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Echinococcus granulosus provoca pérdidas economicas en la ganaderia, debido a que
los hospederos intermediarios que parasita son principalmente ovejas y vacas.
Actualmente existe un tratamiento basado en administracion de drogas al hospedero
definitivo. Esto ultimo no ha sido eficaz sobre todo por la aparicion de parasitos
resistentes a la droga, por lo que seria importante la generacion de una vacuna.
Indagando en posibles antigenos para el desarrollo de una vacuna antihelmintica,
elegimos estudiar proteinas tipo CRISP de E. granulosus. Estas proteinas forman parte
de la superfamilia SCP/TAPS de proteinas y se caracterizan por la presencia de un
dominio SCP vy varios residuos de cisteina conservados.

Na-ASP2 es una proteina perteneciente a esta superfamilia que se ha utilizado para la
vacuna contra nematodos. Uno de los inconvenientes que presentan estas proteinas es
que al expresarse en sistemas procariotas se obtienen en forma insoluble, razon por la
cual decidimos expresar estas proteinas recombinantes en Pichia pastoris.

En este trabajo elegimos como candidatas a dos proteinas, cuyas secuencias se
denominaron EQCRISP_A y EgCRISP_I. Destacandose EQCRISP_I por encontrase en
una biblioteca de protoescolices pepsinados de E. granulosus, lo cual podria indicar
una posible funcién en el proceso de invasion de la larva.

A partir de las secuencias de Echinococcus multilocularis se disefiaron cebadores los
que fueron usados para realizar experimentos de PCR usando como molde ADNCc de E.
granulosus.

Los fragmentos obtenidos fueron clonados en vectores procariotas y secuenciados.
Luego de confirmada la obtencion de los ADNc correspondientes estan fueron clonados

en el vector pPicZaA, que es el vector de expresion usado en Pichia. Una vez clonados
en el vector de expresion y confirmado que estaban en marco con el péptido sefial del
mismo se procedid a transformar en P. pastoris donde se obtuvieron algunas
transformantes. Luego de obtenidas las transformantes se comenz6 con los ensayos de
expresion.

Los ensayos de expresion mostraron la expresion de la proteina en baja concentracion.
Los resultados obtenidos durante el desarrollo de este trabajo nos permitiran continuar
trabajando en la optimizacion de la expresion de esta proteina para obtener una mayor
cantidad que permita realizar los primeros ensayos y pruebas de su capacidad antigénica
real en laboratorios Europeos.
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Las helmintiasis son enfermedades que afectan la salud humana y animal, por lo
que presentan un impacto econémico de importancia mundial. Los parésitos helmintos
tales como Echinococcus granulosus, Echinococcus multilocularis, Taenia saginata y
Taenia solium, son de los parasitos de mayor relevancia sanitaria, ya sea en paises en
desarrollo asi como en paises desarrollados .

En nuestro pais el cestodo E. granulosus, el agente causante de la hidatidosis,
provoca pérdidas economicas en la ganaderia, ya que si bien su huésped definitivo es el
perro (y otros caninos) sus posibles hospederos intermediarios comprenden el ganado
equino, bovino, vacuno, porcino, entre otros. Si bien se realizan esfuerzos para
erradicarlo y controlar la enfermedad, el tratamiento se basa en administracion de
drogas (praziquantel) en el hospedero definitivo. Este tratamiento no es suficiente ya
que debe ser mantenido a lo largo del tiempo y esto suele ser dificil en regiones
endémicas. Ademas se ha visto resistencia a las drogas en varios helmintos.

Para controlar estas enfermedades seria mucho més efectiva la utilizacion de una
vacuna debido a que generan memoria y su proteccion por ende es a largo plazo. Para
generar vacunas se suelen utilizar proteinas involucradas en la invasion o en el
mantenimiento del parasito dentro de su hospedero. En particular las proteinas presentes
en la interface entre el parasito y el hospedero (productos de excrecidn-secrecion y
proteinas de superficie) son de especial interés dado que son potenciales antigenos por
estar expuestas al sistema inmune.

Para la eleccion del potencial antigeno es necesario conocer un poco mas del
ciclo de vida de E. granulosus. Este se clasifica dentro del Filo Plathelmintos, Clase
Cestoda, Orden Ciclofilideos, Familia Taeniidae. Los platelmintos presentan simetria
bilateral, con el cuerpo aplanado dorso-ventral, con asimetria anteroposterior por
presentar cefalizacion. Los cestodos carecen de sistema digestivo, circulatorio,
respiratorio y esquelético. Presentan cuerpos largos con una serie de Organos
reproductores denominados proglétides, los que presentan surcos en sus zonas posterior
y anterior. No presentan cilias moviles en el adulto. Se alimenta mediante absorcion a
través del tegumento sincitial, el que esta formado por el citoplasma distal de cuerpos
celulares hundidos en la primera capa muscular .

E. granulosus, es un endopardsito hermafrodita, predominando Ila
autofecundacion sobre la fecundacién cruzada. Su ciclo consta de dos huéspedes el
definitivo (perros y otros canidos) y el intermediario que comprende mas de 40 especies
de mamiferos herbivoros, incluidos monos, ovejas, vacas, renos y el humano como
hospedero accidental por lo que se considera una zoonosis. El estadio juvenil que
infecta humanos es un tipo especial de cisticerco que se denomina quiste hidatico. Este
puede crecer un largo periodo (mas de 20 afios) y presentar una gran tamafio en lugares
no restringidos como el higado .

En el ciclo de vida natural de E. granulosus los huevos del parasito expulsados
por el perro ya estdn embrionados, estos presentan una cubierta de queratina
(denominada oncosfera), que proporciona una proteccion fisica del embrion, frente al
ambiente lo que hace que sean muy resistentes. Una vez ingeridos por el huésped



intermediario, los huevos liberan la oncdsfera, la cual se activa en presencia de las
enzimas estomacales, e invade los microvilli a nivel del yeyuno. La invasion se da por
accion de los ganchos y los movimientos corporales del parasito, ademéas de sustancias
que secreta, que ayudan a la lisis del tejido, viajan a través de la sangre a otros tejidos,
alojandose principalmente en higado o pulmones donde se enquistan. El crecimiento del
quiste en lento y variable, depende de muchos factores incluidos la cepa del parasito, el
hospedero intermediario y la intensidad de la infeccion, que se refiere a la carga
parasitaria. EI quiste crece un didmetro de 1 a 5 cm por afio, mientras que la formacion
de capsulas hijas puede variar desde pocos meses a afios. La produccién de cépsulas
hijas y protoescdlices no es la razon del crecimiento del quiste, si no que parece
depender de la relacion hospedero parasito. El quiste crece por la proliferacion asexuada
de la capa germinal, donde la formacion de las capsulas hijas es endogena. La
formacion de protoescélices es asincronica, por lo que se observan diferentes estadios
de desarrollo en el quiste en un mismo momento .

La delgada capa germinal estd rodeada externamente por una capa laminar.
Todas las especies de Echinococcus se caracterizan por la presencia de esta capa. Esta
formada por un complejo de glicoproteinas, las cuales son secretadas por la lamina
germinal. Esta permite una tensién intraquistica considerable para el desarrollo.
También protege al quiste del ataque inmunoldgico del hospedero. A pesar de esto se ha
visto que la inmunoglobina es capaz de ingresar al quiste, y se piensa que la capacidad
de regulacion de la entrada de macromoléculas parece ser una funcion de la lamina
germinal méas que de la cubierta exterior .
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Figura 1: ciclo de Echinococcus granulosus

El hospedero definitivo se infecta al ingerir los quistes en los tejidos del
hospedero intermediario. EI ambiente del intestino induce la evaginacion del
protoescélex, lo que ocurre luego de ser expuesto a las enzimas y otros factores
ambientales del intestino delgado. Luego de esto el parasito se ancla rapidamente en las
criptas de Lieberkuhn para evitar ser expulsado. El anclaje se realiza mediante la



sujecion del parésito utilizando sus ventosas, y los ganchos que apenas penetran el
epitelio de la mucosa pero actuan como ancla previniendo que este sea desalojado. El
desarrollo de Echinococcus presenta variabilidad entre los diferentes hospederos
definitivos. Se observa diferencia entre diferentes especies de hospederos, entre
individuos de la misma especie y entre diferentes regiones del intestino . El adulto
presenta entre 3 y 6 mm de largo y estd formado por 3 tipos de proglétides (inmadura,
madura y gravida). En las proglotides se hallan los 6rganos reproductores y cada una
refleja diferentes estados de maduracion. La proglétide inmadura se encuentra en el
inicio del desarrollo de los 6rganos reproductores, en la proglétide madura lo 6rganos
reproductores se encuentran totalmente desarrollados y comienza la fecundacion de los
huevos, por ultimo la proglétide gravida esta llena de huevos fecundados dentro del
utero. Los huevos son liberados por el hospedero definitivo a traves de las heces, como
consecuencia del desprendimiento de la progl6tide gravida del parasito. Estos huevos
recién liberados y embrionados son nuevamente capaces de infectar al hospedero
intermediario y el ciclo comienza nuevamente (Figura 1).

Las proteinas tipo CRISP forman parte de la superfamilia SCP/TAPS de
proteinas conservadas a lo largo de la escala evolutiva, desde bacterias hasta
vertebrados, e involucradas en varios procesos bioldgicos. Esta superfamilia se
caracteriza por la presencia de varios motivos conservados, dos de ellos definidos en
Prosite  (CRISP-1:  [GDER][HR][FYWH][TVS][QA][LIVM][LIVMA]JWxX[STN]
(cédigo Prosite PS01009) y CRISP-2:
[LIVMFYH][LIVMFY]XC[NQRHS]YX[PARH]X[GLIN[LIVMFYWDN] ( cadigo
Prosite PS01010) y otros dos descritos por a los que denominaron CAP-3 (HNxxR) y
CAP-4 (G[EQ]JN[ILV]). Se ha determinado la estructura tridimensional de varias
proteinas de la superfamilia. EI dominio SCP adopta un plegamiento del tipo sandwich
a-pB-a. En que una capa de plegamiento tipo ldmina 3 se intercala entre dos capas de a-
hélices. La estructura esta estabilizada por enlaces de hidrégeno internos y por la
presencia de un numero variable de enlaces disulfuro. Solo uno de estos enlaces se
encuentra conservado en todos los miembros de la superfamilia analizados, mientras
que los restantes se conservan dentro de cada subfamilia. Su presencia explica la
estabilidad de estas proteinas secretadas, cualidad necesaria para residir en el espacio
extracelular. Un reflejo de esto es que la proteinas GAPR-1 carece de enlaces disulfuro,
lo que es consistente con su residencia citosdlica, determinada por la ausencia de
péptido sefial de secrecion .

Las proteinas tipo CRISP se caracterizan por la presencia de un dominio SCP en
la region N-terminal y 10 residuos de cisteina conservados en la region C-terminal, la
cual se denomina CDR (Cysteine Rich Domain). EI CDR incluye una region
denominada ICR (lon Chanel Regulator) y una pequefa regidn bisagra. En vertebrados
las 10 cisteinas conservadas forman 5 enlaces disulfuro que son una caracteristica
distintiva de esta familia. El espaciamiento de las cisteinas en la region bisagra tambiéen
es caracteristico de cada subfamilia, todas contienen un péptido sefial de secrecion lo
que es consistente con su localizacion extracelular . La mayoria de los mamiferos
contiene 3 genes paralogos para estas proteinas, ubicados en el mismo cromosoma.
Como excepcidn se encuentran ratas y ratones que contienen 4 genes . Si bien se han
realizado estudios para determinar su funcion, no se ha podido definir ninguna
especifica para estas. En cestodos como Mesocestoides corti se han tenido



aproximaciones que sugeririan que estan involucradas en el desarrollo de drganos
reproductivos. En particular en el caso de McCRISP2 se ha visto que se expresa en la
region anterior del estadio larvario, pudiendo sugerir que estadn involucradas en el
proceso de invasion .

En helmintos los estudios de estas proteinas se han realizado mayormente en
nematodos. En el caso de Ancylostoma caninum, parésito de perros, se observé que
cuando pasa del estadio larvario de vida libre a la forma parasitaria, comienza a secretar
en abundancia proteinas con este dominio. De las moléculas secretadas se han
caracterizado varias, tanto de adultos como en larvas. Las proteinas NIF (Neutrophil
Inhibitory Factor), HP1 (Hookworm Platelet Inhibitor), Ac-ASP1 y Ac-ASP2 (Activated
Secreted Protein), se producen en el estadio inicial de invasion, durante la etapa de la
evasion de la respuesta inmune del hospedero a través de la secrecion de moléculas de
evasion . NIF impide la adhesion de neutrofilos activados a las células endoteliales . Por
su parte, Ac-ASP1 y Ac-ASP2 presentan un 30% de identidad con NIF cada una, pero
aun se desconoce su funcion. Se creen que al ser secretadas estas podrian mediar la
interaccion con el hospedero. Se han identificado 4 proteinas ASP adicionales en el
estadio adulto, 3 de las cuales presentan dos dominios SCP. Su expresion es diferencial
en distintos tejidos del parésito y se cree que pueden estar involucradas en el
establecimiento o0 mantenimiento del parasito en el hospedero . Estas proteinas
denominadas genéricamente ASP o VAL (por su nombre en inglés Venom Allergen
Like), son expresadas en abundancia inmediatamente después de la transicion a la forma
parasitaria , son secretadas y se cree que presentan una funcion relacionada con la
evasion de la inmunidad del hospedero. Se ha estudiado y resuelto la estructura
tridimensional para una proteina ortéloga a Ac-ASP2, la proteina Na-ASP2 del
nematodo Necator americanum. Esta muestra que la estructura adoptada es similar a
una quimioquina . En cuanto a su funcion se ha probado que esta involucrada en la
migracion de la larva por la piel y en la reclusion de neutrofilos tanto in vitro como in
vivo, favoreciendo la permeabilidad del tejido . Esta proteina se considera un blanco
posible para el desarrollo de una vacuna anti-helmintica. Se han realizado ensayos de
vacunas con la proteina recombinante, los cuales se encuentran en fase dos de prueba,
habiéndose obtenido altos titulos de anticuerpos en pacientes humanos inmunizados .
Esto dltimo nos hace suponer que, dada la homologia que presentan las proteinas
CRISP con las proteinas ASPs, las proteinas tipo CRISP podrian ser un buen candidato
para el desarrollo de una vacuna anti-helmintica.

En nuestro grupo de trabajo se ha expresado anteriormente la proteina
McCRISP2 de M. corti en Escherichia coli. Debido a la presencia de los residuos de
cisteina en la regién C-terminal se eligioé una estrategia en la cual se clond la secuencia
codificante en marco con un péptido sefial de E. coli para su exportacién al espacio
periplasmico, un ambiente méas favorable para la formacion de enlaces disulfuro. De
todas maneras, esta fue obtenida de forma insoluble . Debido a que existen
antecedentes de proteinas de esta familia expresadas en el sistema de expresion
eucariota Pichia pastoris, se esta ensayando su expresion en el mismo para obtenerla en
forma soluble .



La habilidad de P. pastoris para la utilizacion de metanol como fuente de
carbono fue descripta hace aproximadamente 40 afios y desde ese momento se comenzo
a desarrollar como sistema de expresion de proteinas. Presenta facilidad para su
manipulacion genetica al igual que Saccharomyces cerevisiae, y se ha visto la
integracion eficiente de ADN lineal en su genoma por recombinacién homdloga. Se ha
demostrado la capacidad de producir proteinas correctamente plegadas tanto intra como
extra-celularmente, también presenta la capacidad de realizar modificaciones post-
tradicionales como enlaces disulfuro, glicosilacion vy digestion proteolitica. Es un
sistema que permite la expresion a gran escala con medios relativamente econémicos .
Si bien existen varios y diferentes tipos de promotores que se pueden utilizar con este
sistema tales como GAP, FLD1, PEX8 e YPTL1 , el que se destaca en nuestro contexto
es el promotor de gen AOXL1. Este gen es inducido cuando la Unica fuente de carbono es
metanol, dado que la proteina producida por este gen es la responsable de la actividad
alcohol oxidasa. Existen dos genes AOX (AOX1y AOX2), que determinan diferentes
fenotipos de Pichia dependiendo de si son funcionales o no. En base a la presencia de
los genes o no se describen tres fenotipos posibles para Pichia; Mut”, es el caso de la
presencia de ambos genes funcionales, Mut®, donde el gen AOX1 esta mutado, y Mut’
para la mutacion de ambos genes AOX1 y 2. Tanto los fenotipos Mut® como Mut®
mantienen su capacidad para utilizar el metanol como fuente de carbono, pero el
fenotipo Mut’ la pierde .

Los vectores que se han disefiado para utilizar en el sistema Pichia pastoris
presentan el sitio de origen de replicacion para Escherichia coli, un fragmento del gen
AOX1 compuesto por la secuencia promotora 5’ (5°’AOX1) y un segundo pequefio
fragmento del AOX1 con la secuencia de terminacion transcripcional (AOX1 TT). Entre
el promotor y la secuencia de terminacion se encuentra el sitio maltiple de clonado
(MCS). Se ha observado que los mejores resultados de expresion se obtienen mientras
mas cerca se encuentra el ATG de la secuencia de interés del primer ATG del AOX1 .
Un ejemplo de estos vectores es el vector pPicZaA que ademds de presentar los sitios
antes mencionados, confiere resistencia a Zeocina a las levaduras transformadas con el
mismo y presenta el péptido sefial de secrecion de S. cerevisiae a-mating factor (Figura
2).
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Figura 2: Esquema del plasmido pPicZ y pPicZa

Uno de los métodos mas rapidos y simples para transformar en P. pastoris es la
electroporacion, este presenta la desventaja de que es menos probable obtener



transformantes que sean multicopias . La obtencion de colonias multicopia es de interés
dado que se ha visto que mientras mas copias del gen de interés presenten los
transformantes podrian producir mas proteina. La generacion de un multicopia se basa
en la integracion del gen de interés en el genoma varias veces por recombinacion
homdloga como se puede observar en la figura 3.
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Figura 3: Esquema de obtencion de multicopias.

Si bien la obtencion de colonias multicopia parece ser prometedor vale destacar
que los niveles de expresion de la proteinas de interés depende de cada clon en si
mismo, dado que se ha observado que clones que son positivos para PCR no son
capaces de expresar la proteina de interés .

Objetivo General: Clonar y expresar dos proteinas tipo CRISP de E. granulosus para su
utilizacion como antigeno en el desarrollo de una vacuna anti-helmintica.

Obijetivos especificos:

1) Aislamiento y clonado en un vector de expresion de los fragmentos de ADN
codificantes de EQCRISP_A 'y EQCRISP_I

2) Optimizacion de la expresion de dos proteinas en P. pastoris

Previo al desarrollo de la tesis se realiz6 en el grupo de trabajo una busqueda
bioinformética de las posibles proteinas tipo CRISP en el genoma de E. granulosus,
dado que en ese momento este no estaba disponible la busqueda fue realizada en el

genoma  de E. multilocularis (versién 07.01.10, disponible en
http://www.sanger.ac.uk/resources/downloads/helminths/echinococcus-multilocularis.html

WellcomeTrust Sanger Institute). Se encontrd que este contiene al menos nueve
proteinas tipo CRISP (EmCRISP_A a EmCRISP_I). Ademéas se observd que
EmCRISP_I presenta un ortélogo en una biblioteca de protoescolices pepsinados (PEP)
de E. granulosus . Esto es interesante, dado que la pepsina simularia el momento de la
invasion de la larva a su hospedero, lo que pareceria indicar que EQCRISP_I estaria
involucrada en el proceso de invasién al hospedero. Dado lo anterior EQCRISP_| seria
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un buen candidato para clonar y expresar con la finalidad de ser utilizado como antigeno
para el desarrollo de una vacuna.

En base a esto, en este trabajo se aislaran dos fragmentos de ADN codificantes
para proteinas tipo CRISP de E. granulosus denominadas EQCRISP_A y EgCRISP_I.
El disefio de los dos juegos de primers se realizé a partir de las secuencias en el genoma
de E. multilocularis. En estos primers se incluyeron sitios de corte para dos enzimas de
restriccion en sus extremos (EcoRI y Sall) para el clonado direccional en el vector de
expresion. La amplificacion mediante PCR se realizo a partir de ADN copia (ADNc) de
diferentes estadios (protoescolices, PEP y adultos).

Luego de amplificar los fragmentos de ADN, se realizé un primer clonado de los
mismos en un vector T (pGEM-T Easy de Promega, pJET1 de Fermentas) en
Escherichia coli. Se identificaron por medio de digestion o PCR los clones que
contenian el insert6 apropiado y luego se secuenciaron. Se confirmd que estuvieran
presentes los sitios de restriccion incluidos en los primers. Ademas se enviaron a
secuenciar mas de un clon de EQCRISP_A y EgCRISP_I para poder determinar si los
cambios que se observaban con las secuencias de E. multilocularis eran por problemas
durante la PCR o eran por el hecho de que son organismos diferentes. Esto fue
necesario ya gue no se conocia la secuencia de E. granulosus.

Luego de verificar lo anteriormente mencionado se procedio a clonar los insertos
en el vector de expresion pPicZaA (Invitrogen). Para ello se realizo una digestion con
EcoRlI y Sall tanto del vector como de la construccion en pJET1, se ligd y se transformd
a E. coli. Se eligio utilizar este vector dado que contiene el péptido sefial de secrecién de
Saccharomyces cerevisiae (a-factor), el cual hace que la proteina sea secretada al medio
facilitando de esta forma su purificacion. También se penso6 que debian ser secretadas ya
que estas proteinas parecerian formar parte de los productos de excrecidn-secrecién, por
lo que al ser secretadas estarian pasando por el mismo mecanismo que ocurre en E.
granulosus. Por otra parte este vector también contiene una cola de histidinas, que se
utilizaria para purificar la proteina. Los clones de E. coli que presentaron el inserto se
secuenciaron para verificar la direccion en que se encontraba el inserto, la presencia del
péptido sefial en marco con la proteina, la cola de histidinas, y que no presentaban
ningdn error en sus codones con respecto a las secuencias obtenidas anteriormente (ya
sean inserciones, deleciones o cambios de base).

Después de obtenido un clon cuya secuencia cumpliera lo anterior, se procedio a
digerir el vector con Sacl para linealizarlo y se transformé en la sepa GS115
(Invitrogen) de P. pastoris. Luego de la transformacion, se rastrearon por medio de PCR
de ADN genomico (ADNg) aquellos clones que tenian integrado en su genoma al vector
con el inserto. Por dltimo, se llevd a cabo la expresion para la cual se ensayaron
distintas condiciones, ya sea distintos medios o cepas, hasta obtener la mejor condicién
de expresion de la proteina recombinante (ver Figura 4).
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Figura 4: Esquema de estrategia experimental
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Para la amplificacion de los fragmentos codificantes se disefiaron los primers
utilizando como referencia el genoma de la especie estrechamente emparentada E.
multilocularis. Esta estrategia ha sido realizada anteriormente en nuestro grupo de
trabajo con resultados exitosos . Los primers disefiados contienen en sus extremos sitios
para las enzimas de restriccion EcoRI y Sall. Siendo estos ultimos de importancia para
el clonado direccional en el plasmido de expresion. Dado todo lo anterior las secuencias
de los primers obtenidos fueron:

Para el clonado de EQCRISP_A,;

Fw. ATG AAT TCC TTA GTG AAG AGG ACC GTA GG
Rv. ATT AGTC GAC TCT GCT CCAGCATTG ATT GT

Para el clonado de EgCRISP_I
Fw. ATG AAT TCAATG TGT ACCCTCCTG CCAG
Rv. ATT AGT CGA CTG TCC AAT CAATAACGCATTTTG GG

Luego de obtenidos los primers se realizaron las reacciones de PCR utilizando
como molde ADNCc, obtenido a través de retrotranscripcion con la enzima Super Script
I11 (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante y a partir de ARN mensajero
(ARNmM) de diferentes estadios larvarios. Para la realizacion de PCR se utilizaron las
enzimas Taq ADN polimerasa recombinante de Invitrogen y SBS. La reaccion fue
Ilevada a cabo como se indica en las tablas 1 y 2.

Tabla 1: Condiciones utilizadas para las PCR con las diferentes enzimas, ambas reacciones se
realizaron en un volumen final de 25uL.

Tagq ADN pol. Invitrogen Tagq ADN pol. SBS
ADNCc 3uL 3uL
Buffer 10X 2,5 uL 2,5 uL
dNTPs 10mM 1L 1uL
MgCl 25mM 1puL O uL
Primer Fw 10uM 2 UL 2 uL
Primer Rv 10uM 2 uL 2 uL
Taq 5U/ pL 0,2 uL 0,2 uL

Tabla 2: resumen de los diferentes programas utilizados para realizar PCR.

Etapa Programa 1 Programa 2

T (°C) t T (°C) t
Desnaturalizacién inicial 94 5 min 94 5 min
Desnaturalizacion 94 45s 94 45s
Hibridacion 63 45 s 53 45s
Extension 72 1 min 72 1 min

Ciclos 35 35

Extension final 72 [7min| 72 | 7min
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La separacion de las moléculas de ADN se realiz6 mediante electroforesis de
geles de Agarosa 1%, en buffer TAE (40mM Tris-Acetato, 10mM EDTA pH8). Para
cargar las muestras se utilizd buffer de carga 6X (0,25% Azul de bromofenol, 0,25%
Azul de xilencianol, 30% Glicerol). Se visualizd mediante adicién de bromuro de etidio
a la solucion de agarosa a una concentracion de 0,5ug/mL y exposicion a luz
ultravioleta (254nm) luego de la corrida. Para estimar el tamafio de las moléculas se
utilizan los marcadores de peso molecular comerciales 1kb y/o 100pb de Fermentas.

El vector T utilizado fue el pGEM-T Easy (Promega), que confiere resistencia a
ampicilina y permite la seleccion blanco/azul.

La ligacion se realizd segun indican las condiciones de la tabla 3. Los
fragmentos a ligar fueron productos obtenidos por PCR. Estos fueron purificados
directo de la reaccion utilizando el Gel Extraction kit BIORON, siguiendo las
indicaciones del fabricante.

Por otra parte los insertos fueron ligados en el vector de clonado pJet
(Fermentas) que presenta mejores sitios de restriccion para el clonado de nuestro
inserto dada la existencia de 2 sitios de corte para EcoRI en pGEM-T Easy. Para lo cual
se siguieron las indicaciones del fabricante y se utilizaron para clonar los productos de
PCR.

Tabla 3: Condiciones de ligacién, la mezcla de reaccion se dejo reposar por 2hs a temperatura
ambiente u ON a 4°C. El buffer utilizado es el indicado por el fabricante.

Volumenes
Buffer 5uL
Producto de PCR 3uL
pGEM-T Easy 1uL
T4 ligasa (Promega) 1puL

Luego de obtenida la ligacion se procedi6 a transformar la cepa XL-1 BLUE de
Escherichia coli, que no presenta resistencia a ampicilina.

Para el procedimiento de transformacion se descongelaron las células
quimicamente competentes durante 10 min en hielo. Luego se agregd la mezcla de
ligacion con la cual se incubo por 20 min. Se llevd a cabo un shock térmico de 90s a 42
°C, y se incubd en hielo por 1-2 min. Se afiadié 600uL de medio LB y se incubaron por
45 a 60 min con agitacion a 37 °C. Por ultimo se plaqueé con rastrillo en placas de LB-
agar con ampicilina 100ug/mL para seleccionar las bacterias que incorporaron el
plasmido. Para la seleccion blanco/azul se utilizaron placas de LB-agar y ampicilina en
las que se agregd previamente IPTG 2% y Xgal 20mg/mL sobre la superficie.

Para confirmar la presencia del inserto en las colonias que resultaron resistentes
a ampicilina y blancas en presencia de Xgal y el IPTG se les realiz6 PCR de colonia,
para la cual se toco una colonia aislada con un ansa y se resuspendio en la mezcla de
reaccion de la tabla 4 y las condiciones determinadas en el programa 2 de la tabla 2.
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Tabla 4: Condiciones utilizadas para la realizacion de PCR de colonia en un volumen final de 15
pL.

Vollimenes
Buffer 10X 1,5puL
dNTPs 10mM 0,2 uL

Primer Fw. 10 uM 0,3 pL

Primer Rv. 10 uM 0,3 pL

Taq 5U/ uL 0,1 pL
Agua Csp. 15 pL

La colonias que amplifico un producto del tamafio esperado en la PCR fueron
usadas para la preparacion de ADN plasmidico (ADNp) segun indica en el protocolo de
lisis detallado a continuacion.

Se realiz6 un cultivo en 3mL de LB liquido con ampicilina 100ug/mL a partir de
una colonia aislada y se incubé ON a 37°C. Se centrifugo 1,5mL de cultivo crecido a
10000-14000 rpm de 30s a 2 min. Se descart el sobrenadante y se volvid a repetir el
paso anterior. Se retir6 completamente el resto de sobrenadante del pellet de células.
Luego se afiadié 200 pL de Solucién | se resuspendié el pellet con vortex y se afiadio 5
puL de ARNasa 10mg/mL. Se afiadio 200 pL de Solucion Il y se invirtié suavemente 2-3
veces y se dejo un maximo de 5 min sobre la mesada. Luego se agregé 200 pL de
Solucién I se invirtié suavemente 2-3 veces y se dejo reposar 5 min en hielo. Se le
agregé 200 pL de cloroformo isoamilico se invirti6 suavemente 2-3 veces y se
centrifug6 por 15 min a 12000g a 4 °C. Se recuperd la fase acuosa en un tubo nuevo, y
se precipitd el ADNp con 0,6vol de isopropanol se dejo 5 min en mesada. Se centrifugo
20 min 12000g a 4 °C se descarté el sobrenadante, se lavo con 500 pL de Etanol 70%.
Se dejo secar bajo lampara y se resuspendio en 35 pL aproximadamente de agua mQ.
La composicion de las soluciones utilizadas se detalla a continuacion.

Solucion I: Tris-HCI 50mM, EDTA 10mM, pH 8,0
Solucién 11: NaOH 200mM, SDS 1%
Solucion I11: Acetato de potasio 3M pH 4,8

Se realizd la digestion del ADNp para verificar la presencia del inserto en el
vector T. Para esto se utilizé la enzima de restriccion EcoRI (Promega), que digiere al
plasmido en regiones flanqueantes al inserto. Las condiciones del ensayo se resumen en
la tabla 5.

Tabla 5: Condiciones utilizadas para realizar la digestion con EcoRl, en el cual se incuba la mezcla
de reaccién por 2hs a 37°C, en un volumen final de 10 pL

Volumen
ADNp 5uL
Buffer O (Promega) 1L
EcoRI 12U/ uL (Promega) 0,3 uL
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La visualizacion del ADN se realiz6 a través de geles de agarosa como se indico

previamente.

Aquellas colonias que presentaban un inserto del tamafio esperado se utilizaron
para preparar ADNp a pequefia escala utilizando Ron"s Plasmid Mini kit de BIORON,
segun recomendaciones del fabricante. Luego fueron secuenciados los ADN en el
servicio de secuenciacion del Instituto Pasteur de Montevideo (Applied Biosystems 3130
Genetic Analyzer). En el caso de las secuencias del vector pPGEM-T Easy se utilizo el
primer T7, que hibrida con el vector en un sitio adyacente a la secuencia de clonado
maltiple. Para las secuencias del vector pJet se utilizaron los primers M13 Fw y M13
Rv, que hibridan en sitios adyacentes a la secuencia de clonado multiple. Las secuencias
obtenidas fueron visualizadas y corregidas manualmente, en caso de ser necesario, con
el programa CHROMAS version 2.33 (Tecnelysium) y se analizaron utilizando el
programa Gene Runner 3.05 (Hastings Software, Inc).

Se utilizd6 como vector de expresion el pPicZaA, que confiere resistencia a
Zeocina y puede ser utilizado tanto en levadura como bacteria dado que presenta un
sitio de replicacion bacteriano. Previo a la ligacion en el vector, se realiz6 la digestion
de los ADNp que presentaban las secuencias anteriormente verificadas, utilizando las
enzimas de restriccion EcoRI y Sall. También se digirié el vector pPicZaA con las
mismas enzimas para obtener una ligacion direccional, las condiciones de la digestion
se resumen en la tabla 6.

Tabla 6: condiciones utilizadas para la digestion previa a la ligacion en vector de expresion. La
mezcla de reaccién con un volumen final de 100 pL se dejé incubando durante 2hs a 37°C.

Volumen
ADNp 15 pL
Buffer O (Fermentas) 10 pL
EcoRI 12U/ pL (Promega) 3L
Sall 10U/ pL (Fermentas) 3uL

Luego de digerido el ADNp los fragmentos se separaron por gel de agarosa 1%
como se describié previamente. Se purificaron desde el gel utilizando el Gel Extraction
kit BIORON, siguiendo las indicaciones del fabricante. La ligacion fue realizada segun
el protocolo descrito en la tabla 3, con la sola modificacion del tipo de vector utilizado.

Obtenida la ligacion se procedidé a transformar en la cepa DH5a de E. coli,
siguiendo el protocolo descrito anteriormente. Modificando que las células fueron
plaqueadas con rastrillo en LB Low Salt-agar con Zeocina 25ug/mL para seleccionar las
bacterias que incorporaron en plasmido.

Se realizd nuevamente preparacion de ADNp a pequefia escala como se indicd
anteriormente. Fue digerido siguiendo el protocolo de la tabla 6 para verificar la
presencia del inserto.

La visualizacion del ADN se realizo a traves de geles de agarosa como se indico
previamente.
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Aquellas colonias que presentaban un inserto del tamafio esperado se les realizd
preparacion de ADNp y este luego fue secuenciado en el servicio de secuenciacion del
Instituto Pasteur de Montevideo (Applied Biosystems 3130 Genetic Analyzer).
Utilizando los primers 5° AOX1 y 3> AOX1 que hibridan en sitios adyacentes a la
secuencia de clonado multiple.

Una vez obtenidas las secuencias y verificada la identidad del inserto se realiz6
midiprep utilizando el kit AxyPrep plasmid Midiprep de Axygen. Siguiendo las
indicaciones del fabricante. EI ADN obtenido se precipité con 1/10 Vol. de Acetato de
sodio 3M pH 5,2 y 2,5 Vol. de etanol absoluto. Luego de precipitado el ADN se
purifico desde el gel utilizando el Gel Extraction kit BIORON, siguiendo las
indicaciones del fabricante. La concentracion de plasmido obtenida fue medida
mediante Nanodrop, y luego se digirié con Sst (SBS mismo sitio de corte que Sacl)
segun protocolo de la tabla 7, para obtener el plasmido linealizado que es necesario para
transformar en P. pastoris.

Tabla 7: Condiciones de digestion para linealizar el plasmido pPicZaA. Se incuba a 37°C por 2hs, y
se realiz6 en un volumen final de 250 pL.

Volumen
ADNp 200 pL
Buffer L (SBS) 25 pL
Sst 6 U/ L (SBS) 4 uL

Una vez conocida la concentracion del ADNp linealizado se procediéo a
transformar la cepa GS115 de P. pastoris con ADN correspondiente a EQCRISP_A,

EQCRISP_1 y el vector pPicZaA sin inserto, siguiendo el protocolo de electroporacion
indicado en el manual EasySelect™ Pichia Expresion Kit (Invitogen). Se realizé segun
las sugerencias del fabricante, y se realizaron controles para verificar la viabilidad de las
células luego de que fueron electroporadas, a estas solo se les agregd agua y se plaqued
mediante rastrilleo en placas de YPD-agar sin Zeocina utilizando el volumen minimo y
méaximo indicados en el manual. También se realizé6 un control de ausencia de
resistencia a Zeocina por parte de la cepa en si misma, plaqueando mediante rastrilleo
en YPDS-agar con 100ug/mL de Zeocina utilizando los voliumenes de los extremos
indicados en el manual.

Para verificar la presencia de los fragmentos de interés en las transformantes
resistentes a Zeocina se realizo un aislamiento de ADNg cuyo protocolo se describe a
continuacion.

Para este se realizo un cultivo en 5mL de YPD liquido a partir de colonias
aisladas y se dejo incubando ON a 30°C con agitacién. Se transfirié 1.5 mL del cultivo
ON a un eppendorf. Se centrifugd a maxima velocidad durante 1min a temperatura
ambiente. Se removid el medio de cultivo por aspiraciéon (con pipeta) y se resuspendid
en 50uL de buffer STES. Luego se agregd aproximadamente S0uL de bolitas de vidrio
(acid washed glass beads) a cada tubo conteniendo las levaduras resuspendidas. Fue
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vortexeado aproximadamente 30 segundos. Se agregd 20uL de buffer TE pH 7,6. Se
agregd 10uL de ARNasa 1mg/mL y fue incubado por 15 minutos a 37°C. Se afiadié 60
uL de fenol:cloroformo (1:1, v/v). Luego se vortexed por 1 minuto para mezclar las
fases. Seguido de esto se centrifugd a maxima velocidad por 10 minutos a temperatura
ambiente. Recuper¢ la fase acuosa (superior) en un tubo limpio. Se precipité el ADN
con 1/10 volumen de Acetato de Sodio y 2 volumenes de Etanol absoluto. Se dejo
incubar por 20 minutos a -20°C. EI ADN precipitado se recuperd por centrifugacion a
méaxima velocidad durante 20 minutos a 4°C. Se removio el sobrenadante y lavo el
pellet con 100uL de Etanol 70%. Se volvid a centrifugar por 5 minutos a maxima
velocidad a temperatura ambiente. Se removid el sobrenadante por aspiracion (con
pipeta) y dejo secar durante 15 minutos. El pellet obtenido se resuspendio en 40 pL de
TE pH 7,6.

Las composiciones de las soluciones se resumen a continuacion.
STES: Tris-Cl 0.2 M pH 7,6; NaCl 0,5 M; SDS 0,1% (w/v); EDTA 0,01 M
TE pH 7.6: Tris-Cl 10mM pH 7,6; EDTA 1mM
Acetato de Sodio: 3M, pH 5.2

OBSERVACIONES: Para obtener un rendimiento mayor (sugerible) se puede
escalar el protocolo. Por ejemplo, si se tiene un cultivo de 5mL, transferir 4.5mL (en
tres veces) y multiplicar todos los volimenes por 3

Luego de obtenido el ADNg de las levaduras se realiz6 PCR como indica la
tabla 8 utilizando los primers del gen AOX1. Siguiendo las condiciones determinadas
en el programa 3 descrito en la tabla 9.

Tabla 8: Condiciones utilizadas para realizar la PCR del ADNg en un volumen final de 20 pL

Volumen
Buffer 10X 2,5 uL
dNTPs 10mM 1L
5> AOX 10puM 1uL
3 AOX 10pM 1puL
Taqg 5U/ pL 0,2 pL
ADNg 3 uL

Tabla 9: Condiciones que se utilizaron en la realizacién de la reaccion de PCR con ADNg para P.
pastoris.

Etapa Programa 3

T (°C) T
Desnaturalizacién inicial 94 5 min
Desnaturalizacion 94 45 s
Hibridacion 54 45s
Extension 72 1 min

Ciclos 35

Extension final 72 | 7min
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A los productos que se obtuvieron mediante la PCR se les realizd una digestion
con la enzima de restriccion Avall para verificar su identidad. Para esto se utilizo el
protocolo de la tabla 10.

Tabla 10: Condiciones utilizado para digerir el producto de PCR del ADNg de levadura. Se incubo
la mezcla de reaccion 2hs a 37°C

Volumen
ADN 3uL
Buffer 4 10X (NEB) 2 uL
Avall 10U/ pL (BioLabs) 1pL
Agua Csp. 20 uL

Luego de verificar la identidad de los clones obtenidos en la transformacion de
P. pastoris se procedi6 a realizar ensayos de expresion. Este ultimo, se realiz6 segun el
protocolo descrito en el manual EasySelect™ Pichia Expresion Kit. Habiendo elegido
tratar a las células como Mut®. Utilizando los controles sugeridos por el manual menos
el control de la cepa transformada con el plasmido sin inserto. También como es
sugerido en el manual se realizaron ensayos de expresion con 2% de metanol.

Las fracciones obtenidas de los diferentes dias del ensayo de expresion fueron
procesadas segun indica el manual EasySelect™ Pichia Expresion Kit.

La visualizacién de las proteinas obtenidas en el proceso se realiz6 mediante
electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE). Para esto se
utilizé un gel de poliacrilamida 15%. Al finalizar la corrida se tifid con Coomasie Blue.
Para estimar el tamafio en kDa de la proteina se utilizé el marcador de peso molecular
Prestained Protein Marker, Broad Range (6-175 kDa) de BioLabs.

Para visualizar con mayor resolucion las proteinas expresadas se realizé un
western blot, utilizando un anticuerpo primario que reconoce la cola de histidinas (anti-
HIS) producido en ratén con una dilucion de 1/5000 y como secundario anti-ratén con
la misma dilucion del primero. El protocolo de transferencia utilizado fue el descrito en

Donde se modific6 que la membrana (Thermo scientific) fue tratada segln
indicaciones del fabricante, la trasferencia fue realizada por 2h a 200mA. En el buffer
trasferencia en lugar de metanol se usé etanol.

Se desarmo el dispositivo y se sumergio la membrana en solucion de blogueo.
Se dejo incubado ON a 4°C o 2horas a temperatura ambiente con agitacion. Se prepar6
la dilucion anteriormente indicada del anticuerpo primario, se colocd sobre un vidrio
limpio un parafilm de tamafio mayor que la membrana. Este parafilm se humedecio por
debajo para pegarlo al vidrio. Se coloc6 la membrana centrada sobre el parafilm, se
colocd por encima el anticuerpo primario. Se cubrié con una tapa cuidando que no
toque el liquido. Se dej6 incubar 2 horas a temperatura ambiente, sin agitacion. Luego
de esto se realizaron 6 lavados de 5 minutos con abundante TBST. El procedimiento fue
repetido con el anticuerpo secundario, incubandolo 1 hora a temperatura ambiente.
Realizandole 12 lavados con TBST. Por dltimo, se procedio a revelar por
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quimioluminiscencia, armando el mismo dispositivo con el parafilm sobre el vidrio. Se
mezcldé 1 parte de reactivo de revelado con una parte de buffer de revelado y dejando
reposar 30 minutos. Cubrié la membrana con esta soluciéon y se incub6 durante 5
minutos a temperatura ambiente. Luego se colocé la membrana entre dos nylon, de
modo que no se moje la placa fotografica.

Se procedid a revelarlo en el cuarto de revelado, con el fijador y el revelador de
quimica MediQ. Se cortd un trozo de placa fotogréafica del tamafio de la membrana. Se
colocé la membrana dentro del cassette y encima la placa, sin moverla. Se expuso el
tiempo necesario. Luego se quitd la placa y fue sumergida en solucion reveladora hasta
que se vio sefal. Fue enjuagada en agua destilada y se sumergio en la solucion fijadora
por 5 minutos. Por Ultimo se enjuaga con agua destilada y se dejé secar.

La composicion de las soluciones utilizadas para el ensayo se resume a continuacion.

TBST (para 1L): 1M Tris-HCI pH 7.5 10mL; NaCl 5M 30mL; Agua csp. 1L; Agregar
Tween 20 al 0.1%

Solucion de bloqueo: 3% leche en polvo, 2% Glicina en TBST
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El primer paso para cumplir el objetivo fue amplificar los fragmentos de interés
a partir de ADNc, para lo que se utilizaron los primers que se disefiaron
especificamente para este trabajo en base a la secuencia de E. multilocularis. Los
productos esperados tienen una longitud de 552pb para EgCRISP_A y 636pb para
EgCRISP_I.

Para la optimizacion de la reaccion de PCR, se ensayaron diferentes condiciones
hasta lograr la amplificacion de los fragmentos codificantes de EgCRISP_A vy
EgCRISP_I utilizando como molde distintas preparaciones de ADNCc realizadas en el
laboratorio a partir de distintos estadios de desarrollo del organismo. También a partir
de ADNg de E. granulosus.

Se comenz6 siguiendo el programa 1 descrito en la tabla 2 (péag. 13) utilizando la
enzima Taq polimerasa de Invitrogen, segun las condiciones de la tabla 1 (pag. 13).
Este primer intento fue ensayado con ADNc de protoescdlices pepsinados (PEP) y con
ADNCc de protoescdlices (PS) de E. granulosus. Este ensayo se puede visualizar en la
Figura 5, en la cual se observaron productos de PCR que dado su tamafio podrian
corresponder a la amplificacion del ADNg presente en la muestra. Los tamafios de
amplificacion de fragmentos correspondientes a gendmico serian para EQCRISP_A
851pb y para EQCRISP_I 1071pb. Si bien se observé una diferencia de tamario de los
productos que corresponden a dos moldes diferentes de EQCRISP_A, pudo deberse a
que el ADNg presente en la muestra de ADNc de protoescdlices de E. granulosus
estuviera en parte degradado.

1 2 3 4  MPIKD

-

EGCRISP_A =i «—EGCRISP_| 1000pb
EQCRISP_A mee

Figura 5: Electroforesis en gel de agarosa 1%. Productos de PCR. 1: PCR con primers de EQCRISP_A con
ADNCc de PEP; 2: PCR con primers de EQCRISP_A con ADNc PS; 3PCR con primers de EQCRISP_I con
ADNCc PEP; 4: PCR con primers de EQCRISP_I con ADNCc de PS. Utilizando un volumen de cada muestra de
10pL y 6 pL de MPM 1kb de Fermentas.

Dada la ausencia de productos con el tamafio esperado en la reaccion de PCR
que fue realizada en primera instancia, se procedio a la realizacion de un segundo
intento con la misma enzima y utilizando el programa 2 de la tabla 2 (pag. 13). Para
este ensayo se utilizaron como molde las reacciones de PCR con ADNc de PEP
mencionada anteriormente y ADNc de protoescolices de E. granulosus. En este
experimento se observaron productos con el tamafio esperado en las reacciones
correspondientes a las reamplificaciones, mientras que en el caso del molde de
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protoescalices sin pepsinar no se observaron productos con el tamafio de interés (Figura
6). La figura muestra que la banda obtenida para EQCRISP_I en la reamplificacion fue
de menor tamafio que el esperado, y que los productos de PCR obtenidos en
protoescalices sin pepsinar podrian ser debido a la presencia de ADNg en el molde
utilizado.

Sl g 5 - - i 7 Figura 6: Electroforesis en gel de agarosa
1%.1: MPM 1kb de Fermentas; 2: PCR con

’ primers de EQCRISP_A con ADNc de PS; 3:

- reamplificacion con primers de EQCRISP_A; 4:
= PCR con primers de EQCRISP_I con ADNc de
o PS; 5: reamplificacion con primers de

3000pb sm—

EgCRISP_I; 6: control negativo con agua; 7:

MPM 100pb de Fermentas. Utilizando un
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= cada MPM.
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Dado el tamafio menor del producto de PCR correspondiente a EQCRISP_I se
decidié realizar un nuevo ensayo de PCR, el cual fue realizado utilizado la enzima uTaq
polimerasa de SBS, cuyas condiciones se resumen en la tabla 1 utilizando el programa 2
de la tabla 2 (pag. 13). En este ensayo se utiliz6 como molde un ADNc nuevo realizado
en el laboratorio a partir de ARNm de PEP de E. granulosus, se reamplifico
nuevamente a partir de la primera reaccién de PCR realizada y también se utilizd6 como
molde ADNg de E. granulosus para verificar que los productos que se habian obtenido
de mayor tamarfio anteriormente correspondian a tamafios geondmicos de EQCRISP_A'y
EgCRISP_I. Como se puede observar en la Figura 7, el producto de PCR obtenido en el
caso de EgCRISP_I utilizando el ADNc nuevo como molde es del tamafio esperado
(636pb), si bien se pueden observar otras bandas la de mayor intensidad es la de nuestro
interés. En el caso de la reamplificacion se siguié obteniendo un producto de tamafio
menor para EQCRISP_I y para EQCRISP_A se obtuvieron varias bandas, pudiéndose
destacar las dos bandas mayoritarias, de las cuales la de menor tamarfio pareceria ser la
de nuestro interés mientras que la de mayor tamafio puede corresponder al tamafio
genémico de EQCRISP_A, comparandolo con los resultados obtenidos en la
amplificacion de ADNg con los primers de EQCRISP_A.
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Figura 7: Electroforesis en gel de agarosa 1% 1: PCR
' con primers de EQCRISP_I con ADNc nuevo de PEP;

~—— 2: reamplificacion con primers de EgCRISP_I; 3:

—— reamplificacion con primers de EQCRISP_A; 4: PCR

- 100006 CON primers Eg_CRISP_I con ADNg de E. granulosus;

-— - 5: PCR con primers de EQCRISP_A con ADNg de E.
A

s00pb  granulosus; 6 control negativo con agua; 7 MPM 1kb
de Fermentas. Utilizando un volumen de cada muestra
de 10 uL y 6 pL de cada MPM.

Como se obtuvo poca cantidad de los productos de PCR, se decidié purificarlos
directo de la reaccién y seleccionar luego de la transformacion las colonias con inserto
de interés. Para la purificacion se utilizd el Gel Extraction kit de BIORON como se
menciond en la seccion materiales y métodos (pag. 14). Luego de purificado se
visualizé por electroforesis en gel de agarosa 1% (Figura 8).

1 2 3 4 D 6
=
=
—3000ph
2500pb
2000pb
1000pb
—
e
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Figura 8: Electroforesis en gel de agarosa 1%. 1: primera elucion de la reaccion de PCR purificada de
EgCRISP_I con ADNc de PEP; 2: primera elucién de la reamplificacion de EQCRISP_I; 3: primera elucion de
la reamplificacion de ECRISP_A; 4: segunda elucion de la reaccion de PCR purificada de EQCRISP_I con
ADNc de PEP; 5: segunda elucion de la reamplificacion de EgCRISP_A; 6: MPM 1kb de Fermentas.
Utilizando un volumen de cada muestra de 10 pL y 6 pL de cada MPM.

Se realizo la ligacion y la transformacion en la cepa de E. coli XL1 como se
detall6 anteriormente en la seccién materiales y métodos (pag. 14). Los clones
obtenidos de la transformacion se denominaron pGem-CRAX para los clones
transformados con el producto de ligacion del vector y el fragmento de 552pb,
EgCRISP_A, se denominé pGem-CRIX para los clones transformados con el producto
de ligacion del vector y el fragmento obtenido en la reamplificacion de EQCRISP_I, y se
denomin6 pGem-CRInX para los clones transformados con el vector T y el fragmento
EgCRISP_I de 636pb obtenido de la reaccion de PCR con el ADNc nuevo. Donde la X
se corresponde al nimero de la colonia en la placa ordenada.

Por otra parte se realizo la ligacion utilizando el vector pJet y la transformacion

de la cepa E. coli DH5a como se detallé anteriormente en la seccion materiales y
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métodos (pag. 14). Esto se realiz6 dado que el vector pJet presenta sitios mas adecuados
para la restriccion de nuestros insertos. Los clones obtenidos de la transformacién se
denominaron plet-CRAX para aquellos clones transformados con el producto de
ligacion del vector y el fragmento EQCRISP_A de 552pb, se denomin6 pJet-CRInX
para los para aquellos clones transformados con el producto de ligacion del vector vy el
fragmento EgQCRISP_1 de 636pb obtenido en la reaccion de PCR con el ADNc nuevo.
Donde la X se corresponde al numero de la colonia en la placa ordenada.

Para la verificacion de transformantes tanto para los clones obtenidos con pGem
como los obtenidos con pJet, se realizd6 una PCR de colonias a partir de colonias
ordenadas en placa obtenidas en la transformacion, siguiendo las condiciones descritas
en la seccion materiales y métodos (pag. 14). Los resultados de la reaccion de PCR para
las colonias correspondientes a pGem se pueden visualizar en la Figura 9.

MP
123456739101112100pb
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— - — — — — ; — 500pb
1 2 3 4 5 6 78910 Me
1 '2100I

500pb

Figura 9: Electroforesis en gel de agarosa 1%. Parte superior, 1 al 11: PCR de las colonias pertenecientes a
pGem-CRA, 12: control negativo. Parte inferior, 1 al 11 PCR de las colonias pertenecientes a pGem-CRIn, 12:
control negativo. Utilizando un volumen de cada muestra de 5 pL y 4 pL de cada MPM.

Dada la existencia de productos de diferentes tamafios en la reaccion de PCR
con los primers de EQCRISP_A (Figura 8) y en la posterior purificacion directo de la
reaccion, era esperable obtener distintos clones que hubieran integrado el plasmido con
los diferentes insertos (Figura 9). En base a este resultado se realizé la preparacion de
ADNp (Figura 10), siguiendo el protocolo descrito en la seccion materiales y métodos
(pag. 15). Para lo cual, se utilizaron diferentes colonias de pGem-CRI y se eligieron
colonias de pGem-CRA con los diferentes tamafios de insertos visualizados a partir de
la reaccion de PCR de colonia.
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Figura 10: Electroforesis en gel de agarosa 1%. Parte superior, 1 al 6: ADNp de las colonias pertenecientes a
pGem-CRA. Parte inferior, 1 al 6: ADNp de las colonias pertenecientes a pGem-CRIn. Utilizando un volumen
de cada muestrade 5 L y 6 pL de cada MPM

Una vez obtenido el ADNp se realizaron digestiones de estos ADN con la
enzima EcoRI (Figura 11) estd enzima presenta sitios de restriccion en la region que
flanquea al inserto y por tanto produce su liberacion, lo que permitié visualizar su
tamafio. La digestion se realiz6 segun condiciones descritas en la seccion materiales y
métodos (pag. 15). A pesar de observar que hubo degradacion del ADNp en la digestion
es posible visualizar que el ADNp de las colonias de pGem-CRA pertenecientes a los
clones 6 y 9 liberaron inserto con el tamafio de interés (552pb).

PGem-CRA2 pGem-CRA6 pGem-CRA9  MPM 1kb

1llll' l I
1000pb
500pb

Figura 11: Electroforesis en gel de agarosa 1%. Digestion con EcoRI del ADNp de tres diferentes colonias
pertenecientes a pGem-CRA. Utilizando un volumen de cada muestra de 5 pL y 6 uL de cada MPM

Luego se realizO preparacion de ADNp de las tres colonias de pGem-CRA
(pGem-CRA2, pGem-CRAG6 y pGem-CRAJ9) utilizando el kit Ron’s Plasmid Mini kit de
BIORON vy se enviaron a secuenciar los plasmidos con el inserto para verificar su
identidad.

Cabe destacar que este mismo procedimiento fue realizado para los clones que
fueron transformados con el vector pJet.

En aquellas construcciones en las que fue confirmada la identidad de los
insertos, se procedio a liberar los insertos con las enzimas EcoRI y Sall, cuyos sitios de
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restriccion fueron incluidos en la secuencia cuando se disefiaron los primers, como se
menciono en la seccion materiales y métodos. La doble digestion se realizd siguiendo
las condiciones descritas previamente en la seccion materiales y métodos (pag. 16). El
primer intento de liberacion del inserto dio como resultado la degradacion del mismo.
Esto hizo necesario realizar diferentes pruebas de digestién con una u otra enzima para
dilucidar cuél de estas era responsable de la degradacion. Las pruebas que se realizaron
consistieron en, incubar el pldsmido en la mezcla de reaccion pero sin las enzimas, o
incubar el plasmido con una u otra enzima a 37°C durante 2h, lo que dio como resultado
que la enzima EcoRl era la responsable de la degradacién, por lo que se decidié probar
con una enzima EcoRI procedente de otro laboratorio, con la cual no se observo
degradacion (no se muestra). Una vez resuelto este problema y obtenido el inserto, este
fue ligado al plasmido de expresion pPicZoA y se procedio a transformar.

En una primera instancia se transformd utilizando el vector ligado al inserto
correspondiente a EQCRISP_A en la cepa XL1 de E. coli, siguiendo el protocolo
anteriormente descrito en la seccion materiales y métodos (pag. 14). Durante la
busqueda de transformantes (que se detalla a continuacién), fue necesario cambiar la
cepa en la que se transformd al principio, dado que el pldsmido que se obtenia era
degradado durante las digestiones. Por esta ultima razon se procedidé a transformar

nuevamente en la cepa DH5a de E. coli, siguiendo el protocolo descrito en la seccién
materiales y métodos (pag. 14) y utilizando el vector de expresion pPicZaA con el
inserto EQCRISP_A'y con el inserto EgCRISP_I.

Los clones obtenidos de la transformacion se denominaron pPic-CRAX para los
clones transformados el producto de ligacion del vector y el fragmento de 552pb,
EQCRISP_A, se denomind pPic-CRIX el producto de ligacion del vector y los
fragmentos de 636pb obtenidos de la reaccion de PCR con el ADNc, EgCRISP_I.
Donde la X se corresponde al numero de la colonia en la placa ordenada.

Para la verificacion de la identidad de las transformantes obtenidas de la

transformacion de XL1 con EQCRISP_A en pPicZaA, se procedio a realizar la
preparacion a pequefia escala de ADNp segln protocolo descrito en la seccion
materiales y métodos. Una vez obtenido el ADNp se realiz6 la digestion del mismo,
utilizando las enzimas EcoRI y Sall presentes en los primers, que liberan al inserto del
vector de expresion. La digestion se realizd siguiendo las condiciones descritas en la
seccion materiales y métodos (pag. 16). Durante la realizacion de la digestion se
observo la degradacion completa del plasmido, por lo que se decidié como alternativa
de basqueda realizar PCR. Esta fue realizada utilizando el programa 2 de la tabla 2 y
siguiendo las condiciones para la enzima uTaq polimerasa descritas en la tabla 1 en la
seccion materiales y métodos. El resultado de este PCR se puede observar en la Figura
12.
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Figura 12: Electroforesis en gel de agarosa 1%. Parte
superior 1 al 4: PCR correspondiente a las colonias 1 a 4 de
pPic-CRA; 5: MPM 1kb de Fermentas. Parte inferior, 1;
PCR para a la colonia 7 de pPic-CRA; 2: PCR para la
colonia 8 de pPic-CRA; 3: control positivo con ADNp de
pGem-CRA secuenciado; 4: control negativo con agua; 5:
MPM 1kb de Fermentas. Utilizando un volumen de cada
muestra de 10 pL y 6 pL de cada MPM.

Si bien el producto de PCR presenta el tamafio esperado, la degradacion del
plasmido en esta cepa hizo dificil trabajar con este. Por el motivo descrito anteriormente

se procedi6 a transformar con el plasmido pPic-CRA y pPic-CRI en la cepa DH5a de E.
coli. La basqueda de las transformantes fue realizada nuevamente mediante la
preparacion de ADNp a pequefia escala, segun protocolo de la pag. 15. Luego el ADNp
fue digerido por las enzimas de restriccion EcoRI y Sall como se describe anteriormente
(pag. 16), la electroforesis de la reaccion de digestion se puede observar en la Figura 13,
donde se pueden identificar los insertos presentes en los ADNp de las distintas colonias,
excepto para los pocillos 1 parte superior y 3 parte inferior de la figura donde no fue
posible observar el plasmido.

Figura 13: Electroforesis en gel de agarosa 1%. Digestion con EcoRI y Sall del ADNp de diferentes colonias
pertenecientes a pPic-CRA y pPic-CRI. Parte inferior, 1 al 6: ADNp digerido de colonias pertenecientes a
pPic-CRA; 7: MPM 100pb de Fermentas; 8 y 9: ADNp de colonias de pPic-CRI. Parte superior, 1: ADNp de
un clon de pPic-CRI; 2: MPM de 100pb de Fermentas. Utilizando un volumen de cada muestra de 5 uL y 6 pL
de MPM

Los clones obtenidos también fueron verificados por PCR de colonia en la cual
se siguio las condiciones descritas en la seccién materiales y métodos. Los resultados de
la reaccion de PCR se pueden visualizar en la Figura 14.
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Figura 14: Electroforesis en gel de agarosa 1%. PCR de las diferentes colonias pertenecientes a pPic-CRA y
pPic-CRI. A) 1 al 10: PCR para colonias con el inserto EQCRISP_I, 11: MPM 1kb Fermentas; 12: MPM 100pb
de Fermentas. B) Parte superior, 1 al 7: PCR para colonias con el inserto EQCRISP_A; 8: MPM 1kb de
Fermentas. Parte inferior, 1 al 5: PCR para colonias con el inserto EQCRISP_A; 6: MPM 1kb de Fermentas; 7
y 8: PCR de colonias con el inserto EQCRISP_I. Utilizando un volumen de cada muestra de 5 pL y 6 pL de
MPM

Como se puede observar en la Figura 14 todas las colonias analizadas
amplificaron una banda del tamafio esperado usando la reaccion de PCR. Dado este
resultado se realizé preparacion de ADNp utilizando el kit AxyPrep plasmid Midiprep
de Axygen, siguiendo las indicaciones del fabricante. Una vez obtenido el ADNp fue
precipitado (siguiendo las condiciones descritas en la seccién materiales y métodos péag.
17) ya que para ser utilizado para transformar P. pastoris es necesario que este disuelto
en agua. Al ADNp obtenido se le midio la concentracion en un Nanodrop y los valores
obtenidos se resumen en la tabla 11.

Tabla 11: Resumen de las medidas de absorbancia (A) de las diferentes preparaciones de ADNp.

ADNp de la| A(»=260nm) | A (A=280nm) | Coef. 260/280 | Coef. 260/230 | Concentracion
colonia ng/pL
pPicZA 3.391 1.82 1.86 2.1 169.5
pPicZaA 2.264 1.198 1.89 1.85 113.1
pPic-CRI1 2.039 1.103 1.85 1.74 101.9
pPic-CRA27 2.544 1.382 1.84 1.62 127.2

Una vez obtenida la concentracién de cada ADNp se realiz6 la digestion del
mismo con la enzima Sst/Sacl segun condiciones descritas en la seccion materiales y
métodos. Los resultados de la digestién se observan en la Figura 15. Como se puede
apreciar en la Figura la digestion obtenida no fue completa por lo que se procedi6 a
cortar la banda de interés de un gel y purificarla utilizando el Gel Extraction kit
BIORON, siguiendo las indicaciones del fabricante. Luego de purificado se cuantifico
aproximadamente la concentracion del ADNp en comparacion con un marcadores de
concentracion conocida, a partir de un gel de agarosa 1% correspondiente a la Figura
16.
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Figura 15: Electroforesis en gel de agarosa 1%. Digestion con Sst/Sacl de ADNp. 1: MPM de 1kb de
Fermentas; 2: pldsmido pPicZA; 3: plasmido pPicZaA; 4: plasmido de pPic-CRA27; 5: plasmido de pPic-
CRI1; 6: plasmido sin digerir de pPicZaA. Utilizando un volumen de cada muestra de 5 uL y 6 uyL de MPM

Figura 16: Electroforesis en gel de agarosa 1%. Purificacion de plasmidos linealizados. 1; MPM de 1kb de
Fermentas; 2: plasmido pPicZA; 3: plasmido pPicZaA; 4: pldsmido de pPic-CRI1; 5: plasmido de pPic-
CRAZ27; 6: plasmido sin digerir de pPicZA diluido 1/10; 7: plasmido sin digerir de pPic-CRI1 diluido 1/10; 8:
plasmido sin digerir de pPic-CRA27 diluido 1/10. Utilizando un volumen de cada muestra de 5 pL para las
diluciones de ADNp sin digerir, 1 pL para los ADNp digeridos y 6 pL de MPM

Para transformar en P. pastoris se procedié segun el protocolo de
electroporacion del manual EasySelect™ Pichia Expresion Kit. La transformacion fue

realizada con los ADNp linealizados de pPicZA, pPicZaA, pPic-CRA y pPic-CRI,
utilizando 10 pL de cada uno de estos. A pesar de esto solo se obtuvieron
transformantes correspondientes a pPic-CRA y pPic-CRI. Al siguiente dia de realizada
la transformacién se observaron colonias de P. pastoris transformantes y se observo
crecimiento en los controles de viabilidad (descritos en la seccion materiales y métodos
pag. 17). Luego de 5 dias se ordenaron en placa de YPD las colonias que correspondian
a transformantes que habian crecido hasta el momento. Las placas de transformacion se
dejaron creciendo hasta cumplidos los 10 dias como indica el manual. De la
transformacion se obtuvieron un total de 24 transformantes para pPic-CRA (numero de
colonias en placa ordenada de 1 a 14 y de 20 a 29) y de 5 transformantes para pPic-CRI
(nimero de colonias en placa ordenada de 15 a 19) (tabla 12). Las transformantes
obtenidas se denominaron CRAX y CRIX, donde la X hace referencia al nimero de la
colonia en la placa ordenada. CRA hace referencia a aquellas que presentan el inserto
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EgCRISP_A, mientras CRI hace referencia a aquellas que presentan en inserto
EgCRISP_1I.

Tabla 12: resumen de colonias transformantes obtenidas para EQCRISP_A 'y EgCRIASP_I

N° de transformantes | N° de las colonias en placa

EgCRISP_A 24 1-14 y 20-29

EQCRISP | 5 15-19

Para verificar la integracion al genoma de P. pastoris de las constricciones con
el péptido sefial para su excrecion se realizd la preparacion de ADNg de las levaduras,
segun protocolo descrito en materiales y métodos (pag. 17). Una vez obtenido en
ADN{g se realiz6 su visualizacion en gel de agarosa 1% para cotejar su integridad, como
se observa en la Figura 17.
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Figura 17: Electroforesis en gel de agarosa 1%. Para visualizar las preparacion de ADNg de las levaduras
transformantes obtenidas. Parte superior, 1 al 8: ADNg de los clones del 1 al 8. Parte inferior, 1 al 7: ADNg de
los clones del 9 al 16. Utilizando un volumen de cada muestra de 5 pL.

Como se puede observar en la Figura 17 los ADNg estaban integros, pero
algunos de ellos presentaba importantes cantidades de ARN. Luego de obtenidos los
ADNg estos se usaron como molde para realizar una reaccion de PCR, esto ultimo se
realizd para verificar la presencia del inserto de interés. La reaccion fue llevada a cabo
siguiendo las condiciones correspondientes a la enzima uTaq polimerasa de la tabla 8 y
el programa 3 de la tabla 9 de la seccion materiales y métodos (pag. 18). Si bien en el
gel del ADNg no se visualiz6 ADNg para las colonias CRA3, CRA5 y CRI16 estos
ADNg igualmente fueron utilizados como molde en la reaccion de PCR. El resultado
obtenido luego de la reaccion de PCR se puede visualizar en la Figura 18.
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Figura 18: Electroforesis en gel de agarosa 1%. Para visualizar las reacciones de PCR de los ADNg de las
colonias transformantes. Parte superior, 1 al 11: PCR para los clones del 1 al 11; 12: MPM 1kb de Fermentas.
Parte inferior, 1 al 5: PCR para los clones del 12 al 16; 6: controlo positivo PCR con ADNp diluido 1/10 de
pPic-CRI; 7: control positivo PCR con ADNp diluido 1/10 de pPic-CRA; 8: control negativo con agua; 9:
MPM 1kb de Fermentas. Utilizando un volumen de cada muestra de 5 pL y para cada MPM un volumen de 6
uL.

Como se puede observar en la Figura 18, las reacciones de PCR en las que se
observa una banda del tamafio esperado fueron aquellas en las que parecia no haber
ADNg. Esto podria deberse a un exceso de ADN molde en la reaccion de PCR por esta
razon se decidio realizar una nueva PCR en la cual se utilizo una dilucién 1/100 de los
ADNg. En esta Gltima se observan bandas para todas las reacciones excepto las que
correspondian a las colonias CRA10 y CRI19 (datos no mostrados). Por otro lado y
refiriéndonos a la Figura 18, se pudo observar una banda en el control negativo de
tamafio menor a las de interés, que pudo deberse a una contaminacién en los primers,
como su tamafio es visiblemente menor al de la banda de interés se considera como
resultados negativo de la reaccion de PCR.

Para confirmar la identidad de los productos obtenidos en la reaccion de PCR se
realizd una basqueda de una enzima que cortara ambas secuencias de modo tal que diera
fragmentos distinguibles en un gel de agarosa utilizando el programa CHROMAS. Esta
basqueda nos llevo a realizar una digestion con la enzima Avall. Esta enzima corta a la
secuencia EQCRISP_A de modo tal que se obtienen dos fragmentos uno de 371pb y otro
de 610pb, y para EQCRISP_I se obtienen dos fragmentos uno de 305pb y otro de 831pb
(Figura 19). La digestion se realizé siguiendo las condiciones de la tabla 9 de la seccién
materiales y métodos.

371
EgCRISP_ A e (X) o
1 981
831
EgCRISP_I 5% -
1 ’_ﬂ‘j 1136
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Figura 19: Esquema de restriccién de Avall en las secuencias de EQCRISP_Ay EQCRISP_I
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W 250pb

Figura 20: Electroforesis en gel de agarosa 1%. Para visualizar la digestion con Avall de los productos de
PCR de los ADNg de las colonias transformantes. A) 1: producto de PCR digerido de la colonia CRAL; 2:
producto de PCR digerido de la colonia CRAG6; 3: producto de PCR digerido de la colonia CRA7; 4: producto
de PCR digerido de la colonia CRI15; 5: producto de PCR digerido de la colonia CRI17; 6: producto de PCR
digerido de la colonia CR118; 7: ADNp digerido de pPic-CRA cuyos productos se marcan con flechas rojas; 8:
ADNp digerido de pPic-CRI cuyos productos se marcan con flechas rojas; 9: MPM 1kb de Fermentas. B) 1:
producto de PCR digerido de la colonia CRA3; 2: producto de PCR digerido de la colonia CRAS5; 3: producto
de PCR digerido de la colonia CRI16; 4: ADNp de pPic-CRA; 5: MPM 1kb de Fermentas. Utilizando un
volumen de cada muestra de 5 pL y para cada MPM un volumen de 6 pL.

En la Figura 20 pudimos observar la presencia de bandas con el tamafio esperado
lo que nos estaria confirmando la identidad de los productos obtenidos por PCR. Dado
lo anterior pudimos concluir que teniamos colonias de P. pastoris, que habian integrado
nuestro inserto de interés en su genoma lo que nos permitié realizar los primeros
ensayos de expresion.

La realizacion de los ensayos de expresion, fue llevada a cabo siguiendo el
protocolo descrito para el fenotipo Mut® segin indica el manual EasySelect™ Pichia
Expresion Kit. Se cambid Unicamente que previo a la inoculacién del matraz de 25mL,
se realiz6 un pre-cultivo de 5mL a partir del cual se inoculd el matraz de 25mL. Para
inocular el matraz de 25 mL se realiz6 la medida de la densidad éptica a 600nm, de
modo de poder determinar de forma aproximada con que volumen del pre-cultivo
inocular el matraz de 25mL para que esté a la densidad Optica (DO) deseada (2 a 6
segun se indica en el manual) en determinado momento del dia. Este calculo se realiz6
considerando que el tiempo de duplicacion de las células era de 2hs.

Para la realizacién del ensayo se utilizaron como controles dos cepas de P.
pastoris incluidas en el kit. Una de ellas denominada GS115 Mut® albumina (HSA), la
cual secreta albtimina al medio (67kDa) y la otra GS115/pPICZ/lacZ Mut* (LacZ) que
produce lacZ (119kDa) intracelular. Se realizaron dos ensayos de expresion y en ambos
casos se decidié utilizar medio completo con buffer (BMGY/BMMY). El primer ensayo
se realiz6 con 0,5% de metanol y el segundo con 2% de metanol.

Tabla 13: medidas de DO a 600nm de longitud de onda para los pre-cultivo de 5mL.

Muestras | Dilucién 1/10 | 1/1

HSA 0,740 7,40
CRA 0,620 6,20
CRI 0,620 6,20
LacZ 0,780 7,80
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Tabla 14: Medidas de DO a 600nm de longitud de onda para el matraz de 25mL de BMGY

Muestras | Dilucion 1/10 | 1/1

HSA 0,860 8,60
CRA 0,525 5,25
CRI 0,750 7,50
LacZ 0,600 6,00

Tabla 15: Medidas de DO a 600nm de longitud de onda para DO de los diferentes dias del ensayo de

expresion.

Muestras | Dia 0 Dial Dia 2 Dia 3
Dilucién 1/2 | Dilucién 1/50 | Dilucién 1/50 | Dilucién 1/50

HSA 0,497 0,310 0,242 0,275

CRA 0,454 0,273 0,339 0,320

CRI 0,493 0,060 0,218 0,266

LacZ 0,453 0,104 0,301 0,341

En el primer ensayo de expresion las muestras mostraban un color amarillo no
caracteristico de Pichia lo que nos indicaba que estaban contaminadas, por lo que se
decidié terminar el ensayo en el dia 3. Como se observo en la tabla 14 las medidas de
DO para los cultivos correspondientes a HSA y CRI fueron mayores a las deseadas, a
pesar de esto el desarrollo de los cultivos a lo largo del ensayo (tabla 15) no se vio

afectado.

Tabla 16: Medidas de DO a 600nm de longitud de onda para los pre-cultivo de 5mL

Tabla 17: Medidas de DO a 600nm de longitud de onda para el matraz de 25mL de BMGY

Muestras | Dilucién 1/10 | 1/1

HSA 0,026* 0,13
CRA 0,260 2,60
CRI 0,094 0,94

*La dilucion de HSA fue de 1/5

Muestras | Dilucion 1/10 | 1/1
HSA 0,430 4,30
CRA 0,419 4,19

Tabla 18: Medidas de DO a 600nm de longitud de onda para de los diferentes dias del ensayo de

expresion.
Muestras | Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6
Dilucion Dilucién Dilucién Dilucién Dilucién Dilucién 1/50
1/10 1/50 1/50 1/50 1/50
HSA 0,855 0,322 0,310 0,385 0,268 0,291
CRA 1,052 0,272 0,359 0,331 0,219 0,245

En el segundo ensayo de expresion el cultivo correspondiente a CRI no llego a la
DO deseada de 2 a 6 en el cultivo de BMGY, por lo que se decidié ensayar solo con
CRA y HSA. Como se observa en la tabla 18 a partir del quinto dia las medidas de DO
para los cultivos disminuyeron con respecto al cuarto dia. Esto nos sugiere que las
levaduras comenzaron a morir.
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Procesamiento de muestras vy visualizacion de proteinas

Las muestras fueron procesadas tal como se indica en el manual EasySelect™
Pichia Expresion Kit. Luego de procesar las muestras de los diferentes dias se realizaron
geles de poliacrilamida segun se describi6 en la seccion materiales y métodos (pag. 19)
para visualizar las proteinas. Los tamafos esperados para las proteinas eran de 21kDa
para CRA sin péptido sefial; 30,7kDa para CRA con péptido sefal, y 25,1kDa para CRI
sin péptido sefial; 34,7kDa para CRI con péptido sefial.

CRA CRI LacZ HSA

Figura 21: Proteinas de la fraccion medio de la expresiéon en P. pastoris inducida con 0,5% de
metanol. Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida 15% (SDS-PAGE-15%). A)
corresponde a las fracciones medio de los diferentes dias de CRA, CRI y LacZ donde se carg6 25uL
de cada muestra y 12uL de MPM. B) corresponde a las fracciones medio de los diferentes dias para
HSA 25pL de cada muestray 12uL de MPM.

CRA CRI LacZ HSA

AOX

Figura 22: Proteinas de la fraccion soluble de la expresion en P. pastoris inducida con 0,5% de metanol.
Electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE-15%. A) corresponde a las fracciones solubles de CRA, CRI y
LacZ donde se carg6 25puL de cada muestra y 12uL de MPM. B) corresponde a las fracciones solubles de los
diferentes dias para HSA 25puL de cada muestray 12uL de MPM.

Como se puede observar en la Figura 21B hubo expresion para el control
correspondiente a HAS que se sefiala con la flecha roja, pero sin embargo no se
visualizaron en la parte A de la Figura proteinas del tamafio esperado para CRA y CRI.
Una posibilidad es que las proteinas no estuvieran siendo secretadas por lo que se
realizd el gel correspondiente a las fraccidn soluble (Figura 22), pero aun en este no se
visualizaron proteinas con el tamafio esperado para CRA y CRI. Si se pueda observar
claramente la expresion de LacZ intracelular y aparece una banda en todas la muestras
que podria ser la proteina AOX (Figura 22 A). Alternativamente se pensd que estas
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podrian encontrarse a una concentracién menor a la sensibilidad del método, por lo que
se realizo un western blot como se muestra en la Figura 23.

Figura 23: Western blot con anti-HIS. 1 al 3: los dias 1 al 3 de la fraccién soluble CRA; 4 al 6: del dia no
inducido (N1) al dia 3 de la fraccidn soluble de CRI; 7 al 10: los dias 1 al 3 de la fraccion medio de CRA; 11 al
14: los dias NI al dia 3 de la fraccion medio de CRI; 15: MPM.

En el experimento de western blot se pudo observar una sefial en todos las
muestras la falta de marcador no permite asegurar que corresponda a las proteinas de
interés, mas alla del hecho de que aparecen dos sefiales a la izquierda del primer carril
para las que no se pudo encontrar explicacion. Dado este resultado se decidio realizar un
segundo ensayo de western blot. Este Gltimo dio un resultado semejante al de la Figura
23 por lo cual se pensd que la sefial podria corresponderse con las proteinas, y lo que
estaria sucediendo es que no perderian su péptido sefial al ser secretadas.

Para aumentar la cantidad de proteina expresada se realiz6 un segundo ensayo,
en el cual se aumentd el metanol al 2% con el fin de aumentar la induccion. En este se
esperaba poder visualizar las proteinas en el SDS-PAGE. A pesar del aumento de la
concentracion de metanol, no se observo proteinas con el tamarfio de interés en los SDS-
PAGE.

HSA CRA

S e
Y o =

Dia1 Dia2' Dia3 Dia4 Dia5 Dia6 ' Dia1Dia2 Dia3 Dia 4 DEa 5 Dia 6
-

32.5kDa

' ~ 25kpa

~

Figura 24: Proteinas de la fraccion medio de la expresion en P. pasforis inducida con 2% de metanol.
Electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE-15%. Corresponde a las fracciones medio de HSA y CRA donde se
cargo6 20pL de cada muestray 12uL de MPM.

En este ensayo si se pudo visualizar la expresion de HSA (Figura 24) de la
fraccion medio. La presencia de HSA estaria indicando que la induccion estaba
funcionando, a pesar de esto no se visualiz proteina del tamafio esperado para CRA y
CRI. Si se puede observar, que la disminucion de la DO del dia 4 al 5 fue acompafiado

35



de lisis celular, por esta razon se observaron mayor cantidad de proteinas en la fraccion
medio.

Figura 25: Proteinas de la fracci() soluble de la expresion en P. pastoris inducida con 2% de metanol.
Electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE-15%. Corresponde a las fracciones solubles de HSA y CRA donde
se cargd 20pL de las diferentes muestras y 12uL de MPM.

Figura 26: Proteinas de la fraccion insoluble de la expresion en P. pastoris inducida con 2% de metanol.
Electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE-15%. Corresponde a las fracciones insolubles de HSA y CRA
donde se carg6 10pL de los diferentes dias para CRA, 20 pL para los dias 4 y 6 de HSA, 10 pL para el dia 5 de
HSA y 10uL de MPM.

Por otra parte en los SDS-PAGE correspondientes a las fracciones solubles e
insolubles del segundo ensayo (Figuras 25 y 26) no se observé bandas que pudieran
indicar expresion de las proteinas de interés lo que sugiere que a pesar del aumento en la
concentracion del metanol no hubo un aumento significativo de la expresion de la
proteina.
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Figura 27: Esquema de posibles razones por las que la expresion en P. pastoris se pudo ver afectada, y puntos

a mejorar y/o probar en experimentos futuros.



Se logré obtener transformantes en P. pastoris que integraron el inserto de
interés en su ADNg. En base al resultado del western blot de la Figura 23, se puede
pensar que hubo expresién de las proteinas CRA y CRI. Las proteinas fueron obtenidas
a concentraciones bajas por lo que el proceso de expresion debe ser puesto a punto, para
la produccion a gran escala de la proteina. Por otra parte se debe continuar buscando
condiciones de expresion para la proteina CRI. Las posibles razones por las que las
proteinas no son expresadas se resumen en la Figura 27.

Se espera poder expresar ambas proteinas a gran escala para utilizarlas en el
desarrollo de una vacuna anti-helmintica. Para lograr la produccion a gran escala de las
proteinas es necesario develar que esta sucediendo con las mismas dentro de las células,
para esto nos basaremos en las hipotesis planteadas (Figura 27).

Como se menciono anteriormente, estas proteinas parecen estar interviniendo en
el proceso de invasion del parasito, por lo que seria de interés poder caracterizarlas y
conocer sus posibles funciones. También estas proteinas pertenecen a una superfamilia
de proteinas muy conservadas por lo que su caracterizacion estaria enriqueciendo el
conocimiento de la misma. Por otra parte desde el punto de vista de herramientas
moleculares la expresion en P. pastoris esta siendo ampliamente utilizada, por lo que
desarrollar este método para obtener mayor eficiencia en la produccion de proteinas con
modificaciones post-transcripcionales que no pueden ser obtenidas en E. coli, es de
interés por su aporte a la biologia molecular.
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