipeta.

11.- Secar el pellet y resuspenderlo en un volumen adecuado de TE 10 mM.

Transformacion de E. coli por electroporacion

1.- Inocular 20 mL de medio YT2X con 0.1 ml de un precultivo de células de E. coli, incubar
a 37°C con agitacion constante hasta llegar a una densidad dptica de 0.6 a 600 nm
(aproximadamente de 3hrs).

2.- Centrifugar a 5,000 rpm durante 10 minutos a 4°C.

3.- Decantar el sobrenadante, resuspender el pellet en 20 ml de agua esteril (provocando
choque osmotico) y centrifugar a 6000 rpm durante 10 minutos a 4°C.

4.- Repetir 2 veces el paso anterior.

5.- Eliminar el sobrenadante, dejando aproximadamente 150ul para resuspender suavemente
el botdn.

6.- Tomar 50ul del boton resuspendido y agregar 1ul de DNA plasmidico (5pl si es una
ligacién), mezclar, colocarlo en una celda de electroporacion Bio-Rad® y mantenerlo en
hielo.

7.- Dar un pulso de 1.6kV en el electroporador.

8.- Pasar las células a 1 ml de medio YT2X e incubar a 37°C por una hora.

9.- Transferir a un tubo Eppendorf y centrifugar a 6,000 rpm durante 10 minutos.
Resuspender el pellet en medio YT2X y realizar las diluciones correspondientes.

10.- Inocular 0.1 ml de cada dilucién en cajas con medio LB adicionado con el antibi6tico
correspondiente e incubar a 37°C durante toda la noche.

11.- Tomar una colonia aislada con ayuda de un palillo y resuspenderla en 3 ml de medio
YT2X. Posteriormente reinocular en un cultivo de 100 mL de medio YT2X adicionado con

el antibidtico correspondiente e incubar a 37°C durante 12h en agitacion constante.

Transformacion de Streptomyces por fusidn de protoplastos

87



1.- Suplementar 25 ml de medio YEME con 125 ul de MgCI2 1 Mi 1.25 ml de glicina al 10%.
* Disolver el equivalente al 25% sacarosa en el para el caso de las cepas silvestres. Disolver
el equivalente al 12% sacarosa en el para el caso de las cepas mutantes.

3.- Pasar el cultivo a un tubo de centrifuga y enjuagar el matraz con 10ml de sacarosa al
10.3%, agregandolo también al tubo. Mezclar y centrifugar a 3,500 rpm, 10 minutos a
temperatura ambiente.

4.- Resuspender el botdén en 20 ml de sacarosa 10.3% Yy centrifugar a 3,500 rpm durante 10
min a 27°C. Repetir 2 veces y almacenar el boton de micelio a -20°C.

5.- Pesar 7.5mg de lisozima y agregar 5 mL de Buffer P, disolver y filtrar a través de un filtro
Millipore de 0.45 pm de poro.

6.-Descongelar el micelio y agregar la solucién de lisozima en. Mezclar suavemente e incubar
a 30°C durante 1 hora aproxiadamente, mezclar por inversion cada 15 min. Tomar muestras
del micelio cada 15 min para observar al microscopio y asegurarse que los protoplastos estén
bien formados.

7.- Filtrar los protoplastos a través de un filtro para esporas de algodon estéril. Afadir al
filtro 5 ml de Buffer P para lavar. Pasar el filtrado a un tubo con rosca y centrifugar a 3,500
rpm, por 10 min a 27°C.

8.- Eliminar el sobrenadante y resuspender suavemente el boton en el remanente de Buffer P.
9.-Agregar 3 pl de plasmido purificado (dependiendo de la concentracion de plasmido).
Inmediatamente agregar 0.6 ml de polietilenglicol (PEG1450) al 25% en Buffer P con ayuda
de una pipeta Pasteur y mezclar subiendo y bajando los protoplastos de la pipeta dos o tres
veces. Agregar 5 ml de Buffer P y centrifugar a 3,500 rpm durante 10 min.

10.- Eliminar el sobrenadante y resuspender en 0.3 ml de Buffer P.

11.- Hacer diluciones y poner en cajas de medio R2YE, 100 pl de cada dilucion.
Posteriormente agregar en cada caja 2.5 ml de agar suave hipertonico, procurando que ésta
cubra toda la superficie. Incubar a 30°C durante 15-20 h.

12.-Después de pasado el tiempo, agregar antibiotico (variable dependiendo del plasmido) y
dejar incubando a 30°C durante 1 semana o hasta que esporulen las colonias.
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