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RESUMEN

La protcina PstS-1 codificada por el gen psiS-1, es uno de los antigenos inmunodominantes de
Mycobucterium tubercufosis mas relevante en cuanto a su aplicacién potencial para el inmunodiagndstico
¢ inmunoprofilaxis de la wberculosis. La PstS-1 tiene 30 porciento de identidad con la protcina PstS de
Escherichia coli. En el genoma de M. tubercndosis fueron identificados varios genes analogos al operén
pst (phosphate specific transport) de E. cofi {pstS/psiClpsiA/pxtB/phald), los cuales probablemente
conforman ¢l operon pst de M. tubercidosis (pstBipsiS-1ipstC-1psiA).

El objetivo principal del presente trabajo fuc el de iniciar ¢l estudio de los mecanismos mediante
los cuales AL ruberculosis cs capaz de sobrevivir en condiciones limitantes de fosfato y establecer la
posible participacion de las proteinas involucradas en la relacion huésped-bacleria. Puesto que el gen
pstS-1 fue detectado anicamente cn M. bovis y M. ruberculosis, se eligieron M. smegmaiis y M. vaccae,
micobacterias no patdgenas y de rapide crecimiento como huéspedes alternativos para estudiar los genes
involucrados en el metabolismo y regulacion de fosfato de M. rberculosis. Se establecié que ambas
bacterias regulan la captacion de fosfato ya que la actividad de la fosfatasa alcalina fue detectada
linicamente en limitacion de fosfato.

A partir de una genoteca de M. fubercuidosis  que construimos en el cosmido pYUB328, se
obtuvo el probable operén ps/, Se construyeron fusiones traduccionales de diferentes regiones del operdn
con el gen reportero facZ de E. coli. A través de |a cuantificacion de la actividad de |a beta-galactosidasa
en M. smegmartis ransformadas con las diferentes fusiones traduccionales, se mosiré que las proteinas
PstB. PstS-1, PsiC-1, PstA  incrementan su expresidon en escasez de fosfato v la disminuyen
considerablemente en alto fosfato. Asi mismo se establecié que Ia expresion de estos genes fue dirigida
por dos probables regiones promotoras, una arriba del codén de inicio del gen psiB v la otra arriba del
gen pstS-/. Por otra parte, se determing que la proteina recombinante PstS-1 es muy similar a la proteina
naliva en cuanto a su antigenicidad y propiedades bioguimicas como glicosilacion y secrecién.

Los resultados obtenidos en este trabajo abren perspectivas imporianies cn el uso de
micobacterias saprofitas para ¢l estudio de la regulacion de 1os sistemas genéticos potencialmente

importantes ¢n la interaccion de ta relacion huésped-bacteria.



SUMMARY

The PstS-1 protein coded by the pstS-1 gene is onc of the most immunodominant  antigens of
Myvcobacterium tubercidosis with a very high relevancy in immunoprophifaxis and immunodiagnosis of
tuberculosis. The PstS-1 showed 30 percent of identity with Pst§ protein of Escherichia coli. 1o the AL,
tuberculosis genome different analogues genes to the £ coefi pst (phosphate specific transport)  operon
(pstSipstChpsat/pxeB/pho ). have been tdentificd. These genes are organized in the putative pss operon of
M. tuberculosis (pstBipstS-1psiC-1ipsiA).

The main goal of this work was to begin the study of the mechanisms involved in the survival of
M tuberculosis in phosphate starvation conditions and in addition to establish the possible participation of
the involved proteins in the host-bacteria relationship. Since the pstS-1 gene was only detected in M. bovis
and M. ruberculoxis. M. smegmatis and M. vaceae, the fast growth and non-pathogenic mycobacteria, they
were chosen as a polential surrogates host to study the M. ruberculosis genes involved in metabolisnt and
phosphate regulation because, the alkaline phosphatase activity was only detected in bacteria grew in
phosphate starvation conditions,

A genomic library of M. tubercufosis was made in pYUB328 cosmid. The psr was cloned and
different translational fusion of the operon regions were carried out with the E. coli structoral lecZ
reporter gene. The beta-galactosidase activity in transformed M. smegmaris showed that the PstB, PstS-1,
PstC-1, PsiA proteins increased their expression in phosphate starvation. It was also defined that the
expression of the pst genes are probably driving by two promoter regions one upstrezam of the stari codon
of the psr8 gene and the other upstream of the pstS-7 gen. In the other hand, it was determined that the
recombinant PstS-1 was very similar to the native protein in both antigenic and biochemical properties. As
native protein the recombinant was glycosilated and secreted to the culture medium and it was recognized
by tuberculosis patieat’s sera,

Taken together these results, they open possibilities to study the regulation and expression of M.

ruherenfosis genes in non-pathogenic mycobacteria.
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[.- INTRODUCCION.

Las enfermedades infecciosas continlan siendo un problema de salud a nivel
mundial. principalmente en los paises subdesarrollados v recientemente en los paises
ccondmicamente estables. Algunos de los factores que repercuten en el incremento de
estas enfermedades son: las migraciones de poblacidn. hacinamiento, condiciones de vida
deficientes de ciertos grupos de la sociedad. desnutricion, programas sanitarivs mal
planeados y ejecutados, el uso indiscriminado de antibidticos v por o tanto, la aparicién
de nuevas cepas resistentes.

Una de las enfermedades con mayor indice de morbilidad y montalidad en el
mundo relacionada con los problemas anteriores es la tuberculosis, causada por el bacilo
acido-alcohol resistente. Mycohacterium tuberculosis, que fue una de las primeras
bacterias identificadas como agente etiolégico de una enfermedad. A pesar de ésto y de
contar con una vacuna y una quimioprofilaxis adecuada para tratar la enfermedad, se ha
reportade por estudios realizados en 212 paises que el 32% del total de la poblacion estd
infectada con Mycobacterium tuberculosis y que el 23% de esta poblacion mucre a
consecuencia de la tuberculosis. En 1999 se reportaron 8.4 millones de nuevos casos a
nivel mundial y se estiman 10.2 millones para el afio 2005 (Dye ef af., 1999; WHO
reporte del 2001). Los resultados de la vacunacién a nivel mundial no han sido
reproducibles, la eficacia de la vacunacién ha variado desde un 90% en Gran Bretaiia,
hasta 0% de proteccion en la India (Bloom. 1994; Andersen P, 2001). El abandono y
descuido dec la profilaxis con drogas por los pacientes con tuberculosis, también ha
provocado el surgimiento de cepas multirresistentes a diferentes antibidticos. El
incremento de esta entermedad obedece ademas a que los pacientes con el virus de la
inmunodeficiencia adquirida son blancos para diferentes agentes infecciosos incluyendo
las micobacterias {Dye ef af., 1999; WHO reporte del 2001).

Basandose en estas observaciones, la Organizacidon Mundial de Salud establecio '

gue la caracterizacion funcional ¢ inmundlogica de fos compuestos micobacterianos es



una priortdad en el programa de control y erradicacion de la wberculosis. Esto con cl
objetivo de identificar antigenos o moléculas con un uso potencial para ¢l

inmunodiagnostico y genracion de nuevas vacunas (Harboe and Wiker, 1992).

L.- Patogénesis de M. ruberculosis.

La infeccion por M. tuberculosis se lleva a cabo principalmenie a través de las
vias respiratorias {por acrosoles), esta bacteria se aloja en los pulmones, siendo fagocitada
por los macréfagoes alveolares. La interaccion de M. ruberculosis con el sistema inmune
del huésped y su sobrevivencia dentro del macréfago son criticas para ¢l desarrollo de la
enfermedad o eliminacion de la bacteria. La sobrevivencia dependerd de la activacién o
represion de los sistemas genéticos de M twberculosis para inhibir la actividad

bactericida del macrofago (Silva er «f., 2001).

2.- Avances biotecnolégicos para el estudio de los microorganismos.

Los avances inmunélogicos han permitide la identificacion de antigenes de M.
tuberculosis que son objeto de evaluacion en la busqueda de nuevas técnicas de
inmunodiagndstico y control de esia enfermedad. Por otra parte, el desarrollo de nuevas
herramientas moleculares (transferencia génica, técnicas de mutagénesis, bancos
genomicos, amplificacion del 4cido desoxirribonucleico, ADN, por la reaccion en cadena
de la enzima DNA polimerasa, sccuenciacion del ADN) aplicadas al género
Mycobacterium, han permitido iniciar €] estudio de factores de virulencia y otros aspectos
de la patogenia de esta bacteria (Halfull y Jacobs, 2000).

En los altimos afos. las investigaciénes en el drea biomédica. bioteenologica e
informatica. también han contribuido al desarrollo de nuevas técnicas y establecimiento
de nuevas estrategias para estudiar a los microorganismos patogenos. Por cjemplo la
manipulacion del ADN recombinante v el desarrollo de la secuenciacién automatica a

gran escala, han permitido la secuenciacion completa del genoma de varias bacterias v

I}



avanzar cn la del genoma humano. Esto ha brindando la oportunidad de estudiar
especificamente y con una perspectiva global. la regulacion genética mediante otras
metodologias novedesas aplicadas a diferentes organisimos, como el analisis global dc
proteinas  a través de geles desnaturalizantes de poliacrilamida de doble dimensién
(preotome) {Van Bogelen er af., 1996; Antelmann et of.. 2000) y las micro-agrupaciones
genomicas en portaobjetos (microarrays). Esta Gltima metodelogia abre fa posibilidad de
identificar mediante la fijacion del ADN en portaohjctos v su posterior  hibridacién con
el dcido ribonucleico mensajero ARNm o ADN complementario (que son las moléculas
blanco obtenidas hajo las condiciones cspecificas en estudio). genes involucrados en
diferentes condiciones de estrés, o caracterizar vias metabdlicas esenciales para los
diferentes microorganismos, lo que posiblemente permitird generar nuevas drogas para
inhibir o bloguear vias esenciales para el crecimicnto de los microorganismos in vivo
{Schena er af., 1995, Schena ef al., 1996; Lipshutz ef af., 1995; de Saizieu er al., 1998;
DcRisi ¢t al., 1997, Lyons et al., 2000).

3.- Estudios realizados con la proteina PstS-1 de M. tuberculosis.

Entre los antigenos mas ampliamente estudiados de M ruberculosis esti una
proteina de 38 kDa, Esta proteina ha sido caracierizada independientemente por varios
grupos de investigacion, quienes la designaron con diferentes nombres, dependiendo del
sisterna que utilizaron para identificarla: antigeno 5 (por clectroforesis}; antigeno 78 (por
inmunoclectroforesis cruzada); proteina de 38 kDa (con anticuerpos monoclonales, TB71
y TB72); proteing antigénica b, Pab, (por la identificacidn y clasificacidn de los diferentes
bacteriofagos recombinantes aislados) (Daniel ef of.. 1979; Andersen ef al., 1988; Harboe
and Wiker, 1992). Actualmente se le ha renombrado como la proteina PstS-1 {Braibant et

al., 1996a).
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Otros grupos de  investigadores que también han aportado conacimientos
esenciales a nivel inmunélogico, bioquimico y molecular sobre el antigeno PstS-1 son los
siglientes:

A).- Andersen y Hansen, (1989). aisiaron. clonaron y secuenciaron el gen que codifica
para la proteina de 38 kDa, determinaron que contiene 374 aminodcidos, con un peso
molecular aproximado de 38.2 kDa. Se¢ observod que esta proteina ticne un  30% de
identidad con la proteina PstS o PiBP (Pst, Phosphate specific transport o PiBP,
Phosphate Inorganic Binding Protein) de £ coli, codificada por el gen pstS, la cual forma
parte dcl operdn pst. integrado por los siguientes genes: pstS-psid-pstC-pstB-phoU.

B).- Espitia er al., (1989a), observaron por ELISA que los sueros de pacientes con
tuberculosis pulmonar, reconocieron principalmente a la proteina de 38 kDa, a diferencia
de los sueros de los individuos sanos. Esto los llevé a sugerir que el antigeno de 38 kDa,
€5 un antigeno inmunodominante, asociado con la enfermedad.

C).- Espiia y Mancilla, (1989b), reportaron que la proteina de 38 kDa es uma
glicoproteina, debido a que se une especificamente a concanavalina A, se marca con
biotina-hidrazida y la digestion con alfa-manosidasa, ocasiona la reduccion de su peso
molecular, inhibiéndose la union de la concanavalina A.

D).- Andersen et al., {1990), observaron que la proteina Pab contienc una secuencia sefial
en su region amino terminal y demostraron que esta proteina es secretada; también
determinaron un incremente cn la expresion de esta proteina cuando crecieron a la
micobacteria en concentraciones bajas de fosfato,

E)-Young y Garbe, (1991). demostraron que la proteina de 38 kDa. es una lipoproteina y
determinaron que el péptido seiial de la proteina de 38 kDa es de 23 aminoacidos.

F)- Espitia er af., (1992), también obscrvaron un incremento en la expresion de la
proteina de 38 kDa al crecer M. ruberculosis en un medic minimo de fosfato. Esto se
determin® por Inmunoblot ¢ Inmunoclectromicroscopia con la utilizacidn de un suero

policlonal y un anticuerpo monoctonal (TB71) dirijidos contra la proteina de 38 kDa. Los



resultados demostraron también que la proteina ademas de ser  secretada. puede
localizarse en la superficie de la micobacteria.

G).- Singh et ai.. (1992). expresaron la proteina de 38 kDa de M. ruberculosis en E. coli
fusionando ¢t gen estructural de la proteina de 38 kDa con una region traduccional del
gen atpll de £ coli, bajo el control de dos promotores Py Py del bacieriofago A
colocados uno tras otro en ¢l plasmido pJLA603. La proteina recombinante, se
hiperexpresd cn £ coli formando cuerpos de inclusion.

H).- Chang er al., (1994} purificaron el antigeno de 38 kDa de M. tuberculosis y
realizaron estudios cinéticos dec la constante de disociacion por columnas, las cuales
tenian acopladas complejos de sulfato o fosfato. Observaron afinidad de esta proteina
para la columna con los complejos de fosfato, siendo 1a constante de disociacién similar
a la de la proteina PstS de £. coli, mas no asi para la columna de sulfatos.

1).- Vordermeter et ai.. (1993), evaluaron las propiedades inmunolégicas de la proteina de
38 kDa de M. tubercudosis conjugada con microparticulas biodegradables de poli DL-
lactido co-glicolido, observando que estas microparticulas biodegradables podrian aciuar
como un sistema de dosificacion, pero los resultados de la inmunoproteccion con la
proteina de 38 kDa no fucron satisfactorios.

I).- Braibant er af.. (1996a). atslaron y secuenciaron los fragmentos de ADN que
flanquean al gen pstS-/ de la genoteca de expresion de M. tuberculosis, construida en el
bacteriofago Agtll; identificaron , 5’arriba del gen psiS-/ un gen homélogo al psiB de £.
coli y 3’abajo a los genes pstC y pstd. Con estos estudios preliminares se sugirio que el
gen pseS-l de M. tubercnlosis es el segundo gen de un posible sistema ABC
transportador de fosfato, integrado en el siguiente orden, psiB. psitS-1, pstC y psid-2.

K).- Braibant er af., (1996b): Lefévre er af., (1997), identificaron y caracterizaron otros
dos genes que codifican para proteinas andlogas a PstS-1. Por su localizacion y
organizacion es probable que ambas genes sean transcritos ndependientemente en

diferentes operones. Estos genes se  localizan en direccion 37 al gen pstS-f. Por esia



razon, la proteina de 38 kDa fue renombrada como PstS-1. El gen que codifica para la
proteina designada PstS8-2 ¢s transcrito con olro gen que codifica para una ¢inasa de
serina/treonina (PknD)} y ¢l gen que codifica para la proteina PstS-3 también forma parte
de un operon, siendo probablemente psrS-3 el primer gen seguido por el gen pst€-2 v
después por el gen psid-1.

A pesar de que los trabajos anteriores demuestran que la proteina de 38 kDa de M.
{uberculosis es una proteina analoga a la proteina PstS de E. eoli, atn no esta definido si
Ia fincidn y la regulacion de la expresion de esta proteina es similar o diferente a la
proteina PsiS de E. coli.

De esta manera. ¢l estudio de la proteina de PstS-1 no solo es importante por su
uso potencial en el inmunodiagndstico de la tuberculosis, sino también en el
conocimicento de  los mecanismos de regulacién molecular que wiiliza M tuberculosis
para mctabolizar el fosfato. A mediano plazo. la mulagénesis de algunos de los genes
involucrados en esta via metabélica nos ayudard a profundizar en la comprensién de los
mecanismos moleculares de regulacion que M. rubercnlosis  utiliza para sobrevivir in
vivo y posteriormente aplicar estos conocimientos para la genraracion de nuevas vacunas

atenuadas contra la tuberculosis.

4.- El regulon de fosfato en E. coli.

Se ha observado que cuando £ coli es sometida a crecer en condiciones de
limitacion de fosfato, 1a bacteria activa la sintesis de varias proteinas las cuales permiten
Ia entrada, transporte y regulacion de fosfate del medio externo hacia el citoplasma. El
fosfato es un componente integral del metabolismo celular general para cualquier ser
vivo, es indispensable para ¢l aporte de energia. 1a sintesis del ADN y del ARN asi como
para la regulacion genética (sehales transduccionales entre proteinas sensoras de

estimulos y proteinas activadoras transcripcionales).



Se han identificado aproximadamente 400 proteinas involucradas en la regulacion
por fosfato en £ coli. Alrededor de 200 proteinas son reprimidas y el resto son inducidas
en escasez de fosfato. Algunas de las proteinas mas estudiadas y caracterizadas hasta el
momento son: Phok. PhoA, PiBP-PsiACB-Phol, PhoB-PhoR. los genes que codifican
para cstas proteinas, se localizan en diferentes partes del cromosoma de E. coli. A cste
sistema se le ha llamado regulon pho (de phosphate "regulédn de fosfato™) (figura 1) (Rao

y Forriani, 1990; Wanner, 1993; VanBogelen er al., 1996).

A.- La porina de membrana externa, Phol:, permite la entrada del fosfato organico.
Cuando E. coli crece en limitaciones de fosfato, es inducida la sintesis de una
porina de membrana externa nombrada PhoE. ésta permite la entrada de fosfato organico

del medio externo hacia el periplasma de la bacteria (Tommassen y Lugienberg, 1980).

B.- La fosfatasa alcalina (PhoA), hideoliza el enlace ester P-O presentc en los
organofosfatos.

En el espacio periplasmico se localiza la fosfatasa alcalina (PhoA), esta enzima
hidroliza el enlace éster P-O presente en los organofosfatos, liberando ¢l Fi (Pi.
"inorganic phosphate” fosfato inorganico). siendo la molécula metabolizable por la
bacteria (Agrawal ef af., 1990). También existen otras fosfatasas que hidrolizan

organofosfatos pero no pertenecen al reguldn pho (Wanner, 1993).

C.- Ll sistema de transporte  del fosfato inorganico. Pst. es activo en limitaciones de
fosfato.

Se ha observado que £. coli utiliza dos mecanismos para asimilar ¢l fosfato:
En concentraciones de allo fosfato, un sistema constitutivo de baja afinidad, Pit (P, "
phosphate inotganic transport”: transporte de fosfato inorganico) transporia el {fosfwe del

exterior al interior de la bacieria. Hasla este momento se ha identificado s6lo una
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proteina involucrada en este sistema, localizada en la membrana intcrna y se ha
demostrado que no forma parte del reguldn phe (Rosenberg et af., 1977, Willsky y
Malamy. 1980 Wanner. 1993). Cuando los niveles externos de Fi son menores a 20 uM.
¢l sistema multiproteico, Pst (Pst. Phosphate specific iransport™: transporte especilico de
fosfato) se activa. A diferencia del anterior, este sistema forma parte del regulén pho. Los
genes que codifican para este complejo multiprotéico estan agrupados ¢n un operén
integrado por pstSCAB-pholl {Surin ef af., 1985; Amemura er al., 1983).

L.a proteina PstS [nombrada PstS-1 en M. twberculosis]. se localiza en el espacio
periplasmico, es codificada por el gen pstS. Esta proteina probablemente transporta cl
fosfato del periplasma hacia los canales transmembranales PstA y PstC. las cuales se
localizan en la membrana interna (M.L). Por mutagénesis dirigida se demostré que los
aminoacidos que interactiian con las moeléculas de fosfato son la arginina 237, el 4cido
glutdmice 241 de PstC y la arginina 220 de PstA. Con el analisis de la secuencia de
aminodacidos de ambas proteinas se observd, que posiblemente contienen de 5 a 6 hélices
transmembranales (Cox et al., 1988; Cox et al., 1989; Webb ¢f al.. 1992).

En el citoplasma, se localiza la proteina PstB. ésta contiene un deminio para la
unién e hidrolisis del adenosin trifosfato (ATP) produciendo adenosin difosfato (ADP),
PstB ¢s la proteina responsable de aportar la energia para la entrada de fosfato inorganico
hacia el cttoplasma (Cox et at.. 1989: Webb er a/., 1992: Chan v Torriani et ¢f., 1996).

Se ha demostrado que el sistema Pst tienen dos funciones en E. coli: transportar
el fosfato inorganico (PstSACB) v regular negativamente ¢l reguldon de fosfato en
condiciones de alto fosfalo, siendo la proteina Pholl fa responsable de esta funcidn, ¢l gen
que codifica para esta proteina se localiza en la parte distal del operén psr (Wanner.
1993). Aln existen controversias accrca de la posible participacién de esta proteina en ¢l

transportc de Fi. ( Muda er of.. 1992; Steed and Wanner. 1993).



D.- Los genes del regulon pho son regulados por las proteinas PhoB y PhoR.

La regulacion de los genes phoF, phoAd y de los operones pstSACB-pholi, phoB-
phoR y otros genes atn no caracterizados del regulon pho, es dependiente de las proteinas
reguladoras PhoBB vy PhoR {(Wanner er of.. 19872 Kimura ef of.. 1989, Yamada ef ol .,
1989), dstas ultimas codificadas por los genes del operén phoB-phoR. PhoR es una
proteina sensora inlegrada en la membrana interna (Yamada er ol 1990} y Phol3 es una
proteina efeciora, soluble en el citoplasma. ésta se une a una rcgidn promotora
denominada caja de fosfatos en los genes que pertenecen al regulon pho (Makino et al.,
1986},

PhoR actia como un sensor de la concentracion de fosfato (Yamada et af.. 1990,
Scholten y Tomasen, 1993). Cuando sensa niveles bajos de Pi, PhoR se autofosforila,
trans-fosforilando a su vez a PhoB (Makino ef al., 1989). PhoB fosforilada se une al ADN
en el sitio denominado caja de fosfatos y al interaccionar con el factor sigma de la RNA
polimerasa, activa la transcripcion de los genes del regulén pho (Aoyama y Oka, 1989,
Stock ef af., 1989). La proteina producto del gen phoB estimula su propia sintesis (Guan
et al., 1983).

También se¢ han descrito dos vias independientes de la concentracion de fosfato.
que activan a la proteina efectora PhoB, en £ coli (Lee er @l., 1990; Amemura et al.,
1990; Wanner vy Riesenberg, 1992). Uno de estos vias esta regulado por la proteina CreC
{(PhoM) (Wanner ef af, 1988a; Wanner ¢f al., 1988b). No ha sido posible detectar el
fenotipo de CreC en presencia de PhoR (Wanner, 1987b). Usando una fusion
transcripcional entre los genes creC-lacZ. se mosted que el promotor de creC no es
regulado por el reguldn pho. {Wanner y McSharry, 1982).

La tercera via que activa el regulén pho, independiente de la concentracion de
fosfato, es el acetil fosfato. Esta es una molécula intermediaria ¢n el metabolismo de la
glucosa y se ha demosirado que también ticne la capacidad de fosforilar a PhoB.

activando asi al regulon pho (Wanner., 1992: McCleary ef af., 1993; McCleary. 1990).



5.- Implicacién del regulén pho en la virulencia,

La primera evidencia de que los genes regulados por ¢l regulon de tosfato, estan
involucrados en los procesos de invasion, fue la reportada por Sinai ¥ Bavoil. (1993),
quicnes utilizaron transposones parl mutagenizar una cepa entero-invasiva de £ coli y
aislaron dos mutanies con un fenotipo hiper-invasivo al ensayarse en cultivos celulares,
identificande la insercion del transposon en el operdn pstSCAB-pholl. Daigle er al..
{1995) usaron también transposones para mutagenizar una cepa de E. coli que provoca
scpticemia en becerros y lechones, con el objetive de identificar los factores de
virulencia; con esta estrategia aislaron una mutante que provoco la atenuacion de la cepa.
identificando la insercion del transposon en el gen psi(C. Ademas. Janssen ef af., (1993) a
través de la incorporacidon de metionina marcada radioctivamente con azufre (**S) v con
la utilizacién de un anticuerpo monoclonal anti-PholZ, observaron la expresion de la
porina Phok de Safmonella ryphimurium, Onicamente en los extractos protéicos de las
bacterias que habian invadido las células eucariotas y no en los extractos protéicos de las

bacterias extraceiulares.

6.- El regulon dec fosfate en M. tuberculosis.

El primer reporte sobre la expresion de la fosfatasa alcalina (enzima activada en
condiciones de bajo fosfato en E coli} en el género Mycobacterium fue ¢l trabajo de
David HL, (1977). El detecto la actividad de esta enzima en cultives de M. semgmatis
crecido en condiciones limitantes de fosfato. Casal M y Linares MJ, (1984) ambién
detectaron actividad de la fosfatasa alcalina en M. nbercndosis. Otros reportes son los va
descritos previamente con la proteina PsiS-1 de M. ruberculosis. Thangaraj er af.. (1996).
identificaron. clonaron y secuenciaron el probable operén pst de M impraceliulare,
observando también otros genes anatogos al gen pst§-f. Considerando los resultados
mencionados. es poco lo que se conoce acerca de la regulacidn de fosfato en M.

tberculosiy v practicamente nada en las otras micobacierias.



IL- JUSTIFICACION.

La caracterizacion molecular de la proteina de 38 kDa (PstS-1) de AL rwberculosis
nos permitird establecer la posible participacion de ésta en la asimilacion de fosfato. asi
como tos mecanismos implicados en la activacion o represion de su expresion génica. Los
conocimicnios que se deriven de esta drea, nos scrin de gran utilidad para comprender los
meceanismos fisioldégicos y molecutares que le penniten a M. wherculosis sobrevivir en
condiciones de limitacion de fosfato.

Es claro que existen diferencias notables entre £ coli y M. ruberculosis. por
ejemplo a nivel de sus envolturas celulares, £ coli es una bacteria Gram-negativa
{Farmer HI, 1995), micntras que M. tnherculosis cs considerada una bacteria Gram-
positiva (Nolte y Metchock, 1993). A nivel génico el porcentaje de bases nucleotidicas
también es diferente, las micobacterias tienen un 65-70 % de guanina-citocinas y E. coli
tiene del 45-55%. La comparacién del genoma de M. rwberculosis con otros genomas de
microorganismos ya secuenciados revela una preferencia significativa estadisticamente
por amincacidos codificados por codones con mayor contenido en G + C como alanina
glicina, prolina, arginina y triptofano que por aminoacidos codificados por codones con
mayor conienido en A + T como asparagina, isoleucina, lisina, fenilalanina y tirosina
(Cole et al., 1998). Por ésto la homologia entre proteinas andlogas entre M. (uberculosis v
E. coli cs alrededor del 30-40 %. Desde este punto de vista biolégico. ¢l estudio de la
regulacion de fosfato en dos bacterias estructural y evolutivamente diferentes resulta

interesante.



I11.- ANTECEDENTES.

1.- Clonacidn del gen pstS-f (38kDa, 36kDa, Pab, antigeno 5, antigeno 78).

Andersen ef of., (1988). con un complejo de anticuerpos monoclonales
producidos contra diferentes antigenos de M. rubercidosis. identificaron 12 bacienidfagos
recombinantes de una genoteca de expresion de M ruberculosis construida en el
bacteriéfago Agtll. Las proteinas expresadas por los bacteriofagos recombinantes.
fueron designadas como proteinas antigénicas a, b, ¢ d (Paa, Pab. Pac y Pad),
dependiendo del reconocimiento de los anticuerpos. Los que presentaron reconocimienio
cruzado entre éstos, fueron nombrados como PaeF y PaeB asi como PafA v PafB. Dentro
del grupo Pab se identificaron tres bacteriofagos recombinantes que expresaban la
proteina de 38 kDa, los cuales fueron nombrades como AAASY, AAAGD y AAATIL. EI
analisis posterior del perfil protéico de los bacteriéfagos, por inmunoblot mostrd que los
bacteridéfagos AAASY v AAATI expresaban una proteina de 160 kDa (probablemente
producto de la fusidn traduccional entre el gen lacZ de E. coli y la region arriba del gen
pub [psiS-1]) y otra de 36 kDa. El bacteriofago AAAG60 Gnicamente expresd la proteina
de 36 kDa independientemente de la adicidn del isopropil-B-D-thicgalactésido. Usando
diferentes enzimas de restriccion  se determind que el bacteridfago AAAT7] contenia
aproximadamente 4 kpb, el bacteriofago AAA60 3 kpb y el bacteridfago AAASY 2 kpb.
La secuencia  del bacteridfago AAA39 mostrd  un frente de  lectura abierto que
codificaba para una proteina de 374 aminoacidos. El estudio comparative a nivel de
DNA y de proteina con la base de datos de secuencias reportadas hasta ese momento.
mostrd que el preducto protéico del gen pab  expresado por el bacteridfage AAA39,
tenia un 30% de homologia con la proteina PstS de E. coli.

Por otra parte. el fragmento de ADN conteniendo el gen peb y parte del gen lucZ
del bacteridfago AAAS9, fue liberado digiriéndolo con las endonucleasas Hindl[1-Smal v
fue subclonado en el plasmido pBR322 digerido con Hindlll v EcoRV. nombrando al

plismido resultante pAA26 (figura 2). Posteriormente. la cepa de £ coli DH5a fue



transformacta con cste plasmido y se anmalizd su perfil protéico por inmunoblot,
detectandose ain la proteina de 160 kDa y la proteina de 36 kDa. Eliminaciones en
direecion 3'al gen pab con la exonucleasa Ba/31 no afeclo la expresion de la proteina de
160 kDa y la de 36 kDa,

Estos resultados, no lograron definir 1 la expresién de la proteina de 36 kDa por
el bacteriofago AAA39 y el plasmido pAA26. era debida al reconocimiento de alguna
proable region promotora localizada dentro de los 150 pb arriba del codon de inicio del
gen pah de M tuberculosis, por el sistema regulador de fosfatos de £ coli, o si el
sistema postraduccional de E. coli reconocié al péptido sefial de fa proleina Pab,

produciéndose asi la forma madura de la proteina de 36 kDa.
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Figura 2.- Esquema de la construccion del plasmido pAT96. Los sitios de las enzimas
de restriccion donde se Ilevo a cabo la clonacién estan indicados con un cuadro negro.



IV.- OBJETIVOS GENERALES.

1).- Caracterizar molecularmente el gen que codifica fa proteina PstS-1 de A/
tuberculosis.
2).- Iniciar el csudio de la regulacién de fosfatos en M ruherculosis y en las

micobacterias no patdgenas. M. vaccac y M. smegmatis.

V.- OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1).- Determinar si el sistema de regulacion de fosfatos (PhoB} de E.coli reconoce los
promotores de los genes involucrados en el metabolismo de fosfatos de AL tuberculosis.
2).- Determinar la presencia del focus pstS-1 en otras micobacterias.

3).- Evaluar la expresion de la fosfatasa alcalina en las micobacterias no patogenas, M

vaceae y M. smegmatis.
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VI.- MATERIALES Y METODOS.

Las cepas de £ coli. micobacterias.  bacteriolagos. plasmidos y construcciones
ulifizadas v gencradas en este trabajo estan descritas cn la tabla 1. La metodologia de
Southern blot, las técnicas basicas de clonacion e hibridacidn en placa y colonia, asi como
las soluciones y amortiguadores fucron elaboradas de acuerdo al manual de Sambrook er

al . 1989,

l.- Crecimiento de micobacterias.

El crecimiento y la manipulacion de Mycobacterinum tuberculosis H37Rv, [137Ra,
Mycobacterium bovis BCG y las patdgenas potenciales u oportunistas para el hombre como
Mycobacterium  phlei, Mycobacterium kansasii, Mycobacterium avium y Myeobacierium
intracelllare fueron llevadas a cabo en un laboratorio de seguridad de nivel 3, ubicado en
el Instituto de Investigaciones Biomédicas, M. smegmatis y M vaccae fueron manipuladas
en el laboratorio de nivel 2.

Las diferentes cepas de micobacterias fueron crecidas en los medios de cultivo
Sauton. pH 7.2 {contiene por litro: 0.05 g de citrato de fierro ¥ amonio, 0.5 ¢ de MgS0,.
0.5 g de NaH;PQ4, 2.0 g de acido citrico, 4.0 g asparagina y 60.0 g de glicerol).
Middlebrock 7H9 v FHI1 agar (Difco Laboratorios, Detroit, MI). M. plhei, M avium, M.
intracelhidare. M. smegmatis y M. vaccae, fueron crecidas  en el medio liquido
Middlebrook TH9. M. tuberculosis W37Rv, M. tuberculosis H37Ra, M. bovis BCG. M.
kansasii y M. phlei fueron crecidas en el medio ligquido Sauton v 7HU1 agar. M. bovis v M.

imracellulare fueron crecidas en el medio 7HIL.



Tabla 1. Cepas, bacteriéfagos, pldsmidos y césmidos usados o construldos en este (rabajo.

Cepas

Caracteristicas

Relerencia

Micobacicrias
M, tuberculosis
M. wberculosis
A. bovis

M. intraceltulare

ATCC 27294 H3ATRY
ATCC 25177 H37Ra
BCG (Glaxo strain)
ATCC 13950

M. avium ATCC 25291

A, kansanii ATCC 12478

M. plhei sp.

M. smegmatis mc2155 W. Jacobs, HHMI, USA.

M. vacaae sp

Escherichia coli

DHSaIQ Km? J. Fommassen, Univ, de Utrecht, Nids.
CEI1248 (PC2929) AlphoE) phoR69 s J. Tommassen, Univ. de Utrecht, Nids.
CE1224 (PC2914) Alphok) fisf J. Tommassen, Univ. de Utrech?, Ntds.
CENS7 (PC2902) ps1820! Esf J. Tommassen, Univ. de Utrecht, Nids.
CEIH08 (PC2416) psiS201 Est J. Tommassen, Univ. de Utrecht, Nids.
ATRS K10 AphoU pit-10 Km* A. Torriani, Inst. TecoolSgico de Massachusetts, USA.
ANCC22 PhoR68 phod453 Esf H. Hirdeumi, Univ. de Nagoya, Japon.
ANCLI phoB23 Km' H. Hirdeumi, Univ. de Nagoya, Japon.
ANCUIS phoA Esf H. Hirdeumi, Univ. de Nagoya, Japon.
BWI3713 phoR68 el B. Wanner, Univ. de Pardue, USA.
BWI3736 phoR68 MereABCD) Km® B. Wanner, tniv. de Pardue, USA.
BWIi6469 PhoR68 A(creABCD) ackA200 Tel B. Wanner, Univ. de Pardue, USA.
BW 16470 PhoR68 AlcreABCD} Alpia ackA hisQP)  Tef B. Wanner, Univ. de Pardue, USA.
BW 6546 PhoR68 MereABCD) pla-200 Tel B. Wanner, Univ. de Pardue, USA.
12764 F McIRST b2 redB3 $7) Algpt-proA)s2  EsT W_ Jucobs, HEIMI, USA.

leuB! pinVdd ara-14 palK2 lacY! hsd520
rpsL20 xyl-5 mil-1 recAl3
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Bacteridfagos recombinanes.

AAASY Derivado del Agtli, psiS-/ A. Andersen, Univ. de Denmark, Dink.
AAABD Derivado del Agtll, pstS-/ A. Andersen, Univ, de Denmark, I2mk.
Cosmidos
pYUB328  Vector Apf W. Jocobs, HHM]I, USA.
pfT4C0S  Banco gendmico ded, tuberculosis construido
¢n pYUB328 Apf Construfdo ¢n este Lrabajo
pIT4GC0S  Derivado del pfT4COS conticne ¢l locus psr
de M. tubercilosis Apf Construfdo en este trabajo
Pldsmidos
pPSNS0T Dcrivado del pBR322, parSCABpholf ApFTer B. Wanner, Univ. de Pardue, USA.
pAN3G Derivade del pACYCI184, pstSCABphol/ Ccmf A. Tordani, inst. Tecnol6gico de Massachusetls, USA.
prso Derivado dle pACY C184, phofiphoR Cm' 4. Tommasscn, Univ. de Ulrecht, Nids.
pIp14 Derivado del pACYCI84, E. coli phokl Cm' J. Tommassen, Univ. de Utrecht, Ntds.
PAAZO Derivado del pB3R322, pstBS-1C-1 APF Anderstn el al., (1989)
puCIE Vegtor Apf Yanich-Perron et al., (1985)
pBR322 Vector ApF Tef Bollvar et al,, (1977)
PATYS Derivado del pUCLS, pi5./C-1A-2 AP Construfdo n este trabajo
pAT93] Derivado del pUCIS, psiB Apf Construfdo en este irabajo
PATYG Derivado del pBRA22, pstfBS-1C-1 Apl Comstrufdo en este trabajo
pATS? Derivado del pBR322, psiBS-1C-1A-2 Tel Construido cn este trabajo
pMCIRTI Denvado del pBR322, contiene ¢l gene lac? Tef Shapim et al., (1983)
de L. coli sin promotor
pMV 261 Vecky intercambiable (shuttle) Km' Stoveret al., (1991)
pIl 19971 Derivado del pMV 261, patfS- 1 C-TA-2lacZ Km! Construido ¢n esle rabajo
prl 19972 Denvado del pMV 261, pstS-1C-1A-2lacZ. KmT Coastrufdo en este trabajo
prT 19973 Derivado del pMV 261, psiC-1A-2kicZ Km' Construfdo cn este trmbajo
prr 19974 Denvado det pMY 201, pstPlac? Kmf Construldo en este trubajo
pITr 19975 erivado del pMY 261, psiBlacZ Km'! Comstrufdo en este trabajo
N RA L erivado del pMV 261, pstB S-1C-acZ, Km' Construfdo en este trabajo

ApT resistencia paro b ampicilina, CrnT resistencia para el cloramfenicol, Es? resisiencia para la estreptomicina,
Km' resistencia parn la kanamicing, Tel resistencia para la tetracicling



2.- Obtencién del ADN de las micobacterias.

Las micobacterias fueron muertas con azida de sodic al 2%. El ADN de las
micobacicrias fue obtentdo por 1a técnica de van Soolingen ef af, (1994). Brevemente del
cultivo en agar 7H11, la masa bacicriana se obtuvo raspando con una asa bacteriologica la
caja ¥ después se depositd en un tubo de 1.5 ml. De las bacterias crecidas en ¢l medio
liquido la masa bacteriana se obtuvo por centrifugacion en tubos de 1.5 ml. Posteriormente
sc adicionaron 300 pl de amortiguador TE 1x y 50 pl de lisozima a 10 mg/ml a cada tubo y
sc incubandosc a 37 °C de 1 a 24 horas. Después se agregaron 70 pl de sulfato dodecil de
sodio (SDS) al 10% y 5 plde proteinasa K a 10 mg/ml, se mezcld vigorosamente e incubd
a 65 °C por 10 minutos, posteriormente sc adicionaron 100 pl de NaCl 5M y 100 pl de N-
cetil-N.N N -trimetil bromido de sodio {CTAB) al 10% disuelto en una solucién de NaCl al
0.7%. se mezcld vigorosamente e incubo a 65 °C por 10 minutos; fuego se agregaron 500 pl
de cloroformo; después de una fuerte agitacion las muestras se centrifugaron a 14 K rpm
por 5 minutos. Este paso de extraccion se repitid por 5 veces. El sobrenadante se recuperd
en otro tubo de 1.5 ml y se adicionaron 300 pl de isopropano! para precipitar ¢l ADN. La
muestra se mantuvo a temperatura ambiente de 10-30 minutos o se dejo a =70 °C hasta su
uso. Finalmente el ADN obienido se lavd con | ml de etanol al 70%, se centrifugd a 14 K

rpm a 4 °C por 15 minutos y se resuspendié con 50 pl de agua grado milliQ-ultra filtrada.

3.- Generacion de los plismidos pATY5, pATSE, pAT9 y pAT97.
Con la endonucleasa Sucl, se elimind un fragmento de 4.5 kb del plasmido pAA26.
que contenia parte del bacteriofago Agtll y parte de Ia regién reguladora del gen lacZ de

E. cofi, generandose el plasmido pAT96 (figura 2). Por otra parte, con Sacl-Kpnl se liberd



un fragmento de aproximadamente 4 kb del bacteriofago AAAG0 que contenia parte del
gen estructural lacZ, aproximadamente 650 b arriba del codon de inicio del gen pab, el gen
estructural pub y aproximadamente 1.3 kb después del coddn de érmino de este gen. Este
fragmento fue subclonado en el pUCIS digerido con Sucl-Kpnl. generandose el plasmido
pATI5. Con esta subclonacion se ganaron sitios de restriccion y el plasmido se digirio con
LeoRl y Psil; asi el fragmento de 4 kb se subclond en el pBR322 generandose el
plasmido pAT97 (filgura 3). Esta 0ltima subclonacion se realizo con el objetivo de evitar
diferencias en la expresion debido al uso de plasmidos con diferente namero de copias por
célula. Para secuenciar los 650 pb localizados arriba del codén de inicio del gen pab, el
plasmido pAT95 fue digerido con la enzima Pyull, liberdndose el fragmento de 650 pb, el
cual fue subclonade cn el sitio de Smal del pUC18, gencrando el plasmido pAT951 (figura
3). Los fragmentos de ADN clonados fueron purificados con perltas de vidrio (Gene clean,

Bio1(1) cortando los fragmentos deseados de geles de agarosa al 0.8% (Biorad).

4.- Preparacion de células competentes.

Una colonia de la cepa de £. cofli crecida en LB agar (GibcoBRL) o una colonia de
M. smegmatis crecida en 7H11 agar. tueron cultivadas en un litro de caldo de Luria o 7H9
tespectivamente  con agitacion a 200 rpm a 37 °C, hasta liegar a una D.0.¢50 de 0.5.
Después cada cultivo {ue centrifugado en botellas de 500 mi a 4 °C a 6 k rpm, las pastillas
fueron lavadas con un litro y medio de agua bidestilada y centrifugadas a 6 k rpm, los
botones celulares fueron resuspendidos con 100 ml de glicerol al 10% y centrifugados a 6 k
rpm. la pastilla bacteriana de las £. cofi fue resuspendida con 1 ml de glicerol al 10% y

alicuotadas en wbos de 0.3 ml con 30 pl de 1a suspension. La pastilla de las micobacterias
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fue resuspendida con 10 mi de glicerol al 10% y alicuotadas en tubos de 1.5 ml con 500 ul,
Finalmente los tubos con las alicuotas de bacterias fueron primero congelas en hiclo seco y

posteriormente se guardaron en un ultracongelador a =70 °C por un periodo de 3 meses.

5.- Condiciones de clectroporacién.
Se uiilizd el elecwroporador BTX modelo ECM600 vy las condiciones para

electroporar £. coli y M. smegmatis fueron 1.4 Kv, 25 pF y 1000 Ohms.

6.- Construceién de la genoteca de M. tuberculosis en el césmido pYUB328.

Doce ug de DNA gendmico de M. fuberculosis contenidos en 7 pl de agua. fueron
mezclados con 135.5 pl de amortiguador 1 x (proporcionado por la compaiiia) para ser
digeridos parcialmente con la enzima Sau3Al. La digestion se realizd en cinco tubos de 0.5
pl, al primero se le adiciond 47.5 pl del amortiguador con el DNA y en los otros cuatro
tubos se alicuotaron 25 pi de esta misma solucion. Posteriormente al primero se le
adicionaron 2.5 pl de Sau3Al para quedar a una concentracion de 0.025 unidades/ug de
ADN. Este tubo se mezcldé y el 50 % del contenido de éste, se transfirio al tubo dos
quedando la concentracion de la enzima 0.0125 unidades/ng de ADN. El mismo
procedimiento se sigui6 para los tres tubos restantes. La reaccion se incubg a 37 °C por 30
minutos y la reaccidn de digestion parcial se detuvo adicionando EDTA a una
concentracion final de 20 mM por cada tubo. La digestion parcial de cada tubo se analizd
en un gel de agarosa al 0.4 % vy se corrid a 20 Volts toda la noche. observando que la

mayor canlidad de fragmentos entre 35 v 40 kb se generaron en el tubo de reaccion dos.

(&)
)



La cantidad iotal de DNA de M. tuberculosis digerido parcialmente con la condicion
del tubo dos fue de 200 pg.

El vector utilizado para construir la genoteca fue el cdsmido pYUB328. obsequiado
gentilmente por El Dr. WR Jacobs del Howard Hughes Medical [nstitute, Albert Einstein
College of Medicine, Bronx, NY. Ocho pg de este cosmido fucron digeridos con la
enzima Xbal y luego desfosforilados con 0.5 U de fosfatasa alcalina incubandose a 37 °C
por 2 horas. El ADN desfosforilado fue extraido con fenol:cloroformo (1:1), después con
cloroformo y luego se precipitd con 2 volumenes de etanol absoluto y se kavo con etanol al
70%, posteriormente fue resuspendido con H;0. Finalmente este DNA fue digerido con
BamH1I e incubado a 37 °C por 2 horas, después fue sometido a electroforesis en un gel de
agarosa al 0.8 %.

Los fragmentos de entre 35-40 kb de M. ruberculosis generados con Sau3Al y los
fragmentos de 1.16 kb y 3.78 kb del pYUB328 generados con un extremo Abul-
desfosforilado y otro con BamHI-cohesivo fueron obtenidos al sustraerlos de un gel de
agarosa al 0.8 % y purificados con perlas de vidrio (matriz de silice, el principio en el que
se basa, es que los icidos nucleicos se unen a las particulas de la matriz en presencia de
sales caotropicas, después de lavar la matriz se eluye el dcido nucleico utilizando
amortiguadores bajos en sales) siguiendo el protocolo de la compaiiia Biol01 {Gene Clean)
(figura 4).

La reaccién de ligacion se hizo con | pg de los fragmenios de entre 35-40 kb de A
tiherculosis y con 145 ng del fragmento de 1.16 kb y 472 ng del fragmento de 3.78 kb
del pYUB328. La relacion molar vector-inserto fue de 5:1, respectivamente v después sc

adicionaron 400 unidades de T4 DNA ligasa en un volumen de 20 pl ¥ se incubd a 4 °C por
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48 horas. Cuatro pl de la reaccion de ligacion se empaquetaron in vifro con el estuche de
empaquetamiento GigapaK® 11 XL. siguiendo ef protocoto del proveedor (Stratagenc).
Quinientos pl de las particulas resultantes del empaquetamicnto in vifro, se usaron
para transducir 1 ml de la E. cofi HB101 (XN‘H), crecidas previamente en LB suplementado
con 10 mM de MgSO4, 0.4% de maltosa e incubadas a 30 °C a una DOy de 1. Estas
bacterias y las particulas transductantes se incubaron a 30 °C por 45 minutos para permilir
la adsorcién, Después se afiadicron 600 pl de LB a la suspension celular-particulas
transductantes y se incubé a 30 “C por | hora con agitacion para permitir la expresion del
gen de resistencia a ampicilina. Las clonas recombinantes se seleccionaron en cajas de LB
agar suplementado con ampicilina a 300 pp/ml y estreptomicina a 100 pg/ml  y se
incubaron toda la noche. La estimaciéon de nimero de clonas para tener representado el
genoma se realizé utilizando la ecvacion matematica N=In(1-P)/In[1-(//G)] (Ausbel et al.,
1987). N es el namero de clonas recombinantes necesario para tener representado el
genoma con una probabilidad (P ) del 99%. [ es ¢l tamafio de los fragmentos clonados en
bases v G es el tamafio del gcnoma en bases. La estimacion del nimero minimo de clonas
recombinantes requeridas fue de 577. El namero de clonas obtenido fuc de 5000,
estimandose con una probabilidad del 99 % que se tenia representado el genoma de M.
tuberculosis 8.6 veces. Considerando que el tamaio del vector con el inserto para poder ser
empaquetado dentro de una cabeza del bacteriofago X debe tener cierte tamaiio que ocsila
entre el 78 % a un 105 % con respecto al genoma del bacteriéfago A silvestre, se asumio
que el todos los cosmidos recombinantes obtemdos contienen un inserto promedio entre 35

kb a 45 kb.



La amplificacion de los cdsmidos recombinantes se llevd a cabo raspando de las
cajas las 3000 clonas recombinantes con las que se hizo una suspensién celular homogénea
contenida ¢en 10 ml de LB. Posteriormente se inoculéd un matriz con 500 mi de LB
suplementado con 0.4 % de glucosa, 300 pg/ml de ampicilina y 100 pg/ml estreptomicina
con | ml de la suspension celular anterior y se incubd a 30 °C con agitacién moderada
hasta Hegar a una DQggq de 0.3,

La inducci6n del profago se hizo incubando el cultivo anterior cn bafio maria a 45°C
por 14 minutes y luego se incubo con agitacion vigorosa a 37 °C por 3 horas. Después,
las células fueron centrifugadas a 10 k rpm por 20 minutos y la pastilla celular fue
resuspendida en 7 ml de amortiguador SM (10 mM MgS0,, 100 mM NaCl, 10 mM
TrisHCI pH 7.5) y se lisd con 2 % de cloroformo e incubd a 37 °C con agitacion por 15
minutos. El lisado resultante fue tratado con 100 pl de DNAsa I (10 mg/ml} y se incub6 a
37 °C por 30 minutos. Los restos celulares fueron removidos por centrifugacion a 10 k
rpm y al sobrenadanie con los césmidos recombinantes empaquetados in vive, se le
adiciond cloroformo a una concentracidn final del 0.3 % (v/v) y s¢ almacend a 4 °C.

El titulo de los césmidos recombinantes reempaquetados se calculd mediante
diluciones seriadas del banco amplificado, desde 107 hasta 107'%. Diez pl de cada una de las
diluciones se emplearon para transducir 200 pl de células DH35wIQ crecidas en LB
suplementado con 10 mM MgS0,. La suspension de células-particulas transductantes fue
incubada a 37 °C por 20 minutos para permitir la adsorcidn, posteriormente se adicionaron
300 ml de LB y se incubaron a 37 °C por una hora, para permitir la expresion de los genes
de resistencia a los antibidticos. Finalmente cada dilucién de particulas transductantes-

células bacterianas fue crecidas sobre cajas de LB con 300 ug/ml de ampicilina .



El titulo del banco reamplificado fue de 4.5 X 10° paniculas transductantes/ml. A la

genoteca obtenida constituida por las 5.000 clonas se e designé como pJT4COS.

7.- ldentificaciin de los cdsmidos recombinantes contenicndo el locus  pst de M.
tuberculosis.

Por medio de ta técnica de hibridacidon en colonia se identificaron de la genoteca
reamplificada pJT4COS de M. tubercrlosis, 23 cosmidos recombinantes que contenian el
locus pst, utilizando como detector homélogo ¢l fragmento de 2.1 kb Pwudl del
bacteriofagofago AAAAGO conteniendo el extemo 3° del gen pstB y el gen psiS-1 completo
y el extremo 5° del gen pstC-1. Brevemente, la busqueda del locus pst se hizo en un total de
2000 colonias crecidas en 10 cajas petri de 8 centimetros de diametro con de LB agar, las
cuales fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa {Bio-Rad nitmero de catalogo 162-
(1196). Con el objetivo de lisar las colonias y exponer su ADN para la hibridacién posterior,
las membranas con las colonias adheridas hacia arriba fueron colocadas en un papel
Watman 3 mm humedecido con una solucion de SDS al 10 % por 5 minutos,
posteriormmente se transfirieron a otro papel Watman humedecido con la solucidn de
desnaturalizacién (NaOH al 0.5 N y NaCl al 1.5 M) por 5 minutos, despues se transfirio a
otro papel Watman humedecido con la solucion de neutralizacion (NaCl al 1.5 M y Tris-
HCI 0.5 M) por 5 minutos v finalmente se transfirid a una membrana humedecida con el
amortiguador de SSC 2x por 5 minutos preparado como lo describe Sambrook er af., 1989.
El ADN de las colonias fue fijado a la membrana con luz ultravicleta y postertormente las
membranas fueron hibridadas con el detector homologo de 2.1 kb marcado con

digoxigenina. con 30 % de formamida. las soluciones y condiciones de revelado por




quimicluminicencia fueron realizadas de acuerdo al protocolo de la compaiia de Roche

(antes Boehringer lakeside).

8.- Construccion de las fusiones traduccionales.

Construccion del plasmido pJT19971.

Con las enzimas MNotl-Ball se obtuvo un fragmento de 4.62 kb del cosmido
seleccionado pJT46C0OS. Este contiene 1.3 kb arriba del codén de inicio del gen pstB, el
gen psiB, pstS-1, pstC-1 y 262 b del gen pstA-1. Los extremos 5 salientes generados con
Notl fueron rellenados con nucledtidos y con la enzima T4 DNA polimerasa generando
extremos rasurados. Este fragmento se subclono en el vector intercambiable pMV261 en el
sitio de Hpal, creando el plasmido pJT199701. Este fue digerido con Clal y los extremos
5' salientes generados fueron rellenados con nucledtidos con la enzima 14 DINA
polimerasa. En esta construccion se adicionaron 15 pb (AA CTA CGT CGA CAT () al
final del gen pstd-2 provenientes del pMV261. Por otra parte, el gen lucZ de £, coli fue
obtenido con la enzima Su/l del plasmidos pMCI1871 y los extremos 57 salientes fueron
rellenados con nucledtidos v con la enzima T4 DNA polimerasa; este fragmento de 3.1 kb
se subclond en el plasmido pJT199701 digerido con Clal/T4 DNA polimerasa mas
nucleotidos, obteniéndose finalmente el plasmido pJT19971, el cual conticne la fusion
traduccional del locus pst-lacZ (figura 5).

El oligonucledtido LACZI (5" GGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGG 37) fue
disefiado de la secuencia del gen lacZ de £ cofi y fue sinetizado en el lnsttuto de
Biotecnologia, Cuernavaca Morelos, Universidad Nacional Auténoma de México. Este

oligonucledtide fuc utihzado para secuenciar y verificar el {rente de lectura de la
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construccion traduccional con ¢l gen laeZ, pIT19971 y de las construcciones descritas a
continuacion (pJT19974, pJT19975 vy pJT19976). La secuencia nucleotidica se hizé usando
fa técnica de Sanger ef al.. (1977). utilizando el estuche de secuenciacion Termosequenasa

(Amersham Pharmacia Biotech UK Lid.)

Construccién del plasmido pJT19972.

El plasmido pJT19971 fue digerido con las enzimas Xbal-Hindlll, eliminandose un
fragmento de 418 pb que contenia el promotor del gen de chogue de calor de M.
tuberculosis (hsp6(). Los extremos 5° salientes generados con Xbal-Hindill fueron
rellenados con nucledtidos y con la enzima T4 DNA polimerasa. El plasmido linearizado
fue ligado sobre si mismo, creando el plasmido pJT199702. Esie pldsmido fue digerido
parcialmente con EcoRI-Pstl, ¢liminando un fragmento de 1.3 kb que contenia 702 pb del
gen psitS-2, 402 pb del gen pstB y 214 pb de la region intergenica entre ambos genes, los
extremos 3’ salientes generados con Psil fueron eliminados con la enzima T4 DNA
polimerasa y los extremos 5° salientes generados con EcoRI fueron rellenados con
nucledtidos y con la enzima T4 DNA polimerasa y después fue ligado sobre si mismo,
generandose el plasmido pJT19972. La fusion traduccional contenia 406 pb del gen
estructural pstB, los genes pstS-1 pstC-1 y 267 pb del gen pstd-2 fusienados en fase con ¢l

gen lacZ (figura 6).

Construccion del plasmido pJTi9973.
El plasmido pJT19971 fue digerido con Psil, generandose dos fragmentos, uno de
4.9 kb y otro de 7.35 kb. Este dltimo contenia la fusién traduccional que se subcloné en ¢l

sitio ssl del pUCIS8. generandose el plasmido pIT199703. posteriormente este plasmido
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fue digerido con Ncol generdndose dos fragmentos, uno de 3.2 kb y otro de 6.9 kb, los
extremos 5° Neol fucron rellenades con nucledtidos y con la enzima T4 DNA polimerasa,
después fue digerido con Pstl. liberdndose del fragmento de 6.9 kb un fragmento 3.6 kb, ¢l
cual se subclond en el pMV261 digerido con Fpal-Pstl, creandose ¢l plasmido pJTI9973.
Este plasmido contenia 244 pb del gen pstC y 267 pb del gen pstd-2 fusionado en fase con

lucZ (figura 7).

Construccién del plasmido pJT19974.

Un fragmento de 2049 pb, que contenia 1304 pb antes de! inicio del gen psiB y 744
pb del gen pstB, fue obtenido con Nofi-Pvull del cosmido pJT46COS. Los extrernos 5’
salientes generados con Nofl fueron rellenados con nucledtidos v con la enzima T4 DNA
polimerasa, posteriomente este fragmento se subcloné en el sitio de Smal del pMC1871L,
generandose el plasmido pJTI99704, ¢l cual se digind con Pstl generandose dos
fragmentos uno de 4.75 kb y otro de 4.7 kb, éste Gltimo contenia los 918 pb antes del inicio
del gen pstB y 744 pb del gen pstB fusionado con lacZ, fue subclonade en el pMV261

digerido con Pstl, obteniéndose asi el plasmido pJTi9974 (figura 8).

Construccion del plasmido pJT19975,

Un fragmento de 929 pb, que contenia 185 pb arriba del codon de inicio del gen
pstB y 744 pb del gen pstB fue obtenido con BamHI-Pyull del cosmido plT46C0OS. Los
extremos 57 salientes generados con BamHI fueron rellenados con nucledtidos v con la
enzima T4 DNA polimerasa y posteriomente subclonado al pMCI1871 digerido con Smel.
generandose ¢l plasmido pJT199705. Este Gltimo plasmido se digirio con Pyl generandose

dos fragmento uno de 4.3 kb y otro de 4 kb. éste tltimo contenia los 183 pb antes del inicio
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clonacion estan indicados con un cuadro negro.
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del gen psiB y 744 pb del gen pstB fusionado con lacZ. finalmente éste fue subclonado en

¢l pMV261 digerido con Psrl, obteniéndose ¢l plasmido pJT19975 (figura 9).

Construccion del plasmido pJT19976.

Se obtuvo un fragmento de 2.1 kb del pJT46COS con Pwill, éste contenia 104 pb
del gen estructural psiB, el gen pstS-1 y 858 pb del gen pstC-1. éste se subclond en el sitio
de Smgl del pMCI1871, generando el plismido pJT199706, éste conticne la fusion
traduccional de los genes mencionados previamente con €l gen lacZ. Finalmente €ste se
digirid con Pst] genérandose dos fragmentos uno de 4.3 kb y otro de 5 kb, éste dltimo
fragmento se subclond en el sitio PseI del pMV261 para generar el plasmido pJT19976
(figura 10).

Con el objetivo de evitar alguna influencia del promotor de! gen del choque de calor
(Asp60) y del promotor del gen aph de M. tuberculosis sobre los genes del locus pst de M.
tuberculosis fusionados con el gen lacZ de E. coli {previamente descritos), por el patron de
restriccion, se verificod que al ser clonadas en el plasmido pMV261 quedaran en sentido

divergente 4 mencionados promotores.

9.- Condiciones del crecimiento bacteriano con y sin fosfato.

M. smegmatis transformada con las diferentes construcciones fue crecida en agar
7H11. Posteriormente una colonia de cada transformante fue inoculada en 100 ml de 7H9.
Las bacterias fueron crecidas a 37 °C en agitacion a 200 rpm, hasta alcanzar una D.0. 400
de 0.5, Después, el cultivo fue centrifugado a 15 k rpm y la masa bacteriana fue lavada con
150 ml de medio Tris Glucosa (TG) pH 7.5 (20 mM de NH,CL, 3 mM de Na,SO,. | mM de

MgCly, 0.2 mM de CaCly, 80 mM de NaCl. 20 mM de KCL 0.002 mM de ZnCl,. 120 mM
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de Trizma base) y centrifugada a 15 k rpm. La masa bacteriana fue entonces resuspendida
en 1 ml del medio TG, de esta muestra se inocularon 400 pl en 120 ml del medio TG mas
suplementos (Tween 80 al 0.05%. glucosa al 2%. peptona al 0.01%) ¥ con 64 mM de
K:HPO, (condicion de alto fosfate), otros 400 pl fueron inoculados a 120 ml del medio
TG mas suplementos v sin fosfatos. La kanamicina a 23 pg/ml fue adicionada cuando
M. smegmaticas (ue transformada con el plasmido control y con los plasmidos que

contienen las fusiones traduccionales. Se tomaron 10 mi de eada cultivo, a las 0, 24, 48, 72

y 96 horas de ¢recimiento. Cada cultivo bacteriano se repitid tres veges.

10.- Medicion de las actividades enzimaticas.

Ensayos enzimaticos: Para la cuantificacion de proteinas, los ensayos enzimdticos
y la lectura de la D.0O. a 600nm, se utilizaron 800 pl de cultivo provenientes de los 10 ml
tomados a los diferentes tiempos de cada uno de los cultivos en la condicion de alto y bajo
fosfato. Se hicicron tres experimentos por cada cultivo.

Para la cuantificacién de la P-galactosidasa, a los 800 pl de cultivo se les
adicionaron 200 ul de amortiguador Z (60 mM Na;HPQO,. 40 mM de NaH;PO,, 10 mM
KCl, | mM de MgSO;. 50 mM de (3-mercaptoetanol ajustado a pH 7). Posteriormente se
agregaron  dos gotas de cloroformoe  y una de SDS al 0.01%, la muesira se agitd
vigorosamente por 30 segundos. y después sc le adicionaron 200 pl de o-Nitrofenil-p-D-
palactosido a 4 mg/ml (Research Organics, Inc.), disuclto en amortiguador Z. Las muestras
s¢ incubaron a 28 °C, hasta observar el cambio de color de blanco a amarillo. La reaccién
fue parada en hielo y los tubos fueron centrifugados a 14 k rpm por 3 minutos a4 "Cy la

lectura a DOyzp Mue determinada del sobrenadante. Las unidades de f-galactosidasa fuceron



calculadas de acuerdo a lo cstablecido por Miller. (1972) usando la siguiente formula: 1000
x DOyy/tiempo {minutos) x 0.8 x DOspy.

La actividad de la fosfatasa alcalina se determiné como sigue:  a 800 p de cultivo,
se les adiciond 200 pl de amortiguador de Tris-HCl 1 M pH 8. Después se agregaron dos
gotas de cloroformo y una gota de SDS al 0.01%, las muestras sc agitaron vigorosamenie
por 30 segundos y posteriormente se les adicionaron 200 pl de 4 nitrefenilfosfato a 2 mg/ml
{Boehringer Mannhein Germany) solubilizade en Tris-HCl 1M pH 8. Las muestras sc
incubaron a 37 °C, hasta obtener un color amarillo. La reaccidn fue parada agregando a
cada tubo 200 pl de Na;HPO, 0.5 M. posteriormente los tubos de reaccion fueron
centrifugados a 14 k rpm por 5 minutos a 4'C y la lectura a DOay fue determinada del
sobrenadante. Las unidades de fosfatasa alcalina fueron calculadas de acuerdo a lo
establecide por Brickman y Beckwith. (1975) empleando la siguiente fdrmula: 1000 x DO

sao/tiempo (minutos) x 0.8 x DOgpq-

11.- Extractos bacterianos.

Las proteinas del filtrado del cultivo de M. rubercudasis H37Rv crecido en el medio
Proskauer y Beck modificado por Youmans (PBY) por 4 y 5 semanas fueron obtenidas
como lo describié Espitia e af., (1989). Las proteinas del filtrado del cultivo de la cepa de
M. smegmatis transformada con el plisnudo pJT19971 crecida en  7H9/glucosa 2% y
kanamicina (25 pg/ml) en agitacion a 37 °C, fueron obtenidas por centrifugacion del
medig v precipitacién del mismo con el 73 % de (NH;4),S0,. Las proteinas obtenidas fucron

dializadas ¢on agua bidestilada. El filtrado de cultivo enriquecido de las proteinas PstS-1
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nativa y recombinante fueron obtenidas después del tratamiento con acido-alcohol como lo

describid Espitia et al., (1989).

12.- Western blot.

La separacitn electroforetica de las proteinas en geles dv poliacridamida-SDS y la
inmunodeteccion de las mismas  fueron llevadas a cabo de acuerdo a los protocolos
descritos por Laemli, (1970) y Towbin er al., {1979}, respectivamenie. Los cullivos de A
smegmatis transformada con cada una de las diferentes construcciones y con la misma
D.O.g00, fueron centrifugadas y la pastilla bacteriana de cada cultivo fue resuspendida en
amortiguador de electroforesis, al igual que 5 pg de las proteinas del filtrado de cultivo
enriquecido en la PstS-1 de M. tuberculosis y de M. smegmatis transformada. Todas las
muestras fueron hervidas por 5 minutos y separadas en un SDS-PAGE al 12% con un gel
separador del 5%, Las proteinas fueron posteriormente transicridas a una membra de
Nylon (Millipore CO., Bedford, MA) e incubadas por 1 hora a iemperatura ambiente con
concanavalina A-peroxidasa (Sigma Chemical CO., 8t Louts, MO} o con una dilucion de
1/1000 del anticuerpo monoclonal anti-PstS-1 diluido en PBS al 1x {(13.7 mM NaClj, 0.27
mM KCl, 0.43 mM Na;HPQ,.714,0 y 0.14 mM KH;PQ, pH 7.4) con 3 % de BSA-Tween
20 al 0.3 % (v/v). Después, las membranas se lavaron con PBS-Tween 20. La membrana
con el anticuerpo se incubd con fa proteina A conjugada con peroxidasa. La actividad de la
peroxidasa fue revelada adicionando 50 mg de Cloruro de 3.3-diaminobenzidina-HCl

disuelto en 25 ml de PBS-Tween 20, afiadiendo al final a esta solucion 25 mil de peroxido

de hidrogeno al 30 %.
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13.- Separacion de las proteinas por electroforesis de Doble Dimension.

L.a electroforcsis en doble dimension se llevd a cabo  como se describe a
continuacion. A 10 pg de la fraccion enriquecida de los filtrados del cultivo de M.
tuberculosis y M. smegmatis wransformada con pJT19971, se les adiciond 9 M de urea mis
amortiguador «e lisis. éste contenia urca y el detergente Nonidet-P40 (O’ Farrcl er al..
1975). Para la primera dimension las muestras {ucron separadas por su punto isoeléetrico en
capilares que contenian geles con 4 % de anfolitos con un intervalo de pH de 3.3 a 5
(Pharmacia Biotech. Herts. United Kingdom) previamente precorridos con 5 pl del
amortiguador de la muestra por 10 minutos a 200, 500 y 400 volts al finalizar los 30
minutos de precorrida el amperaje casi fue de cero, después se separaron en PAGE-SDS
(segunda dimension). Posteriormente las proteinas fueron transferidas a membranas de
Nylon y los antigenos fueron incubados con una dilucidn 1/2000 del anticuerpo monoclonal
TB71 y revelados con un anticuerpo anti-raton conjugado con peroxidasa como se describid

previamente.

14.- Otros reactivos.

Las endonucleasas de restriccion, T4 DNA polimerasa, Tag DNA polimerasa,
estuche de marcaje para ADN por digoxigenina, lizosima, proteinasa K, SDS, CTAB,
antibidticos (kanamicina, ampicilina, estreptomicina y cloranfenicol) fueron obtenidos de
Roche.

La membrana de nitrocelulosa para el Southern blot y los nucledtidos marcados
radioactivamente a-[32]-dATP . v-[33]-dATP fueron obtenidos de  Amersham Pharmacia

Biotech UK Lid.



VIL- RESULTADOS.

1.« Andlisis del gen psrS-1 en ¢l género Mycobacteriant.

Debide al fento crecimiento y ab nivel de bioseguridad que se requicre para
manipular a el A fuberculosis, se cvaluaron otras micobacterias con el fin de
eventualmente estudiar la expresion de algunos genes de este patdgeno. Se empezd por
determinar mediante la técnica de Southern blot, la exisiencia del gen pstS-/ en las
micobacterias no patdgenas de rapido crecimiento y en las micobacterias potencialmente
patégenas. El ADN cromosemal de nueve micobacterias (ver materiales y métodos) fue
digerido con la enzima Pvull y los fragmentos separados por electroforesis en geles de
agarosa al 1% y posteriormente transferidos a una membrana de nitrocelulosa. La
hibridacion se llevo a cabo a 42 “C con 30% de formamida, utilizando come detector el gen
psiS-1 de M. tuberculosis (figura 14, parte b). Unicamente las cepas de M. bovis BCG. M.
tuberculosis H37Rv y M. tuberculosis H37Ra fueron positivas (figura 11, carril 4, 5 y 10),
Cuando la hibridacion se llevé a cabo sin formamida a 42 °C, M. intracellulare fuc

también positiva (dato no mostrado).

2.- Expresion de Ia fosfatasa alcalina en M. smegmatis y M. vaccae.

Considerando utilizar como sistema modelo a las micobacterias no patogenas y de
rapido crecimiento como M. smegmatis y M. vaccae, para estudiar algunos genes
involucrados en el metabolismo y en la regulacion de fosfato de M. ruberculosis, evaluamos
la cinética de crecimiento de ambas bacterias en el medio TG. Este medio nos permitié
controlar las concentraciones de fosfato. El crecimiento de las micobacterias en este medio

fuc similar al crecimiento en el medio 7H9. La actividad de la fosfatasa alcalina
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Figura 11.- Southern blot. El ADN cromosomal de 9 micobacterias y de los plasmidos
pAT96 y pAT97, fueron digendos con Pvufl y separados en un gel de agarosa al 1%. 1.-
plasmidos pAT96, 2.- pAT97, 3.- M vaccae, 4- M tuberculosis H37Ra; 5.- M.
tuberculosis H3TRv; 6.- M. smegmatis, 7.- M. phiei, 8.- M. kansassi;, 9.- M. intracellulare;
10.- M. bovis BCG; 11.- M. avium. Se utilizo como detector el gen pstS-/ de M

ruberculosis, contenido en un fragmento de Pvull de 2.1 kb
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tinicamente se detectd cuando las micobacterias crecieron en ¢l medio TG sin fosfato
(figura 11, parie ¢). No se detectd ninguna actividad al crecerlas con 64 mM de fosfato o al
crecerlas en el medie 7H9. Estos resultados muestran gque ambas  bacterias son
potencialmente Gtiles para estudiar la expresion de los genes de M. rubercidosis regulados

por fosfatos.

3.- Expresion de la proteina PstS-1 de M. tuberculosis en E.coli.

Con ¢l objetivo de definir si la expresion de la proteina de 36 kDa (PstS-1) de M.
tuberculosis expresada por el bacteriofogo AAASY, el plasmido pAA26 y el bacteriofago
AAAGD era debido al reconocimiento de una supuesta regién promotora identificada por
Dale y Patky {1990) localizada entre los 150 pb arriba del codén de inicio del gen psiS-/
por el activador transcripcional PhoB de E. coli o st la expresion de esta proteina fue
preducto de una fusion transcripcional o traduccional generada entre la region reguladora o
el gen estructural lucZ de E. coli con el gen pstS-1, se eliming con ta endonucleasa Sacl un
fragmento de 4.5 kb del plasmido pAA26. que contenia parte del bacteridfago Agtll. el
promotor y parte de la region reguladora del gen lacZ. generandose el plasmido pAT96
(figura 2). Por otra parte; para analizar si la region reguladora del gen pstS-1 estaba mas
alla de los 150 pb arriba del coddn de inicio del gen psrS-/, se subclond un fragmento de 4
kb del bacteriofago AAAG60, en ¢l que se localizan aproximadamente 650 pb arriba del
codén de inicio del gen psiS-/, credndose ¢l plasmido pAT97 (figura 3). El plasmido
pATO7 contiene con respecto al codon de paro del gen pstS-1, una region de 1.3 kb en
direccion 3”7 a diferencia con los plasmidos pAA26 ¥ pAT96. los cuales contienen 720 pb

con respecto al coddn de paro det gen psiS-/. Las diferencias en la regidn 3'de cstos



plasmidos no se consideraron que influveran para los estudios de expresion de la proteina
de 160 kDa y 36 kDa, porque Andersen y Hansen (1989), realizaron eliminaciones en
direccion 3%al gen pseS-1 con la exonucleasa Bal31 en el plasmido pAA26 y no observaron
algin efecto en la expresion de la proteina de 160 kDa y ¢n la de 36 kDa (PstS-1)
expresadas por cste plasmido. Estos resultados preliminaries les permitieron a estos aulores
sugerir que la proteina de 160 kDa expresada fuc el producto de una fusién traduccional
entre el gen estructural lacZ de E. coli y el gen psiS-1 y la expresion de la proteina de 36
kDa, fue probablemente debida a que la proteina PhoB de E. coli reconocié algin promotor
localizado entre los 650 pb arriba del gen pstS-/ de M. ruberculosis.

Asi para reafirmar o descartar estas hipotesis, los plasmidos pAT96, pAA26, pAT97
y pBR322 fueron utilizados para transformar independientemente a las cepas de £ coli
CE1248 y CE1224 (ver tabla 1), la primera expresa constitutivamente el regulén de fosfato
debido a una mutacion en el gen sensor phoR. La segunda a pesar de tener eliminado el gen
que codifica para la porina PhokE, regula de manera silvestre el regulon de fosfato. Las
bacterias transformadas fueron crecidas individualmente en el medio TG con y sin fosfato,
Posteriormente se analizo el perfil de proteinas utilizando un anticuerpo policlonal anti-
PsiS-1.

Por inmunoblot se detecté en la transformante CE1248/pAA26 la expresion
constitutiva de una proteina de 160 KDa y otra de 36 KDa (PsiS-1) 1anto en alta y baja
concentracidn de fosfato (datos no mostrados). En la transformante CE1248/pAT9%6 (el
plasmido pAT96 sc origind al eliminar Ia region promotora y parte del gen estructural facZ
del plasmido pAA26), no fue detectada la expresion de alguna de las proteinas citadas
{datos no mostrados). En la transformante CE1248/pAT97 (este plasmido contiene 650 pb

antes del codén de inicio del gen pst$-7). no fue detectada la proteina de 160 kDa v la de
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36 kDa, tampoco fueron detectadas estas proteinas en la cepa CE1248 transformada con el
vector pBR322.

Los resultados antes deseritos también fueron observados en la cepa de E coli
CEi224, la cual contienc climinado el gen que codifica para la proteina de membrana
externa PhoE, pero regula la entrada de fosfato de igual manera que una cepa de £ coli
silvestre. La transformante CIE1224/pAA26. expresd constitutivamente la proteina de 160
kDa y la proteina PstS-1, independientemente de la concentracion de fosfato (figura 12,
carril 3 y 8). En la transformante CE1224/pAT96, CE1224/pAT97 y CE1224/pBR322, no
se observo la expresion de alguna de las proteinas en condiciones de alto y bajo fosfato
(figura 12). Estos resultados sugirieron que entre los 150 pb y 650 pb hacia arriba del
codoén de inicio del gen pstS-1 no hubo alguna repi6n consenso que fuera reconocida por la
proteina activadora PhoB de E. coli. Posteriormente se determino que la secuencia 5° arriba
del gen psiS-/ codifica para una proteina homologa a la proteina PstB de £ coli. Estos
resultados permitieron suponer que la expresion de la proteina de 160 kDa fue
probablemente inducida por el promotor del gen lucZ y fue el producto de la fusion entre el
gen estructural lzcZ con un frente de lectura abierto generado con la secuencia del gen
pstB de M. tuberculosis que se continud hasta ¢l gen pstS-/ v la proteina de 36 kDa (PstS-
1) expresada postblemente fue liberada de la proteina de 160 kDa por la accién de alguna
peptidasa de E. coli que reconocié el péptido sefial de la proteina PstS-1 de M. ruberculosis,

generandose la forma madura de 36 kDa.
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Figura 12.- Inmunodeteccion de la proteina PstS-1 de M ruberculosis con el anticuerpo
policlonal anti PstS-1 en el extracto protéico total (11) y filtrado de cultivo de M
tubercufosis H37Rv (12). En el extracto total de la cepa de E. coli CE1224 (5y 10} ¥
transformada con el plasmido pAT97 (1 y 6); pAT96 (2y 7 ); pAA26 (3y 8); pBR322 (4 y
9). Los extractos protéicos de los carriles 1-5 fueron obtenidos de la cepa CE1224 crecida
con concentraciones altas de fosfato y los extractos protéicos de los carriles 6-10 fueron

obtenidos al crecer lacepa en escasez de fosfato.
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4.- Secuencia nucleotidica de las 650 pb arriba del codén de inicio del gen pstS-1 de M.
tuberculosis.

Con el objetivo de analizar los 650 pb arriba del coddn de inicio del gen pwiS-/ de
M. tuberculosis, ¢l fragmento de DNA conteniendo esta region fue subclonado y
secuenciado en ¢l plasmido pAT951 (figura 3). Al compararse cstas 650 pb con el gen lucZ
y los genes del operon pst de E. coli, se determind que 350 pb codificaban para la region
carboxilo del gen facZ y los restantes 307 codifican para la region carboxilo terminal de
una proteina con homologia del 60% con ¢l gen psiB de E. coli. Braibant es al., (1996a),
Braibant ef al., (1996b), Peirs ef af., (19997) identificaron varios genes de M. tubercutusis
que contenian homologia con los genes del operén pst de £ coli (pstS, pstd y psiC).
También reportaron una secuencia nucleotidica que mostré una identidad del 60% con el
gen psiB de E. coli. Al comparar esta uitima secuencia de M. tuberculosis con las 307 pb
que previamente habiamos secuenciado de la region arriba del gen pstS-/, se observd una

identidad del 100 % entre ambas secuencias (dato no mostrado).

5.- Estudios de complementacién para analizar si la proteina PhoB de E. cofi
reconoce alguna regién promotora del locus pst de M. tuberculosis.

Con los resultados anteriores se observé que probablemente la proteina de 160 kDa
es producto de la fusién traduccional enire los genes lacZpstBpsiS-1 siendo esta activada
por ¢l sisiema regulador del gen facZ de E. coli. Ademas, los resultados sugirieron que €l
péptido scfial de la proteina PstS-1 de M. whercilosis fue reconocido y procesado por
alguna peptidasa del sisterna de secrecion de £, cofi. Sin embargo. con estos resultados aun
no se determinaba. si el sistema regulador de fosfato de E. cofi reconocia o no algunos

promotores de los genes que regulan el metabolismo de fosfato en M. tuberculosis. Con el
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fin de aclarar este punto se disefiaron los experimenios de complementacion. esperando
que si cl sistema regulador por fosfatos de £ coli reconocia los prometores de M
tubereulosis, seria posible complementar varias mutantes en los genes del regulén de
fosfatos de E. coli y mediante esta metodologia  podrian aislarse eventualmente algunos
genes de M. ieberculosis involucrados en ¢l metabolismo de fosfato. Para esie propdsito sc
construyo una genoteca de M. whercnlosis en ¢l cosmido pYUB328 (ver maicriales y
métodos).

Con ¢f banco de los cdsmidos recombinantes de la genoteca pIT4COS construida en
este trabajo, se electroporaron diferentes mutantes en el sistema de regulacién de fosfato de
E. coli, en ningun caso se observd complementacion o reversion del fenotipo de estas
mutantes. Estos resultados sugirieron que ¢l sistema regulador de fosfato (PhoB) de E. coli

no reconoce los promotores de M. tuberculosis (datos no mostrados).

6.- Anilisis de las fusiones traduccionales.

Con el objetivo de estudiar el efecto de la concentracidn de fosfato en ia expresion
de las proteinas codificadas por los gencs det locus pst (pstB, psiS-1, pstCl y psiA2) de M.
tubercrlosis, se construyeron varias fusioncs traduccionales de este locus con el gen
estructural JucZ de E. coli.

Usando como detector homdloge ¢l fragmento de 2.1 kb (figura 14, parte b), que
contienc 104 pb del gen pstB, el gen pstS- y 858 pb del gen pstC, se identificaron en la
genoteca pIT4COS de M. mberendosis. 23 cosmidos recombinantes que contenian los
genes que conforman el locus pst (pstB. psiS-1. pstC-1. pst4-2). El patrdn de restriccion

generado con cada uno de estos cosmidos mostrdé que éstos poseian un fragmente de
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aproximadamente 30 a 45 kb. Para realizar las fusiones traduccionales se selecciond el
cosmido recombinarte pJT46C0S, ¢l cual contenia aproximadamente 40 kb del genoma
de M. tuberculosis. Los genes que conforman el locus pst se localizan en la parte central de
este fragmento.

Las diferentes fusiones traduccionales pst-facZ fueron censtruidas como se
describid en materiales y métodos y cada una de éstas fue  electroporada
independieniemente en la cepa de alta eficicncia de transformacion de ML smegmaris
mc’155.

La cepa de M. smegmaiis mc?155 se utilizo porque ¢sta s una bacteria del género
Mycobacteria, es de ripido crecimiento, no es patdgena v ademas no tienc actividad de f3-
galactosidasa y no contiene el gen pstS-/ (figura 11, carril 3 y 6) y tampoco expresa su
producto protéico, ¢l cual no fue inmunodetectado con el suero policlonal dirigido en contra
de la proteina PstS-1 {figura 13, carril 2 y 4). Inictandose con esta alternativa de expresion,
la caracterizacion molecular del locus pst de M. tuberculosis. en M. smegmatis. Sin
embargo, no podemos descartar de antemano las posibles diferencias en la regulacién del
fosfato entre ambas micobacterias.

La actividad de la fosfatasa alcalina se detecto en todas las M smegmatis
transformantes y M. smegmatis sin tranformar crecidas sin fosfato, pero la actividad
disminuyo considerablemente en las bacterias crecidas con 64 mM de KH,PO, (figura 14,
parte ¢). Con respecto a la expresion de la B-galactosidasa, sc detectd mayor actividad en
las transformantes M. smegmatis/ipI T1997F v M. smegmatis/plT19974 crecidas sin fosfato
(figura 14. parte ¢). Al climinar las 918 pb arriba del codon de inicio del gen pstB y 402

pb del gen estructural (pJT19972), la actividad de B-galactosidasa se redujé a la nitad
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Figura 13.- Inmunodeteccion de la proteina PstS-1 de M rubercufosis con el anticuerpo
policlonal anti PstS-1 en el extracto protéico total (5) y filirado de cultivo de M
tuberculosis H37Rv (6), en el extracto total de M. vaccae (1 y 3) y de M. smegmatis (2 'y
4). Los extractos protéicos de las carriles 1 y 2 fueron obtenidos al crecer las micobacterias
con concentraciones altas de fosfato y los extractos protéicos de los carriles 3 y 4 fueron

obtemidos al crecerlas en escasez de fosfato.
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comparada con la actividad obtenida con la transformante pJT19971. Sin embargo, al
eliminar las 918 pb arriba del codon de inicio de pstB. pstB, pstS-I y partc de pseC-1
{pIT19973). la actividad de la B-galactosidasa se redujo considerablemente. también
disminuy¢ drasticamente la actividad de f-galactosidasa al eliminar 733 pb de los 918 pb
arriba del codén de inicio del gen pstB (pJT19975). La actividad de B-galactosidasa
disminuy6 considerablemente en las transformantes crecidas con fosfato. exceptuando cn
la transformante M. smegmatis/p)T19974, en la cual sc detectd mayor actividad. En la
transformante M. smegmearis/pJT19976 disminuyd drasticamente la actividad de B-
galactosidasa en baja y alta concentracion de fosfato, probablemente esia disminucién en la
actividad fuc debido a que la region del gen psiC-1 de M. tuberculosis que se fusiend con
el gen lacZ se localizd extracitoplasmaticamente, lugar donde la B-galactosidasa no es
activa.

Mediante estas fusiones traduccionales, se observo que los genes que codilican para
las proteinas PstB, PstS-1 PstC-1 y PstA-2 respectivamente (pJT19971 y pJTI19972. son
activados por la concentracton de fosfato, ademas sc identifico v delimito indirectamente
con estas fusiones traducctonales, una probable region promotora arriba del codén de inicio
del gen pstB (pJT19974 y pJT19975), v otra probable regién promotora entre los 426 pb
arriba del codon de inicio del gen pseS-1 (pJT19972), la cual tambicn es activada por la

concentracion de fosfato.
7.- Expresion de la proteina recombinante PstS-1 de M. tuberculosis en M. smegmatis.
La proteina PstS-1 de M iubercidosis fue inmunodetectada con el anticuerpo

monoclonal TB71 anti-PstS-1 en extractos protéicos de las transformantes de M.
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smegmatis! pT19971 y M. smegmeatis/pJT19972, crecidas con y sin fosfato (figura 15,
carril 1-4). Estos resultados también permitieron sugerir que ademas de la region promoiora
wlentificada arriba del codon de inicio del gen pstB, existe otra probable region promotora
localizada arriba del codén de inicio del gen pstS-{. Resuitados similares también fueron
observados con la transformante de M. smegmatis/pIT19976. El plasmido pJT19976
contiene 104 pb del gen psiB. todo el gen pstS-f y 858 pb del gen pstC-/. La region del
gen pstC-/  f{usionada cn fase con el gen lucZ de E. coli, codifica para una region de la
proteina PstC-1 probablemente localizada extracitoptasmaticamente, lugar donde la B-
galactosidasa no es activa. Para predecir la orientactén de esta region en la membrana
citoplasmatica se utilizd el programa TMPred (disponible en
http/fwww.ch.embnet.org/softwere/TMPred). No obstante que con esta construccion no se
detecto actividad de la B-galactosidasa en condiciones de crecimiento con y sin fosfato, si

fue posible inmunodetectar la proteina recombinante PstS-1 (resultados no mostrados).

8.- Caracteristicas de¢ la proteina PstS-1 de M. tuberculosis expresada en
M. smegmatis.

Observamos que esla proteina recombinanie es secretada al medio de cultivo y se
une a ConA (figura 16, parte b), al igual que la proteina nativa de M. rubercudosis como lo
obscrvo Espitia et al., (1989b). Ademids en geles de doble dimensién la proteina nativa
como la recombinante, presentaron tres puntos isoeléctricos (figura 16, parte a). Finalmente
observamos la misma intensidad de reaccton de ambas proteinas con sucros de pacienies

con luberculosis pulmonar (resultados no mostrados).
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Figura 15.- Inmunodeteccidon de la protetna PstS-1 con el anticuerpo
policlonal anti PstS-1 en el extracto protéico total de M. smegmatis
(6) y M. smegmatis transformada con el plasmido pJT19971 (1 y 2);
pIT19972 (3 y 4);, pIT19973 (5). Los extractos protéicos de las
carriles 1 y 3 fueron obtenidos al crecer M smegmatis con
concentraciones altas de fosfato y los extractos protéicos de fos
carriles 2, 4, 5 y 6 fueron obtenidos al crecerla en escasez de

fosfato.
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Figura 16.- En la parte (a) se muestra la inmunodeteccion de la proteina PstS-1 con el
anticuerpo policlonal anti PstS-1 en una electroforesis de doble dimension de la proteina
nativa de M. ruberculosis H37Rv (1) y de la proteina recombinante PstS-1 de M
tuberculosis expresada en M. smegmaris (2). En la parte (b) se muestra la deteccion por
inmuno-blot de la uni¢n de la concanavalina A con la proteina PstS-1 de una fraccidn
enriquecida del filtrado de cultivo de A ruberculosis (carril 1) y de una fraccion

enriquecida del filtrado de cultivo de AL smegmatis trasformada con el plasmido pJT19971.

57



VIIL.- DISCUSION.

En el presente trabajo se estudid la expresion de los genes que cedifican para las
proleinas que probablemente estdn involucradas en ¢l transporte de fosfatos de M
tuberculosis en M. smegmatis, en condiciones de crecimiento con fosfato y/o deprivacion
del mismo.,

El estudio del metabolismo de fosfatos en E. coli y otras bacterias ha sido abordado
principalmente mediante la utilizacién de mutantes en los genes de interés. La observacion
de que mutantes de £. coli en los genes que codifican para el activador transcripcional
PhoB v la fosfatasa alcalina, fueron complementadas con los genes phoB y phod de
Pseudomona aeruginosa (esta bacteria poseé una proporcion de guanina y citocinas en su

genoma similar a la de M. tuberculosis), nos dié la pauta para utilizar esta estrategia con

M. tuberculosis a fin de identificar los genes de la bacteria involucrades en el metabolismo

de fosfato, (Filloux er af 1988; Anba er al., 1990; Cole er al., 1998; Stover er al_, 2000).
Sin embargo, en ningin caso fue posible complementar las mutantes de E. coli en los genes
phoE, phod, phoB-phoR psiSCAB-phol/ con €l banco gendmico de M. tuberculosis
(pJT4COS). Los resultados sugieren que la RNA polimerasa y el activador transcripcional
PhoB de £. cofi no reconoce los promotores de los genes involucrados en la asimilacion de
fosfato de M. ruberculosis. Se ha observado que algunos genes de M. tuberculosis pueden
complementar mutantes de E. coli solo a través de fusiones transcripcionales entre la
regiones promotora de E. coli y el gen estructural de M. tuberculosis (Garbe et al., 1990;
Andersen y Hansen er al., 1993). Respecto a la expresion de la proteina PstS-1 (36 kDa)

de M tuberculosis en E. coli es posible que esta proteina haya sido el producto de una
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fusién traduccional con lacZ y que alguna peptidasa de esta bacteria haya reconocide el
péptido sefial de la proteina PstS-1 de M. tuberculosis.

El uso de bacterias no patdgenas que sustituyan a las patdgenas en el estudio de
regulacion y expresion de genes es una herramienta muy importante y de gran significancia,
especialmente cuando se trata de patégenos de crecimiento lento como M. tuberculosis
(tiempo de generacion aproximadamente de 20 horas), el cual ademds requiere para su
manipulacién de un laboratorio de alta seguridad (nivel 3). Dentro del género
Mycobacterium existen miembros no patogenos de crecimiento rapido como M. vacecoe y
M. smegmatis (tiempo de generacion 2 horas), que han demostrado ser una alternativa para
fa expresion de genes de M. fuberculosis, asi como en la caracterizacién molecular de
algunos sistemas genéticos {Garbe er af., 1993; Harth er al_, 1997). En ¢l presente trabajo se
utilizé a M. smegmatis como bacteria modelo para estudiar los genes que participan en la
captacion y transporte de fosfato en M. ruberculosis. A diferencia de E. coli, 1a cepa de M.
smegmatis mc*155 de alta frecuencia de transformacion nos permitié caracterizar los genes
del locus pst de M. tuberculosis (psiB, pstS-1, pstC-I, pstd-2). Se eligio M. smegmatis
mec?155 debido a que esta bacteria no tiene actividad de B-galactosidasa y posiblemente no
contiene los genes analogos al locus pst de M. ruberculosis, ademas se observd en este
trabajo que la expresion de la fosfatasa alcalina en M. smegmaris es activada o reprimida
por la concentracion de fosfato en el medio de cultivo; resultados similares fueron
reportados previamente por David, (1977). En M. tuberculosis Casal y Linares, (1984),
detectaron actividad de esta enzima, sin embargo no se ha encontrado alguna secuencia

andloga al gen phod de E. coli en el genoma de M. ruberculosis (Cole et al., 1988).
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Con los resultado de las fusiones traduccionales se observd un incremento en la
expresion de la actividad de la P-galactosidasa en escasez de fosfato en M. smegmatis
transformada con el plasmido, pJT19971, pIT19972 y pJT19974. Con las construcciones
pIT19974 y pJT19975 se delimité una probable region promotora localizada hacia arriba
del codén de inicio del gen pstB. También se identificd otra probable regidn promotora
arriba del codén de inicio del gen pstS-7, con la construccién pJT19972, en la cual se
eliminaron 918 b arriba del coddn de inicio del gen pstB y 402 b del gen estructural. En
contraste, la actividad de pB-galactosidasa disminuyd considerablementc cuando se
eliminaron ambas regiones promotoras arriba de los genes pstf y pstS-1, respectivamente
{(pJT19975 y pIT19973). El andlisis de la estructura secundaria de las proteina PstC y PstA
de E coli asi como de las proteinas PstC-1 y PstA-2 de M. ruberculosis tevela que’
posiblemente tienen de 5 a 6 hélices transmembranales. En la transformante M.
smegmatis/pJT19976 no se observé un incremento en la expresion de la B-galactosidasa en
escasez y alta concentracién de fosfato, una explicacién probable a este resultado es que la
parte del pstC-1 que se fusiond con el gen facZ codifica para una region de la proteina
PstC-1 queda expuesta hipotéticamente hacia el periplasma, lugar donde la B-galactosidasa
no es activa, La deteccion de la proteina PstS-1 de M 1uberculosis en los extractos
protéicos y filirados de cultivo de la transformante M smegmaris/pJT1996 es debida
probablemente a la existencia de alguna regién promotora entre las 426 b antes del codén
de inicio del gen pstS-1 y su activacién depende de un sistema regulador de fosfatos de M.
smegmalis.

El analisis de la actividad de la B-galactosidasa de las fusiones traduccionales de los

genes que integran el tocus pst de M. tuberculosis con el gen estructural facZ de E. coli, en
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M. smegmaiis transformada con cada una de éstas y crecida en un medio en escasez de
fosfato y otro con alta concentracién de fosfato, permitié sugerir que la expresion de las
proteinas codificadas por los genes pstB, pstS-I, pstC-1 y psid-2, es regulada por la
concentracion  de  fosfato, incrementando su expresion en escasez de fosfato y
disminuyendo su expresion con alto fosfato. Ademds, con estas construcciones se identificé
indirectamente una regién promotora arriba del codén de inicio del gen pstB y otra entre las
426 pb arriba del codén de inicio del gen pstS-/. Ambas regiones promotoras son activadas
por la concentracion de fosfato en el medio de cultivo.

Dale y Patky, (1990} previamente reportaron la presencia de una regién consenso
(caja de fosfatos) arriba del codon de inicio del gen pstS-1 de M. tuberculosis similar a la
caja de fosfatos de £ coli. Analizando la secuencia de la probable region promotora
localizada arriba del coddn de inicio del gen pstB, se identifico también una probable caja
de fosfatos, La identificacidn de la region —10 del gen psiB se hizo por comparacion de la
secuencia nucleotidica arriba del codon de inicio de este gen con las regiones —10 que
previamente describieron Bashyam et al., (1996) (tabla 2). Los genes del locus pst de M.
tuberculosis codifican para proteinas homélogas a las del operdn pst de E. coli. Una de las
diferencias notables con el operdn pst de E. coli, es el orden de los genes, ademas de la
ausencia del gen pholJ en el locus pst de M. tuberculosis. Se ha demostrado que la proteina
PhoU regula negativamente el regulon de fosfatos en E. coli. Adn se desconoce como se
lleva a cabo esta regulacion negativa, no se ha establecido si se debe a la interaccion
molecular de la proteina PhoU con la proteina activadora transcripcional PhoB o con la
proteina sensora PhoR. Sin embargo, en ¢l genoma de M. ruberculosis se han identificado

dos proteinas, PhoY 1 [Rv3301c] y PhoY2 [Rv0821¢] con homologia a la proteina Phol.
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Gena Caja de fosfatos Distancia Caja de fosfatoa Diatancia Reqlén —10 Distancia Shine Distancia codSn

dons nimaro de uno nlimero de ofimere de Dalgarno nimerc da de inicio
Lages bases bases bases de la traducclén
Ec phoA CTGTCATARAGTIGTCAC 10 TATAGT a3 GGAG 8 b oTG
Ee phoB TTTTCATAAATC TGTCAT 16 CATAAT a7 AGG 7b ATG
Ee phoZ CTGTAATATATCTTTAAC 10 TAAAAD 55 AGGA § b ATG
Ec pstS CTGTCATAAAACTGTCAT ‘ CTTACATATAACTGTCAC 1e TATTTT a0 AGGAG 5 b ATG
Mt pscs-1 CTGICGGGGGAC  GICA 15 GAAATT 10 GAAAGG 5 pb GTG
Mt path CTCTCCARGGGGTCETCG 100 GRAATC 64 ARGG 21 pb ATG

Tabla 2. Comparacién de las prebables cajan de fosfatos de los genes pstS y pstS-1 da M. tuberculesis (KMt) con las cajas de foafato de 198 ganes

involucrades en el metabolismo de fosfato de K. coll (EC).



Iguaimente, se¢ han identificado otras proteinas reguladoras, PhoR/PhoP [Rv0758/Rv0757]
con homologia a proteinas involucradas en la regulacién de fosfato de B. subtilis (Cole et
al., 1998).

Otras proteinas homélogas a la PsiS-1,  PstS-2 y PstS-3 han sido descritas en M,
tuberculosis  (Lefevre et al, 1997). Los genes que codifican para estas proteinas
probablemente son transcritos en operones y se localizan arriba del locus pst caracterizado
en este trabajo. El gen que codifica para la proteina PstS-3 es posiblemente el primer gen
del transcrito, seguido por los genes pstC-2 y psid-1. El gen que codifica para la proteina
PstS-2 es probablemente también el primer gen del transcrito seguido por el gen que
codifica para una proteina cinasa de serina-treonina (Mbk o PknD). La duplicacion de los
genes PstS también ha sido reportada en M. intracellulare y en M. lepraec (Thangaraj et
al., 1996; Cole et ai., 2001).

La caracterizacion motecular del gen que codifica para la proteina PstS-1 de M.
tuberculosis en M. smegmatis nos permitio reafirmar el uso potencial de esta bacteria en ¢l
estudio de algunos genes involucrados en el metabolismo dei fosfato. Por otro lado,
observamos una reaccidn con los sueros de los pacientes con tuberculosis pulmonar similar
entre la proteina nativa y la proteina recombinante. Ademas, la proteina recombinate fue
glicosilada y secretada en el medio de cultivo, confirmando las resultados previamente
observados con la proteina nativa por Espitia er «f., (1989). El andlisis del punto
isoeléctrico entre ambas proteinas fue similar.

El estudio de la regulacién génica para ¢l metabolismo de fosfatos en diferentes
bacterias, ha permitido comparar diversos sistemas génicos y determinar variaciones entrc
¢stos. Por ejemplo, en el grupo de las enterobacterias como Salmonella typhi y Salmonella

typhimurivm  no se ha detectado expresion de la fosfatasa alcalina cuando éstas son



crecidas en condiciones limitantes de fosfato (Schlesinger y Olsen 1968). Aparentemente
el género Salmonellu no contiene el gen phod. No se ha encontrado en el genoma de S.
tvphi alguna secuencia homologa al gen phod de E. coli, pero si contiene los otros genes
del regulén como phoBR, phok, pstSCAB-pholU (Jiang et al., 1995). En Shigefla flexneri se
ha demostrado que la leucina en la posicién 172 de la proteina transcripcional PhoB
{arginina en E. eoli), es la responsable de la ausencia de actividad de la fosfatasa alcalina y
la ausencia de expresion de la porina PhoE; no obstante ambos genes han sido
identificados en esta bacteria (Scholien ef al., 1994) . En la bacteria Gram-positiva Bacillus
subtilis, a diferencia de E. coli, el sistema Pst solo participa en el transporte de fosfato
pero no en la regulacién génica negativa (Sun ef al., 1996; Qi et al, 1997) . En
Pseudomona aeruginosa recientemente se caracterizé el operén pst y no se identifico el
gen homologo pstS (Nikata et al., 1996)

Recientemente, Peirs e al., (2000} observaron en dos cepas de M. bovis virulentas
y en cuatro M. bovis BGC, una adenina adicional en la posicién 829 del frente de lectura
abierto del gen que codifica para la proteina, Mbk (o PknD), ocasionando esta insercién la
pérdida del frente de lectura abierto, resultando en la codificacion de una proteina truncada
de 30 KDa en lugar de una de 70 kDa. El gen que codifica para esta proteina es
cotranscrito con el gen pstS-2 en M. tuberculosis. Por otra parte, Braibant y Content, (2001)
observaron que contrario a lo reportado en otros microorganismos, en M. bovis BCG no se
identifico alguna fosfatasa que fuera regulada por la concentracion de fosfato en el medio
de cultivo. En M leprae, se han encontrado cuatro probables genes pstS, los cuales se
localizan en diferentes posiciones en el genoma con respecto a lo observado en M
tuberculosis. La secuenciacion del genoma M. /eprae ha sido concluida v se ha observado

que la mayoria de los genes de esta bacteria son probablemente no funcionales
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(pseudogenes). Dentro de este grupos de genes se encuentran los genes andlogos al
probable operén pstS-3/pstC-2/pstA-1 y al probable operén pstS-2/mbk de M. tuberculosis
(Cole er al., 2001).

El estudio de la expresion y regulacion de los genes que participan cn el
metabolismo de fosfawos de M. ruberculosis es importante desde el punto de vista de la
biologia de la micobacteria asi como en la participacion de sus productos en la relacion

huésped-bacteria.
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IX.- CONCLUSIONES.

1).- El sistema regulador de fosfato (PhoB) de £ coli no reconoce algin promotor del locus
pst de M. ruberculosis.

2)- M smegmatis y M. vaccae son potencialmente utiles para estudiar la regulacion
genética por fosfato en las micobacterias y posiblemente también permitiran caracterizar la
expresion y regulacion de los genes de M. rubercrdosis regulados por fosfatos.

3).- El andlisis de la actividad de la B-galactosidasa de las fusiones traduccionales de los
genes que integran el locus pst de M. rubercudosis con el gen estructural lacZ de E. coli, en
M. smegmatis transformada con cada una de éstas y crecida en un medio en escasez de
fosfato y otro con alta concentracion de fosfato, permitié sugerir que la expresion de las
proteinas codificadas por los genes pstB, psiS-1, pstC-1 y pstA-2, es regulada por la
concentracién de fosfato, incrementando su expresion en escasez de fosfato y
disminuyendo su expresién con alto fosfato. Ademas, con estas construcciones se identificé
indirectamente una regién promotora arriba del codon de inicio del gen pstB y otra entre las
426 b arriba del coddn de inicio del gen pstS-/. Ambas regiones promotoras son activadas

por la concentracion de {osfato en el medio de cultivo.
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X.- PERSPECTIVAS.

El estudio de los mecanismos moleculares que utiliza Mycobacterium tuberculosis
para metabolizar el fosfato tiene dos perspectivas; la primera es estudiar la regulacién
molecular que tleva a cabo esta bacteria para asimilar el fosfato; la segunda es dilucidar los
mecanismos mediante los cuales, M. fuberculosis es capaz de sobrevivir en condiciones
limitantes de fosfato y establecer la posible participacion e interaccion de las proteinas
involucradas en la relacion huésped-bacteria.

Debido a su lento crecimiento y al alto nivel de bioseguridad que se requiere para
manipular al bacilo de la ruberculosis, en el presente trabajo se evaludé el uso de
micobacterias no patégenas y de rapido crecimiento como M. ymegmatis para estudiar la
expresién de genes de M. fuberculosis. Los resultados obtenidos hasta ahora muestran que
M. smegmatis podria ser de gran utilidad para estudiar la regulacién por fosfatos en las
micobacterias, asi como en la caracterizaracién de la expresion y la regulacion de algunos
genes de M. wberculosis,

La caracterizacion molecular del locus pst de M. ruberculosis en M. smegmatis a
través de la cuantificacion de la actividad de la B-galactosidasa, nos permitiG establecer las
condiciones de escasez y de alta concentracidn de fosfato en el medio de cultivo para
iniciar el estudio de {a regulacion de fosfato por las micobactenas.

A través de la mutagenesis sitio dirigida de las dos probables regiones promotoras
identificadas en el locus psr de M. 1uberculosis y mediante la generacion de mutantes de M.
smegmatis y de la complementacidn de €stas con un bance gendmico de M. smegmatis o M.

tuberculosis, se podra identificar. aislar y caracterizar los genes que codifican para las
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proteinas involucradas en la regulacién de fosfatos. Ademas la generacién de fusiones
transcripcionales o traduccionales de los otros genes pstS identificados en M. ruberculosis
con un gen reporiero, permitiran definir su participacion en ¢l metabolisme de fosfato.

La secuenciacién del genoma de M mubercudosis, M. hovis, M. bovis BCG, M.
leprae y M. smegmatis; 1as micro-agrupaciones gendmicas en portacbjetos (microarrays); el
analisis global de la expresion de proteinas en geles desnaturalizantes de poliacrilamida a
través del uso del sistema de doble dimension {proteomics); la utilizacién de genes
reporteros fluorescentes y los ensayos de invasidn con diferentes lineas celulares abren la

posibilidad de comprender de una forma integral las diferencias entre las micobacterias.
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The functionality of the putative Mycobacterium tuberculosis phosphate transport operon was
studied by operon-facZ promoterless fusions in Mycobacterium smegmatis. The expression of the
operon genes was evaluated in transformed M. smegmatis growing in medium with low and high
phosphate concentration. Although the gene fusions expressed p-galactosidase in medijum with
phosphate, a higher activity was detected in bacteria growing in medium with low phosphate. In
contrast, alkaline phosphatase activity from M. smegmalis was detected only in bacteria growing
in medium with low phosphate. The expression of the operon genes was driven by a promoter
located 5° upstream from the start codon of the pst8 gene. A second putative internal promoter
5 upstream of the pstS-1 gene was also detected. Furthermore, comparative analysis between
the native and recombinamt PstS-1 proteins showed that they were very similar, Like the native
protein, the recombinant protein was also secreted to the culture medium as a glycosylated band.
The results show that M. smegmatis recognized phosphate regulatory signals of the M. tuberculosis
phosphate transport operon genes, and copen the possibility to study gene phosphate regulation
in mycobacteria. © 2001 Academic Press

Key words: Mycobacterium tuberculosis 38kDa (PstS-1), phosphate starvation, pst operon, alkaline
phosphatase, Mycobacterium smegmatis.

third of the human population is infected with
Mycobacterium tuberculosis. A small percentage of
infected individuals develop clinical symptoms

Introduction

Tuberculosis remains a prominent cause of death
in the world. It has been estimated that one-
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and succumnb to the disease, accounting for three
million deaths per annum [1]. In the last years,
the emergency of M. tuberculosis multidrug-re-
sistant straing has become a serious threat to the
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population. Moreover, protection by the BCG
vaccine against M. fuberculosis infections has
shown variable efficacy between populations [2).

The identification and functional charac-
terization of those bacterial gene products that
are spexifically required for infection is essential
to understand the mechanisms by which M.
tuberculosis causes disease.

Non-pathogenic mycobacteria offer several
potential advantages for characterization of
pathogenic mycobacterial genes; in addition to
easy manipulation and faster growth, Myco-
bacterium smegmatis for example, expresses gene
products of M. tuberculosis with post-trans-
lational medifications similar to the native pro-
teins and is able to recognize M. fuberculosis
regulatory signals [3-5].

It is known that many bacterial virulence
genes are expressed under stress conditions [6].
When Escherichia coli is deprived of phosphate
(a fundamental component in the biochemistry
of the microorganisms) the pho regulon is turned
on and the transcriptional activator PhoB, is
phosphorylated by PhoR (7, 8]. Phosphorylated
PhoB together with the o™ subunit of the RNA
polymerase activates the transcription of phoE,
phoA, pstSCAB-pholl and phoBR. phoE encodes
an outer membrane protein PhoE, phoA codes
for alkaline phosphatase PhoA, pstSCAB-pholl
codes for the phosphate specific transport sys-
tem (Pst) and phoBR codes for the regulatory
proteins [7-9]. When inorganic phosphate is
available in the culture medium, PhoR de-
phosphorylates PhoB and in this form the pro-
tein is unable to bind to the phosphate box (pho
box). The last gene of the pst operon, pholl, is
probably a negative regulator of pho regulon
[10-12). PhoB may also be phosphorylated by
transmembranal protein CreC, but the gene is
not regulated by pho regulon [13-15]. Many other
proteins seem to be regulated by phosphate in
E. coli [16).

After invasion of host cells by Salmonella typhi-
murium, the induction of the pho regulon has
been reported {17]. Moreover, mutations in
genes of the pst operon can attentuate the viru-
lence of E. coli or increase invasiveness [18, 19].

Phosphate regulation in the pathogenic M.
Etuberculosis is not well understood despite one of
the most studied antigens of M. tuberculosis, the
immunodominant 38 kDa protein, {antigen 5, an-
tigen 78, Pab or PstS-1) {20-23], being shown to
be involved in phosphate transport [24, 25]. The
gene encoding Pst5-1, was initially isolated from
a Agtll M. tuberculosis DNA expression library
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with a monoclonal antibody [26]. The deduced
amino acid sequence showed a high degree of
similarity with P’stS (PhoS), the phosphate bind-
ing protein of E. coli which belongs to Pst [27-29].
Since then, other M. fuberculosis PstS-like proteins
have been identified, such as Pst5-2 and PstS-3.
PstS-1 belongs to the putative phosphate specific
transport operon (pst), pstB, pstS-1, pstC- and
pstA-2. PstS-3 forms part of a second potential
operon pst§-3, pstC-2 and pstA-1 and PstS-2 prob-
ably forms an operon together with the mbk gene
(mycobacterial protein kinase) that is located be-
tween the two pst potential operons and tran-
scribed in opposite orientation [30-33].

A putative pst opercn has also been cloned
and sequenced from M. intracellulare (mipstS-2,
mipstB, mipstS-1a, mipstS1-b and mipstC-1) [34],
and four pst-like operons have been defined in
M. leprae [35].

Previous studies have shown that the syn-
thesis of Pst5-1 antigen is enhanced when M.
tuberculosis is grown under phosphate starvation
conditions [24, 25]. The same results were dem-
onstrated for the PstS-1, Pst5-2 and Pst5-3 pro-
teins of M. bovis [33].

In this work, we study the expression of the
M. tuberculosis pst operon in M. smegmatis grown
in high phosphate and phosphate starvation
conditions. Our results show the functionality
of the M. tuberculosis pst operon in M. smegmatis
and demonstrate the importance of the use of
the non-pathogenic mycobacteria as surrogate
hosts for the expression of M. tuberculosis genes.

Results

Cloning of the pst operon from M.
tuberculosis genomic library in pYUB328
cosmids

From 46 cosmid colonies isolated in the first
screening of the M. tuberculosis cosmid library
with the 2.1 kb Pyull DNA fragment as a probe
[Fig. 1(b)}. only 23 gave positive hybridization
signals by Southern blot analysis. A clone con-
taining the complete pst operon {p]T46COS) was
chosen for lacZ translational fusions.

Demonstration that the genes of the pst
operon from M. tuberculosis are organized
in an operon and determination of the
promoter regions

M. tuberculosis pst operon-lacZ translational fu-
sions were constructed as described and ana-
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Figure 1. (a) Schematic diagram of the chromosomal region of M. tuberculosis H37Rv containing the pst
putative operons. Orientation of gene transcription is indicated by arrows. (b) DNA probe used for screening
of M. tuberculosis cosmid DINA library. (c) Translation fusions of different segments of the M. tuberculosis pst
operon with the promoterless lacZ gene of E. coli. B-gal and alkaline phosphatase (PhoA) activities were
measured in M. smegmatis transformed with these fusions and grown in medium with low (LP) and high

phosphate (HP') concentrations.

lysed in M. smegmatis {Fig. 1(c}]. B-galactosidase
(B-gal) activity was detected in M. smegmatis
transformed with pJT19971 when grown in TG
medium with phosphate. As expected, alkaline
phosphatase activity expressed by M. smegmatis,
was not detected under those conditions. In
contrast, when phosphate was omitted from
the TG medium, §-gal activity increased and
alkaline phosphatase activity was now detected.
Similar results were observed with pJT19972,
despite the deletion in this construct of 918 bp
of the putative promoter region and 402 bp of
the pstB. The result showed the presence of
promoter activity upstream of pstS-1, which is
decreased when pst5-1 was removed as observed
with the construct pJT19973. These results were

further confirmed by antibody detection of Pst5-
1 protein in M. smegmatis cell extracts from
pIT19971 and pJT19972 grown in medium with
high and low phesphate conditions, but not in
cell extracts from pJT19973 (Fig. 2). Pst5-1 was
also undetectable in culture filtrates from un-
transformed or vector transformed M. smegmatis
grown in both phosphate conditions (results not
shown). The promoter region located upstream
of pstB gene was then delimited with constructs
pIT19974 and pJT19975, the first contains pu-
tative 918bp 5" upstream of pstB, when 733 bp
were removed (pJT19975) B-gal activity was ab-
olished [Fig. 1(c)]. Taken together, these results
indicate that the pst genes are part of an operon,
and their transcription is driven by two promoter
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Figure 2. Westemn blot analysis of M. smegmatis re-
combinant cell extracts from bacteria transformed
with p[T19971, pJT19972 and pJT19973. Pst5-1 protein
was detected with a rabbit polyclonal antibody. M.
smegmatis transformed with pjT19971 and grown in
high {lane 1) and low {lane 2) phosphate con-
centrations. M. smegmatis transformed with pjT19972
and grown in high (lane 3) and low (lane 4) phosphate
concentrations. Lane 5, M. smegmatis transformed
with pJT19973 and grown in low phosphate con-
centrations. Lane 6, M. smegmatis untransformed and
grown in low phosphate.
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Figure 3. (a) 2D-gel of {1) native and (2) recombinant
Pst5-1. Three different acidic spots were found to
react with monoclonal antibody TB71. (b} Detection
of ConA binding by Western blot of M. tuberculosis
Pst5-1 CF enriched fraction (lane 1) and M. smegmatis
recombinant Pst5-1 CF enriched fraction (lane 2).

tegions, one located 5" upstream of psiB and the
other upstream of psts-1.

Expression of M. tuberculosis recombinant
phosphate transport protein PstS-1

The PstS-1 protein was detected by immunoblot
with a rabbit TB71 monoclonal antibody against
PstS-1 in culture extracts from M. smegmatis
transformed with pIT19971 [Fig. 3(a), panel 2].
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The recombinant PstS-1 expressed in M. smegma-
tis was secreted into the culture medium and
bound ConA [Fig. 3(b)], as previously described
for the M. tuberculosis native protein [36]. 2D-
gel analysis showed that both native and re-
combinant PstS-1 shared three spots with an
isoelectric point which ranged between 4.5 and
5 [Fig. 3(a)]. Finally it is worth peinting out that
antibodies from pulmonary tuberculosis
patients sera reacted with both the native and
the recombinant Pst5-1 protein with the same
intensity (data not shown).

Discussion

In this work, the expression of the phosphate
specific transport genes of M. tuberculosis was
characterized in the fast-growing M. smegmatis.
The expression of a set of translational fusions
of the pst M. tuberculosis operon with the struc-
tural E. coli lacZ gene was analysed by measuring
f-gal activity in bacteria growing in high and
low phosphate media. Our results confirm that
M. tuberculosis pst genes are organized in an
operon that is regulated by phosphate, and are
in agreement with previous observations where
an increased Pst5-1 expression was detected in
bacteria grown in low phosphate conditions [24,
25). The results also showed that expression of
the operon could be driven by two promoters
located upstream of the start codon of pstB and
pst5-1 and suggest that regulatory signals of the
M. tuberculosis pst genes are being recognized
by M. smegmatis. This is in contrast to E. coli
which did not recognize phosphate regulatory
sequences in M. tuberculosis as was demonstrated
by the failure of M. tuberculosis to complement
E. coli phe mutants (results not shown).

The existence of pst5-1 pho  box-like
(CTGCTCGGGGGAC-CTCA) and —10 region
(GA-AATT) upstream of pst5-1 which show sim-
ilarities with E. coli pho box and — 10 consensus
sequence (identical nucleotides are underlined)
has been previously reported [37]. Analysis of
putative promoter regions upstream of pstB gene
also showed a putative pho box-like region
{(CTCTCGAGGGGGTC-GTGG) and —-10 region
(GA-AATC). Comparison of pstB and pst5-1 pu-
tative —10 regions with those described pre-
viously [38], showed identical bases in positions
2 and 4, in addition pst5-1 showed an identical
base in position 6 of the hexameric M. smegmalis
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—10 consensus sequence. Four regions dis-
tributed in the two phe box have been identi-
fied that interact with the phosphorylated
transcriptional activator phoB in E. coli under
phosphate starvation conditions. Three of them
have the sequence TGTCA and one TTACA [39].
In pho box-like of pstS-1 and pstB these motif
were not found.

It is worth noting that alkaline phosphatase
activity could only be detected in M. smegmatis
when it was grown in culture medium without
phosphate. Induction of alkaline phospho-
monoesterase of M. smegmatis by inorganic
phosphate has been reported previously [40].
Alkaline phosphate activity has been reported
in M. fuberculosis [41], however homologous se-
quences to the phoA gene have not been iden-
tified in the M. tuberculosis genome sequence
{42].

The pst operon of E. coli (pstS-pstC-pstA-pstB-
pholl) and the proposed pst operon of M. tuber-
culosis (pstB/pstS-1/pstC-1/pstA-2} encode sim-
ilar proteins [31}. The most notable difference
between the two operons is the arrangement of
the genes and the absence of pholl in the M.
tuberculosis pst operon. This gene is located at
the 3" end of the E. coli operon and encodes a
cytoplasmic protein required for repression of
the pho regulon but apparently not required for
phosphate transport [10-12]. However, in M.
tuberculosis two pholl homologous proteins,
PhoY1 {Rv3301c) and PhoY2 (Rv(82ic), were
identified in the recently sequenced genome [42].
In addition, other phosphate transport systemn
regulatory proteins have been identified, as
PhoR/PhoP-like  proteins (Rv0758/Rv0757)
which are similar to the sensor and tran-
scriptional regulatory proteins from B, subdilis,
respectively.

Two additional putative PstS proteins, en-
coded by Rv(0928 and Rv(932, were identified
forming part of the putative operons, pstS-3/
pstC-2/pstA-1 and pstS-2/mbk. In the former
there is not a pstB gene, while in the latter there
are only two genes [32, 43]. Duplication of pst5
genes has also been described in Mycobacterium
mtracellulgre ATCC 35761 and in M. leprae |34,
35].

In this work, we also characterized the re-
combinant PstS-1 expressed in M. smegmatis. The
Pst5-1 protein is one of the most important
immunodominant antigens of M. Huberculosis
and was the first protein shown to be involved in
phosphate metabolism. The recombinant Pst5-1
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protein was recognized in sera from M. tuber-
culosis infected individuals in the same form as
the native protein. In addition, both proteins
were glycosylated and secreted into the culture
medium confirming previous observations [36].
They also showed the same isoelectric point.
Together these results indicate that native and
recombinant Pst5-1 are very similar in ex-
pression and biochemical characteristics. All
these observations point out the importance of
M. smegmatis as a surrogate host for studying
M. tuberculosis gene transcription and regulation.

It should be noted, that phosphate regulatory
systems have their own peculiarities depending
on the microorganisms. Salmonella, for instance,
does not have alkaline phosphatase [44]. In S.
flexneri, a single nucleotide change in phoB with
regard to phoB from E. coli is responsible for
differences in the expression of phoE and phoA
[45]. The pho regulon in B. subtilis is positively
regulated by a two component transduction sys-
tem (PhoP/PhoB), and other genes such as resD
and resE are involved in positive regulation of
aerobic and anaerobic respiration [46]. The pst
operon of Pseudomona aeruginosa is the most
different from the other bacteria in that it does
not have the pstS gene [47]. From these com-
parisons, it is clear that among the prokaryotes,
duplication of the pst gene has only been docu-
mented in the genus, Mycobacterium. There are
three PstS proteins in M. tubercudosis; how these
systems are regulated and how they relate to
the host-bacterial interaction are very interesting
questions to be explored.

Materials and Methods
Bacterial strains and plasmids

E. coli DH5a1(} were used as a host for the
recombinant plasmids. Mycobacterium fuber-
culosis H37Rv was obtained from ATCC. Myco-
bacterium smegmatis mc?155 was used as the host
strain for the shuttle vector pMV261 [48] and
their derivatives. The pMC1871 plasmid was
used as a source of E. coli lacZ gene promotorless
[49].

Screening of the cosmid library

The 21kb Puull DNA fragment from LAA60,
containing the 3" end of pstB gene, the complete
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pst5-1 gene and the 5 end of pstC-1 was used
as a probe for screening a cosmid library of M.
tuberculosis H37Rv in pYUB328. The probe was
labelled with digoxigenin (Boehringer, Mann-
heim, Germany} and filters were pre-hybridized
and probed at 42°C in 6 x S5C, 50% formamide,
0.05% skimmed milk overnight. Afterwards, fil-
ters were washed twice in 2 x 55C, 0.1% SDS for
15 min each, and once in 0.2 xSSC, 0.1% SDS,
for 15 min and developed. Positive colonies {46)
were picked and grown overnight in cultures of
LB media with ampiciltin {100 ug/m}}. Cosmid
DNA was isolated by using the Plasmid Isolation
Kit (Qiagen, Inc., Valencia, CA, U.S.A ) following
the manufacturers instructions. DNA samples
were digested with Poull, separated in agarose
gels and transferred by blotting onto nylon filters
{Amersham Pharmacia Biotech, U.K.). The mem-
brane was probed and developed as described
above. From the 23 cosmid samples that were
positive and contained similar inserts, one was
randomly chosen.

Construction of M, tuberculosis pst-lacZ
translational fusions

A 4600bp Notl-Ball fragment from pJT46COS
containing 962 bp upstream from the GTG start
codon of the psiB gene, the structural pstB, pstS-
1, pstC-1 and 267 bp of pstA-2 was filled in the
5 Notl overhang using T4 DNA polymerase
and inserted in the Hpual site of shultle vector
pMV261. The resulting pJT199701 was linearized
with Clal and the 5 overhangs generated were
filled using T4 DNA polymerase. The lacZ gene
released from pMC1871 by digestion with Sall
and the 5 overhangs generated were filled using
T4 DNA polymerase. This gene was then sub-
cloned in pJT199701 to obtain the translation
fusion pJT19971.

A 418bp Xbal-HindIll fragment carrying the
M. tuberculosis 60 kDa heat shock promoter was
deleted from pJT19971, the 5" overhangs gen-
erated were filled with T4 DNA polymerase
and religated. Then the plasmid was partially
digested with EcoRI-Pstl and a clone without
1320 bp was selected by restriction analysis. This
construction called pIT1992, contains 426 bp of
the structural pstB gene pstS-1, pstC-1 and 267 bp
of pstA-2.

The pJT1993 was made as follows: the
pIT19971 was digested with Pstl and the frag-
ment obtained was subcioned into the pUCI8
Pstl site, then the plasmid was digested with
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Ncol, the 5 averhangs generated were filled
using the T4 DNA polymerase. A 3.6 kbp frag-
ment was then liberated with Pstl and subcloned
into the Fpal-Pst] site in pMV261. This fragment
contains 244bp of psiC-1 and 267 bp of pstA-2
fused to lacZ. The pJT19974 was generated as
follows: a 1662bp Notl-Pvull fragment from
pJT46COS was filled using T4 DNA polymerase
in the 5" Notl overhangs and subcloned to a
unique Smal site of the reporter promoterless
lacZ vector pMC1871. This generated a plasmid
which contains a 918 bp upstream from the GTG
start codon of the pstB gene and 744 bp of this
gene, This construct was then digested with PstI
and the 4 kb liberated fragment was subcloned
into the Ps!I site from pMV261.

The pJT19975 was created as follows: a 929 bp
BamHI-Poull fragment from pJT46COS, carrying
185bp upstream from the start codon of pstB
and 744 bp of the same gene was filled in the 5’
BamHI overhang by using T4 DNA polymerase
and inserted in the unique Smal site from
pMC1871. The 4044 bp translational fusion insert
in the resulting pJT19905 was obtained with Ps{I
and subcloned into the unique Psil site from
pMV261. The correct pst operon-lacZ trans-
lational fusions were verified by DNA se-
quencing using the dideoxy-chain termination
method [30]. Sequencing was carried out with
the ThermoSequenase kit (Amersham Phar-
macia Biotech) with either [¢-33P]-dATP or [y-
33]-dATP {(Amersham Pharmacia Biotech) by
using the specific lacZ oligonucleotide primer,
LACZ1 (5-GGCCTCTTCGCTATTACGCCAG
-3). Translational fusions were cloned into the
pMV261 plasmid in opposite orientation with
respect to the heat shock promoter and aph gene.
The resultant plasmids were then introduced
into M. smegmatis mc®155 strain by elec-
troporation.

Growth conditions and enzymatic assays

M. smegmatis transformants were grown on 7H11
agar (Difco Laboratories, Detroit, MI, US.A.)
with 0.05% Tween 80, 0.2% glucose and 0.1%
peptone (Difco Laboratories). A single colony
was picked up and inoculated in 100 ml of 7H9
medium (Difco Laboratories). Bacteria were
grown at 37°C with shaking until the ODgy
was (.5 (primary culture). Then, cultures were
centrifuged and washed twice with un-
supplemented Tris-glucose {TG} media, con-
taining 20mM NH,C], 3.0 mM Na,S50,, 1.0mM
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MgCl,, 0.2 mM CaCl,, 80 mM NaCl, 20 mM KCl,
0.002 mM ZnCl,, 120 mM Tris, and 0.05% Tween
80 pH 7.5. Cells were resuspended in 1 ml of TG
supplemented with 0.2% glucose, 0.01% peptone
and 25pg/ml kanamycin. The cell suspension
(400 pul) were inoculated in 120ml of TG with
64mM KHPO, (high phosphate) or without
phosphate {secondary culture). Bacteria were
grown at 37°C with shaking for 48, 72 and 96 h.
pB-gal activities were measured as follows: to
each 800 ul of culture in a 1.5 ml microcentrifuge
tube, 200 1l of Z buffer (60 mM Na,HPO,, 40 mM
NaH,PQO;,, 10 mM KCl, 1 mM Mg50,, 50 mM f-
mercaptoethanol adjusted to pH 7.0} and two
drops of chloroform and one drop of 0.01% SDS
were added. After vortexing for 30's, 200l of o-
Nitrophenyl-}-D-galactosidase (ONFG) (4 mg/
ml; Research Organics Inc.) in buffer Z was
added to each tube. Samples were then in-
cubated at 28°C for 2-4 h. When a yellow colour
appeared in the test tubes, the reaction was
stopped in ice water and microcentrifuged for
Smin at 4°C and the ODyy of the supernatant
was measured. $-gal units were calculated using
the formula 1000 x ODg/time (min)x0.8 x
ODyy as has been described by Miller [51].
Alkaline phosphatase units was determined as
follows: to each 800 ul of culture in 1.5 m! micro-
centrifuge tube, 200 u! of 1M of Tris HCl pH 8
and two drops of chloroform and one drop of
0.01% SDS were added. After vortexing for 30s,
200! 4-Nitrophenyl phosphate (2mg/ml,
Boehringer, Mannheim, Germany) in 1 M of Tris
HCI pH 8, was added to each tube. Samples
were incubated at 37°C 2-4h, until a yellow
colour was observed, the reaction was stopped
with 200l of 0.5M Na,HPO,. Samples were
then centrifuged for 5 min, and the ODy, of the
supernatant was measured. Alkaline phos-
phatase units were calculated using the formula
1000 x ODp/time (min} x 0.8 xODyyw as has
been described previously [52].

Bacterial extracts

M. tuberculosis strains H37Rv was cultured in
the Proskauer and Beck synthetic medium for 6
and 4 weeks, respectively. Culture filtrate pro-
teins (CF) were obtained as described elsew here
[36). M. smegmatis transformed with the plasmid
containing the complete pst operon (pJT19571)
was grown in 7H9 medium plus kanamycin
(25 ug/ml} and glucose 2% with shaking for 4
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days at 37°C. Cells were collected by cen-
trifugation and proteins from culture super-
natants were precipitated with 73% (NH,),50,.
Proteins were centrifuged and the pellet was
extensively dialysed against water. An enriched
fraction of native and recombinant Pst5-1 protein
was obtained after acid alcohol fractionation of
CF as described elsewhere {36].

Two-dimensional SDS-PAGE and Western
blot analysis

Electrophoresis in polyacrylamide gels con-
taining SDS, and subsequent immunoblotting
were carried out according to standard pro-
cedure [53, 54]. Cultures of M. smegmatis with the
same QD were transformed with the different
constructs. Samples were centrifuged and the
cell bacterial pellet was resuspended in an
electrophoresis cocktail and boiled for 5min.
After centrifugation, supernatants were loaded
on the gel. Fiveug of M. tuberculosis and re-
combinant M. smegmatis CF Pst-1 enriched frac-
tions were run on polyacrylamide gels. For
carbohydrate and antibody detection, proteins
were transferred to nylon membranes (Millipore
Co., MA, US.A)) and incubated for 1 h at room
temperature with ConA-peroxidase (Sigma,
MO, U.5.A.) (2.5 pug/ml) or 1/1000 rabbit poly-
clonal antibody raised against Pst5-1 protein,
diluted in PBS containing 3% BSA-Tween 20
{0.3% v/v). After washing with PBS Tween 20,
the membranes were incubated with antibody
and peroxidase conjugated protein A. Per-
oxidase activity was developed by adding 3,3-
diaminobenzidine HCl and hydrogen peroxide
in PBS.

Two-dimensional PAGE were run as follows:
urea was added to 10 ug of M. tuberculosis and
recombinant M. smegmatis CF Pst5-1 enriched
fractions to a final concentration of 9 M, followed
by addition of lysis buffer containing urea and
Nonidet P-40 as described by OFarrell et al. [55].
Samples were separated initially by isoelectric
focusing in tube gels containing 4% ampholytes
in the pH range 3.5-5.0 (Amersham Pharmacia
Biotech) and then by SDS-PAGE in the second
dimension as described above. Proteins were
transferred to nylon membranes, and antigens
stained by using the monoclonal antibody TB71
diluted 1/2000 and developed with anti-mouse
peroxidase conjugate as described above.
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