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Resumen

Recientemente la subunidad alfa (ECHA) de la proteina trifuncional (TFP) humana, enzima
clave de la oxidacion de los acidos grasos, ha sido reportada por nuestro grupo como un
posible sustrato fisioldgico de la fosfatasa PtpA de Mycobacterium tuberculosis. Se demos-
tré que in vitro PtpA es capaz de desfosforilar la ECHA, esta ultima inmunopurificada a partir
de células de macroéfago. Sin embargo, las cantidades de ECHA obtenidas mediante inmu-
nopurificacion no fueron suficientes para realizar ensayos de actividad fosfatasa en condi-
ciones cinéticas adecuadas y profundizar en los ensayos de interaccién proteina-proteina.
Por lo tanto el objetivo central de esta tesina ha sido el sub-clonado del gen ECHA en un
vector de expresidn bacteriano, en primera instancia abordado por el método de RF-cloning
y (o) luego por el método cldsico basado en el uso de enzimas de restriccion. Al aplicar am-
bas estrategias nos enfrentamos a dificultades que intentamos superar y que si bien no
permitieron llegar al sub-clonado planteado, el camino ha sido muy formativo, y el trabajo
serd continuado por el grupo. Por otro lado, como segundo objetivo se buscd avanzar en el
estudio de interaccidn entre ECHA y PtpA en un contexto celular eucariota, mediante el uso
de la estrategia de doble hibrido en levadura. Esta técnica proporciona un método de detec-
cion de interaccidn proteina-proteina basado en la co-transformaciéon con dos plasmidos
pSos y pMyr portando el gen de la PtpA y la ECHA, respectivamente. La co-transformacion
se realiza en una cepa de levadura de S. cerevisiae cdc25H que posee una mutacién puntual
en un gen que le impide crecer a 372C, no afectando su crecimiento a 259C. El plasmido
pMyr contiene un gen que expresa una pequefia secuencia de miristilaciéon (myr) fusionada
a la proteina ECHA, dicha sefial permite que la proteina de fusién se ancle a la membrana
plasmatica. El plasmido pSos contiene el gen de la proteina hSOS fusionado al gen de la fos-
fatasa PtpA. Si PtpA interacciona con ECHA, hSOS serd capaz de llegar a la membrana plas-
matica, logrando activar la via de sefializacién Ras, complementando el defecto de creci-
miento de la levadura a 372C. Los resultados obtenidos permitieron conocer mejor el siste-
ma de doble hibrido, caracterizando mejor el funcionamiento de sus controles positivos y
negativos, lo que permitira su aplicacion inmediata para profundizar en el estudio de la in-

teraccion entre la ECHA y PtpA.
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Abreviaturas

Abs: absorbancia

ADN: acido desoxirribonucleico
ARN: acido ribonucleico

BK: bacilo de Koch

cdc25H: cepa de Saccharomyces cerevisiae mutante. Esta cepa contiene una mutacion puntual en el
aminodcido 1328 del gen cdc25

Col I: fragmento de proteina colagenasa tipo IV de ratén (aminoacidos 148-375)
dNTP: desoxinucledtidos trifosfato

DO: densidad éptica

E. coli: Escherichia coli

ECHA (HADHA): subunidad a de la proteina trifuncional humana

ECHB: subunidad B de la proteina trifuncional humana

EDTA: acido etilendiaminotetraacético

GAL1: promotor inducible por galactosa

GFP: gen de la green fluorescent protein

GSK3a: Glycogen Synthase Kinase 3, subunit alpha

GTP: Guanosin trifosfato

His: aminoacido Histidina

hs: horas

hSos: proteina Sos humana, factor de intercambio de nucledtido de guanina
IPTG: isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido

Lac: lactosa

LB: Lysogeny broth

LEU2: gen que codifica una de las enzimas necesarios para la sintesis de leucina
M. bovis: Micobacterium bovis

MAFB: factor de transcripcion humano MAFB

MBP: Maltose Binding Protein

min: minutos

Mtb: Micobacterium tuberculosis
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OMS: Organizaciéon Mundial de la Salud

ON: “over night”

P-ADH1: promotor de expresion constitutiva

pb: pares de bases

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa

PCR1: primer reaccién de PCR del método de RF- cloning

PCR2: segunda reaccién de PCR del método de RF-cloning
pMyr: pldsmido Myr

pSos: plasmido Sos

PTP: proteina fosfatasa en tirosina

PtpA: Proteina fosfatasa en tirosina A de Mycobacterium tuberculosis
S. cerevisiae: Saccharomyces cerevisiae

SB: Sos binding protein, proteina de unién a Sos

SD/Galactosa (-UL): medio minimo con galactosa-agar sin uracilo y leucina
SD/Glucosa (-UL): medio minimo con glucosa-agar sin uracilo y leucina
seg: segundo

TA: temperatura ambiente

TB: tuberculosis

TE/LiAc/PEG: Tampdn Tris-EDTA con Acetato de litio y polietilenglicol
TFP: proteina trifuncional

Tm: temperatura de fusién del oligonucleétido.

TRIS: tris (hidroximetil) aminometano

Tyr: tirosina

U o URA: uracilo

URA3: gen que codifica una de las enzimas para la sintesis de uracilo
UV: Ultra Violeta

VIH: virus de la inmunodeficiencia humana

YPAD: “Yeast extract-peptone-adenine-dextrose medium”
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1.0 Introduccidn

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecto-contagiosa causada por la bacte-
ria Mycobacterium tuberculosis (Mtb), y constituye una de las diez principales causas de
mortalidad en el mundo. En 2016, 10,4 millones de personas contrajeron la enfermedad
y 1,8 millones murieron, entre ellos 0,4 mi-
llones de personas con VIH (siendo la TB Ila
causa principal de muerte en este tipo de
pacientes) [OMS, http://www.who.int/es/].
Mtb se denomina también bacilo de Koch
(BK), en honor a quien la descubrié el 24 de

marzo de 1882 el Dr. Robert Koch (Figura 1).

Mtb es una bacteria que posee una Figura 1. Fotografia del Dr. Robert Koch, médico y

microbiélogo aleman, descubridor en 1882 del

pared celular particular que comparte algu-
bacilo responsable de provocar la tuberculosis.

nas caracteristicas presentes en las bacterias Premio nobel en Medicina y Fisiologia en 1905 por

Gram positivas, es aerobia estricta, de creci- sus trabajos en tuberculosis. Imagen extraida de
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Robert K

miento lento, muy resistente a las condicio-
och.jpg

nes de frio, congelacién y desecacién. Por el

contrario, es muy sensible al calor, luz solar y la luz ultravioleta. La pared celular comple-
ja se caracteriza por ser rica en lipidos, con un alto contenido de dcidos micdlicos y otros
lipidos que por fuera de la capa de peptidoglicano le confiere su capacidad acido-alcohol
resistente caracteristica, observable a través de la tinciéon Ziehl-Neelsen [Kieser et al.
2014] (técnica de tincién diferencial rdpida y econdmica, usada para la identificacion de
estas bacterias en muestras de pacientes) [Van Deun et al 2008]. La Organizacién Mun-
dial de la Salud (OMS) considera que un proceso es tuberculoso cuando se confirma la
presencia de Mtb en cualquier parte del organismo a través de esta técnica o mediante el
cultivo en medios especificos para su deteccion. El reservorio natural de Mtb es el ser
humano, tanto el sano infectado como el enfermo. Es un patégeno que puede causar

enfermedad en cualquier érgano del cuerpo, siendo lo mas frecuente la infeccién pulmo-

nar. De ahi, por via sanguinea o linfatica, se propaga a otros drganos. Los sintomas apa-
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recen cuando las lesiones son ya muy extensas. En estas condiciones, el diagndstico se

establece cuando el padecimiento esta muy avanzado [OMS, http://www.who.int/es/].

trehalose
dimycolate

porin

mycolyl-
arabinogalactan

L oo booodas ot

..........................................................

© polyprenyisugars g o} © srabinosyt motis
@ phosphatidylinositol mannoside §§:Emycuﬁcacid () trehalose

Figura 2. Esquema de la envoltura celular de Mtb. Se muestran los componentes clave de la membrana
celular Mtb y su envoltura cerosa externa. Imagen extraida de McLean K J et al Archives of Biochemistry and

Biophysics 464 (2007).

La infeccidn con
Mtb se transmite de
persona a persona a
través del aire (Figura
3). Cuando un enfermo
de tuberculosis pulmo-
nar tose, estornuda o
saliva expulsa gotitas
gue contienen los baci-
los y que quedan en
suspensidon en el aire,

basta con que otra per-

a Latent infection Ling

parenchyma
Interstitial
< « macrophage
o\ oy )
Mycobacterium —3 ]
tuberculosis »

Alveolar Migration to the | &,

lymphnodesfor | 1% | Epithelial
T call priming y

b Active disease

oY i
Infected . |
tymph node *{

NATURE REVIEWS | DISEASE PRIMERS VOLUME 220165

Figura 3: Infeccion con Mtb latente y activa.
Imagen extraida Pai et al. Nature Review 2 (2016).

sona inhale esas gotitas para quedar infectada, activandose asi una infecciéon activa o

latente, dependiendo en gran medida del estado de salud de la persona infectada.
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Se calcula que un tercio de la poblacién mundial tiene tuberculosis latente, esto
significa que estan infectadas pero no han desarrollado ni transmiten la enfermedad. Las
personas infectadas con Mtb tienen un riesgo de enfermar a lo largo de la vida de un
10%. Este porcentaje aumenta si se trata de personas inmunodeprimidas, por ejemplo
las que padecen VIH, desnutricién o diabetes, y los consumidores de tabaco. Los grupos
de riesgo son: personas privadas de libertad, personas con VIH positivo y personas que
conviven con personas con tuberculosis. En nuestro pais desde 1980 hasta mediados de
la década del noventa se registré un descenso en el nimero de casos de TB, luego se
estabilizé hasta el afio 2011 cuando se comenzd a registrar un marcado aumento en el
numero de casos. En 2016 se registraron en Uruguay 883 nuevos casos, observandose
qgue el rango etario afectado corresponde principalmente a la poblacién laboralmente
activa (entre 25 y 40 aiios), algo que inquieta a las autoridades de la salud, ya que los
afectados no eran necesariamente personas inmunocomprometidas [Global tuberculosis

report 2017, OMS].

La OMS se planted como objetivo para el siglo XXI la erradicacién de la TB, sin em-
bargo dos factores han imposibilitado alcanzar este objetivo: por un lado el aumento de
casos desde la década de los noventa (hasta volver a ser considerada una pandemia mun-
dial) y la aparicion a partir de 2006 de cepas resistentes a varios o todos los farmacos de
primera linea empleados hasta el momento (cepas multirresistente o MDR-TB y ultra resis-
tente o XDR-TB) (Las drogas de primera linea actualmente disponibles para el tratamiento
antituberculoso son: isoniacida (INH), rifampicina (R/AMP), pirazinamida (PZA), etambutol
(EMB) y estreptomicina (SM). Son las drogas mas efectivas, con un perfil de eventos adver-
sos aceptable y relativamente baratas. INH y R/AMP son las mas importantes al punto que
cuando un paciente enferma con bacilos resistentes a ambas, el hecho se denomina multi-
rresistencia. Las drogas de segunda linea (etionamida, protionamida, kanamicina, cicloseri-
na, capreomicina, dcido p-aminosalicilico, quinolonas fluoradas (ciprofloxacina, ofloxacina,
moxifloxacina) son mucho menos efectivas, con un perfil de seguridad menos favorable y

mucho mas costosas [OMS, http://www.who.int/es/].

En la infeccidn latente por Mtb, el organismo controla la enfermedad mediante la ac-
tivacion de una respuesta inmune que desencadena la formacidn del granuloma. Durante
este proceso muchas bacterias mueren y otras logran sobrevivir dentro del granuloma acti-
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vando diferentes mecanismo de evasion del sistema inmune del portador. Cuando los ma-
crofagos fagocitan un patégeno (intracelular), el fagosoma se fusiona con el lisosoma, lo
gue conlleva a la acidificacién del fagolisosoma y la destruccion de la bacteria. Mtb tiene la
habilidad de inhibir esta fusidn o la acidificacion y esto le permite sobrevivir y replicarse len-
tamente dentro de los macréfagos [Koul et al 2004] [Russell 2011]. Estudios demuestran
gue Mtb produce entre otros factores, quinasa y fosfatasas que alteran la maduracion del
fagosoma, entre ellas la fosfatasa en tirosina PtpA estudiada por el grupo en el que se en-

marca esta tesina [Scherr et al. 2009].

PtpA no es esencial para el crecimiento in vitro de Mtb, sin embargo constituye un
factor de virulencia esencial, el cual es secretado al citosol del macréfago durante la infec-
cién y se ha demostrado es importante para la sobrevida de Mtb tanto en macréfagos infec-
tados en cultivo como en modelos animales [Bach et al. 2008] [Wang et al. 2015]. Inicial-
mente se postuld que PtpA se expresaba sélo en micobacterias patdgenas con tasa de divi-
sién lenta, como Mtb y M. bovis [Cowley et al. 2002]. Sin embargo, recientemente se obser-
vo que también la cepa de alta tasa de division M. smegmatis expresa PtpA, pero una forma
menos activa respecto a la expresada por Mtb [Chatterjee et al. 2015]. En cepas como M.
smegmatis o cepas Mtb no virulentas como Mtb H37Ra, la fosfatasa PtpA no alcanzaria el
citosol del macréfago ya que el sistema sugerido para su secrecién, es disfuncional [Jamwal
et al. 2013], por lo cual estas cepas no son adecuadas para observar el efecto de PtpA en el
citosol del macréfago.

Han sido reportados numerosos sustratos eucariotas para PtpA. El primer sustrato
reportado en 2008 es la proteina eucariota Vacuolar Protein sortin 33B (VPS33B), constitu-
yente de un complejo proteico requerido para el trafico y fusién de las membranas vesicula-
res de la via endocitica. PtpA desfosforila a VPS33B e interacciona con la subunidad H de Ia
V-ATPase, lo que evita que se active el proceso normal acidificacién del fagosoma asi como
su fusidn al lisosoma [Bach et al 2008]. En el 2014 se reportd un segundo sustrato de PtpA:
la proteina “Glycogen Synthase kinase 3 subunit alpha” (GSK3a) una quinasa de seri-
na/treonina. PtpA afecta el patron de fosforilacion de la GSK3a desfosforilando in vitro la
Tyr279, esta alteracion modificaria la via apoptética, favoreciendo la sobrevida del patégeno
dentro del macrofago [Poirier et al 2014]. En 2015, encontraron que PtpA interacciona de

forma no covalente con la ubiquitina a través de un motivo de PtpA nunca antes descrito
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(en inglés ubiquitin-interacting motif-like o UIML). Esta interaccién incrementa la actividad
de PtpA hacia sustratos reportados, como VPS33B, y hacia dos nuevos sustratos, las quina-
sas eucariotas Jnk y p38. Los autores demuestran que la desfosforilacion de Jnk y p38

por PtpA desencadena una reduccion de la induccién de citoquinas proinflamatorias como
TNFa, IL-1B, IL-12, y un aumento en la sobrevida de la bacteria en células de pulmdn de ra-
tones infectados, y también regularia otras moléculas corriente abajo involucradas en la
apoptosis, autofagia, respuesta al estrés y proliferacion [Wang et al. 2015]. Este mismo gru-
po demostrd recientemente que PtpA es capaz de interaccionar con el represor transcrip-
cional TRIM27, a través del dominio E3 ubiquitin-ligasa, disminuyendo asi la respuesta in-
mune mediada por las vias Jnk/p38 y la apoptosis celular [Wang et al. 2015]. También en
2015 estudios realizados en la tesis de doctorado de nuestra compafiera Mariana Margenat
se lograron identificar cuatro nuevos posibles sustratos eucariotas de PtpA implicados direc-
ta o indirectamente con el metabolismo energético y producciéon de ATP del macréfago
[Margenat, M. et al. 2015 y 2016]. Tres de ellos son proteinas sintetizadas en el citosol, pos-
teriormente transportadas y translocadas a la mitocondria: (i) la enzima trifuncional TFP
(subunidades alfa ECHA y beta ECHB) clave en la beta-oxidacion de acidos grasos, cuyos
productos alimentan directa e indirectamente la cadena respiratoria para la produccién de
ATP por fosforilacion oxidativa [Eaton et al., 2000]; (ii) la subunidad alfa de la ATP sintasa
(ATPA) componente clave del dominio catalitico de la ATP sintasa [Beke-Somfai et al., 2013]
y (iii) la quinona oxidoreductasa (SQRD) responsable de la oxidacion de sulfuro de hidroé-
geno, capaz de transferir los electrones de dicha oxidacién a la cadena respiratoria
[Goubern, 2007]. La cuarta es la 6-fosfofructoquinasa (K6PP o PFK) localizada en el cito-
plasma y que cataliza la conversién irreversible de fructosa 6-fosfato y ATP a fructosa 1,6-
bisfosfato y ADP, la etapa de control mas importante de la glucélisis en mamiferos [Evans et
al. 1981, Luther&Lee 1986, Coelho et al. 2007].

Curiosamente, tres de los cuatro candidatos a sustrato de PtpA identificados por
nuestro grupo, TFP (ECHA), ATPA y SQRD dejan de ser detectadas en la mitocondria de ma-
créfagos infectados con la cepa virulenta Mtb H37Rv, pero no en aquellos infectados con la
cepa avirulenta MtbH37Ra (cepa que tiene afectado entre otras cosas el sistema de secre-
cién sugerido como responsable de introducir la PtpA en el citosol de la célula eucariota)
[Jamwal et al. 2013]. El o los efectores bacterianos responsables de este efecto aln no se

han determinado y tampoco se ha profundizado en conocer las consecuencias metabdlicas
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gue causaria la ausencia de estas proteinas vinculadas al metabolismo energético del ma-
créfago.

Estudios muy recientes demuestran que durante la infeccion por Mtb ocurre una
transicion en el macrofago desde un metabolismo en el cual el ATP es producido fundamen-
talmente por fosforilacion oxidativa hacia un metabolismo en el que los niveles de ATP son
mantenidos mediante la activacidn de la via glucolitica y el poder reductor es regenerado
mediante la conversidn de piruvato en lactato, aun en condiciones de aerobiosis (fenoméno
descrito como efecto Warburg). Esta hipdtesis se ve apoyada por estudios metabolémicos
realizados en un modelo de infeccion por Mtb en cobayo y ratéon que demuestra que en
todos los tejidos infectados (granulomatosos o no) hay acumulacién de lactato [Shin et al.
2011, Somashekar et al. 2011 y 2012]. Esta transicion metabdlica que causaria menor activi-
dad mitocondrial podria proteger a la bacteria de especies reactivas de oxigeno y favorecer
la acumulacién de fuentes de energia celulares como los lipidos, importantes nutrientes
para Mtb durante la infeccién [Daniel et al. 2011].

En este contexto, de los candidatos identificados por nuestro grupo el que ha llama-
do nuestra atencion en primer lugar es la subunidad alfa (ECHA) de la proteina humana tri-
funcional (TFP), enzima clave de la B-oxidacion de los acidos grasos [Margenat et al 2015].
La TFP humana es un octdmero de cuatro subunidades alfa (ECHA) y cuatro subunidades
beta (ECHB), ambas sintetizadas en el citosol y luego transportadas a la mitocondria, donde
catalizan tres de las cuatro reacciones de la B-oxidacién de los acidos grasos, siendo la ECHA
responsable de dos de estas reacciones [Eaton et al. 2000]. Podemos suponer que una dis-
minucion de ECHA en la mitocondria tendra consecuencias metabdlicas importantes en el
metabolismo lipidico y energético del macréfago. Esto seria relevante si consideramos que
existen estudios que sugieren que Mtb posee la capacidad de sintetizar carbohidratos a
partir de acidos grasos a través de la via del glioxilato, para su uso como fuente de energia
durante su vida intracelular [McKinney, et al. 2000]. Por lo cual, una disminucion de ECHA
en la mitocondria podria causar, ademas de una disminucién de la sintesis de ATP a partir de
esta fuente energética, una reduccion de la beta oxidacidn, dando lugar a la acumulacién de
lipidos en el citosol del macréfago, disponibles para la bacteria. Nuestro grupo maneja
la hipdtesis que la localizacion celular y/o la actividad fisioldgica de la ECHA pueda estar
modificada debido a la desfosforilacién por la PtpA. En la literatura no existen aun reportes

sobre la regulacidn de la TFP por fosforilacion/desfosforilacion. Sin embargo, este podria ser
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un mecanismo ya que la ECHA posee diez residuos de Tyr fosforiladas a lo largo de su se-
cuencia, reportadas hasta ahora en la base de datos experimental PhosphositePlus
[Hornbeck et al 2014]. Ademds, en la secuencia de ECHA el péptido sefial de translocacion a

la mitocondria posee una tirosina, pero ésta aun no ha sido reportada como fosforilada (ver

tabla 1).

Tablal: Tirosinas reportadas de la secuencia de ECHA humana fosforiladas y sin fosforilar.

Nombre

Péptido sefial*

Tyr en péptido seiial

Tyr en sec completa

Tyr fosforiladas**

Trifunctional enzyme
subunit alfa

MVACRAIGILSRFSAFRILRSR
GYICRNFTGSSALL

Y24

Y24,Y43, Y158, Y239,
Y271, Y283, Y298, Y320,
Y343, Y435, Y499, Y546,
Y637, Y639, Y724,Y736,

Y239, Y283, Y298, Y343,
Y435, Y499, Y546, Y637,
Y639, Y724

Y740, Y762

“Extraido de la fuente online UniProt (The UniProt Consortium 2013). ** Informacién de Phosphosite [https://www.phosphosite.org).

Ademas de la identificacion de ECHA como potencial sustrato fisioldgico de PtpA,
nuestro grupo demostrd in vitro que la TFP, inmuno purificada a partir de extractos de ma-
crofagos humanos, interacciona con la PtpA con una constante de afinidad de 5 uM (eva-
luado por resonancia plasmodnica de superficie o SPR), y que dicha interaccion involucra el
sitio activo de la fosfatasa [Margenat et al 2016]. Ademas se demostrd que in vitro la PtpA
es capaz de dosfosforilar la ECHA inmunopurificada [Czikora et al 2011] y actualmente es-
tamos avanzando en modelos in silico de interaccién entre la TFP y la PtpA, que sugieren a la
Tyr271 como la candidata a ser desfosforilada por PtpA (colaboracién en curso con el Dr. F.
Herrera de la Universidad de Santa Fé, Argentina). Sin embargo, las cantidades obtenidas
mediante inmunopurificacién son muy bajas como para realizar ensayos de actividad fosfa-
tasa en condiciones cinéticas adecuadas (concentraciones de sustrato elevadas respecto a la
concentracion de enzima) y profundizar en los ensayos de interaccion. Por lo tanto el objeti-

vo central de esta tesina sera el clonado del gen ECHA en un vector de expresidon bacteriano.

Por otro lado, la interacciéon en un modelo celular eucariota entre la PtpA y la ECHA
humana fue puesto a punto por nuestra compafiera Lic. Vivian Irving en su tesina de gra-
duacion [Irving et al 2016] utilizando el método de doble hibrido en levadura [CytoTrap Vec-
tor Kit (Stratagen, #217438). En la misma, V. Irving reporta la dificultad en la obtencién de
los resultados esperados con varios de los controles del ensayo, ademas de la necesidad de
aumentar las réplicas del mismo para lograr un resultado estadisticamente significativo, que
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ponga en evidencia si existe o no interaccidén entre PtpA y ECHA en un contexto celular. Con
este fin, se realizara en el marco de esta tesina, una expansion y verificacion de los plasmi-
dos utilizados en el ensayo y una evaluacion de las co-transformaciones, con el objetivo de

obtener en futuro resultados mas fiables.

2.0 Objetivo general:
Caracterizar las interacciones de PtpA con uno de sus potenciales sustratos.

Objetivos especificos.

Teniendo en cuenta los antecedentes descritos, en esta tesis nos planteamos los siguientes

objetivos
1. Clonar el gen ECHA humana en el vector de expresidon bacteriano pT7-MBP-GFP.

2. Profundizar en el estudio de la interaccidon proteina-proteina PtpA-ECHA mediante la

estrategia de doble hibrido.
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3.0 Metodologia

A continuacion se describen las metodologias utilizadas, la preparacién de las solu-

ciones se describen en el Anexo A.
3.1. Sub-clonado de ECHA en un vector de expresion bacteriano.

En este trabajo se buscé clonar el gen ECHA en un vector de expresion derivado de
pT7, cedido por Agustin Correa del Instituto Pasteur de Montevideo, descrito en la literatura
[Correa et al. 2014]. Este tipo de vector fue generado a partir de pET32 plasmido que posee
el promotor de la ARN polimerasa del fago T7. Dada la gran selectividad de esta enzima por
su promotor, sumado a su elevado nivel de actividad, con este sistema se puede obtener
niveles de proteinas recombinantes cercanos al 50% de la proteina total de la célula [Sego-
via et al. 2014]. El vector utilizado posee determinadas caracteristicas, entre las que desta-
camos: (i) confiere resistencia a ampicilina, (ii) agrega a la proteina clonada una cola de his-
tidina (His-Tag) en N-terminal que puede ser utilizada para purificar la proteina de interés
por cromatografia de afinidad y facilitar su reconocimiento mediante el uso de anticuerpos
anti-poli-His), (iii) permite fusionar la proteina de interés a diferentes proteinas de fusién
gue pueden mejorar la solubilidad de la proteina de interés como la MBP “Maltose Binding
Protein” , utilizada en este trabajo), (iv) ademas en el sitio donde se introducira el gen a clo-
nar el vector cuenta con el gen de la proteina verde fluorescente (GFP), lo que es de esperar
pueda facilitar la evaluacién de la presencia de clones positivos ya que si el clonado es exito-

so el gen de la GFP se pierde.

Se utilizé como primera estrategia de clonado, la metodologia de RF cloning [Bond et
al. 2012], recomendada para este tipo de vectores. Sin embargo, cada uno de los cebadores
utilizados incluyen el agregado de un sitio de restriccién para la enzima BamHl, lo que per-
mitié también la utilizacién de la metodologia clasica de clonado mediante el uso de enzi-

mas de restriccion.
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3.1.1 Metodologia de RF-cloning.

El método de RF-cloning (“Restriction Free cloning”) [Bond et al. 2012] es una técnica
gue permite la insercidn de una secuencia de interés dentro de cualquier plasmido median-
te PCR sin la necesidad de utilizar enzimas de restriccidn. La técnica se inicia con el disefio
de un par de cebadores de mayor tamafio de los utilizados en una PCR cldsica. Cada uno de
ellos cuenta con una regidn de la secuencia complementaria para los extremos del gen de
interés (en nuestro caso del gen ECHA), y otra complementaria al sitio de clonado del vector
de destino (en nuestro caso el plasmido pT7). Dichos cebadores se utilizan en una primer
PCR (PCR1) utilizando como molde el ADN que contiene el gen de interés (el plasmido pMyr-
ECHA disponible en nuestro laboratorio). El producto de este PCR constituye un mega-
cebador que contiene al gen de interés flanqueado de regiones complementarias al vector
de clonado. Este mega-cebador se utiliza en una segunda PCR (PCR2) utilizando como molde
el vector de clonado pT7-Histag-GFP en un primer ensayo y luego pT7-MBP-GFP. En este
paso, cada hebra de los cebadores se hibrida con el vector de destino en la posicién predi-
sefiada, y es extendido en una reaccion de amplificacion lineal. Las dos nuevas hebras de
ADN forman un plasmido doble hebra con una mella. ADN parental es removido con la en-
donucleasa Dpnl, y el plasmido sintetizado es transformado en células E. coli competentes
[Unger et al. 2010] (Figura 4). A continuacion se detalla el disefio de los cebadores y las con-

diciones del PCR1 y PCR2.

PRI == = Ffop ™" > ==

Dgnl

PCR2 "_’ o - ))_> ))

Digestion del ADN
metilado con Dpnl

Figura 4. Esquema mostrando las etapas de clonado mediante la estrategia de RF-cloning.
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3.1.1.1 Disefio de los cebadores y condiciones del PCR1 y PCR2

Para el disefio de los cebadores se necesité contar con la secuencia del gen de la proteina
ECHA (obtenida por la Lic. Vivian Irving [Irving et al. 2016], Anexo B) y la secuencia del vec-
tor pT7-MBP-GFP (secuencia parcial disponible en el articulo de Correa et al 2014]. Se dise-
flaron cebadores que permitan el clonado del gen ECHA completa, incluyendo el péptido
sefial de transporte del citosol a la mitocondria, o sin dicho péptido. Los mismos fueron veri-
ficados utilizando el programa RF-cloning (www.rf-cloning.org) el cual si es necesario permi-
te modificarlos de manera de obtener pares de cebadores con Tm similares, teniendo en
cuenta si se trata del PCR1 (donde una regidn del cebador se apareard con la region com-
plementaria al gen ECHA) o del PCR2 (donde la otra parte del cebador se apareara con la
region complementaria al vector de clonado). Una vez disefiados se obtuvieron comercial-
mente en Macrogen. Una vez recibidos se prepard un stock 100 uM suspendiendo los mis-
mos en un volumen adecuado de agua MilliQ filtrada por 0,2 um. A continuacién se preparo

una dilucion de trabajo 10 uM.

La reaccién de PCR1 se realizd con la ADN polimerasa de alta fidelidad Phusion de
Thermo Scientific (F-530S), en un volumen final de 50uL, conteniendo 10uL de 5x Phusion HF
Buffer, 1uL de dNTPs (mix 50X 10mM de cada uno, Invitrogen), 2.5uL de cada cebador (10
M), 1uL de ADN polimerasa (2U/uL), 50 ng de ADN molde y agua MilliQ hasta completar el
volumen de reaccién. Se utilizé el siguiente programa de ciclado: desnaturalizacidn inicial a
98°C 2min, seguida de 35 ciclos de repeticidon de desnaturalizaciéon a 98°C durante 30seg,
hibridacién de los cebadores a 65°C durante 30seg, extensién a 72 °C durante 1min 20seg, y
finalmente una extensién a 72°C durante 10min. Se evalud la obtencidn del producto obte-
nido por electroforesis en gel de agarosa 1%, se prepararon las muestras utilizando 1pl de
cada una de ellas, diluyéndolas a 1x en buffer de carga (Thermo Scientific 6X DNA Loading
Dye). Se sembré también 6L de un marcador de pares de bases (pb) de ADN de 1Kb (Ther-
mo Scientific GeneRuler, #8M0311). La separacion se realizé en tampdn TAE 1x a 80V por
aproximadamente 30min. Para detectar la presencia de acidos nucleicos, culminada la co-
rrida electroforética se agregd 2ulL del agente intercalante del ADN Good View (SBS Gene-
tech) a 50ml de TAE 1x y se incubo el gel en dicha mezcla durante 15min a TA. Pasado este

tiempo se realizé un lavado con agua miliRho, se escurrié el gel y se colocd en un transilu-
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minador-UV que permite detectar este agente intercalante unido al ADN, las imagenes se
adquirieron y registraron utilizando la cdmara fotografica Gel Logic 112 y el programa Cares-

tream MI.

En caso de obtener el producto esperado, se purificé el ADN mediante extraccion a
partir del gel utilizando un kit comercial (Thermo Scientific Gene JET Gel Extraction Kit) si-
guiendo el protocolo del fabricante. Posteriormente se cuantificé el ADN obtenido midiendo
la Abs;gonm con un espectrofotémetro de micro volumenes (NanoDrop Lite de Thermo Scien-
tific. El grado de pureza de las preparaciones se evalué determinando el coeficiente de ab-
sorbancias: Absyeonm/Abszg0nm (teniendo en cuenta que una pureza de ADN aceptable co-

rresponde a valores entre 1.8 y 2).

En la PCR2, la mezcla de reaccién se realizé de la misma manera que para la PCR1 pe-
ro esta vez se utilizé como megacebador el producto purificado de la PCR1 (120 ng totales) y
como molde 30 ng del vector de clonado pT7. En este caso se utilizd el siguiente programa
de ciclado: desnaturalizacidn inicial a 98°C 1min, seguida de 20 ciclos de repeticidon de des-
naturalizacion a 98°C durante 10seg, hibridacidén de los cebadores a 60°C durante 1min, ex-
tensién a 72 °C durante 10min, y finalmente una extensién a 72°C durante 10min. En este
primer ensayo de RF-cloning se utilizd como temperatura de hibridacién la recomendada en
el articulo donde se describe el vector que utilizamos para el clonado [Correa et al. 2014].
Finalmente, para digerir el ADN metilado, correspondiente al molde utilizado en la PCR2, se
traté el producto obtenido con 0,3U de Dpnl (Thermo Scientific, #£R1701) por ul de produc-
to de PCR, incubando la reacciéon a 37°C ON, tal como recomienda el fabricante. Posterior-
mente se inactivo la enzima a 80°C por 20min y se almacend la digestién a -20°C hasta pro-
ceder a la transformacion. Para la transformacién se utilizé el protocolo descrito a continua-
cion, sembrando la transformacidn en placas de LB-agar conteniendo ampicilina
(100pug/mL). En un segundo ensayo de RF-cloning se disminuyd la temperatura de hibrida-
ciéon de los cebadores de la PCR2 a 50°C (temperatura de hibridacion entre 5-10 grados por
debajo de la Tm de los cebadores) y se aumenté las unidades de Dpnl a 2U por pl de pro-

ducto de PCR, tal como lo recomienda la literatura [Bond et al. 2012] y [Correa et al. 2014].
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3.1.1.2 Transformacidén de células quimiocompetentes de E.coli DH5a

La transformacidn se realizé por shock térmico [Sambrook et al. 2011] de bacterias E.
coli DH5-a quimio competentes obtenidas por el método de Inoue [Inoue et al 1990]. Se
tomaron las alicuotas necesarias de células quimiocompetentes almacenadas a -802C y se
colocaron en un bafo de hielo durante 10min. Luego para cada transformacion se mezclé
50uL de células quimiocompetentes con 50 ng de ADN (en un volumen maximo de 5ulL) en
un tubo eppendorf de 1.5mL mantenido en hielo. Se incubaron en hielo durante 20min, y
luego se realizé un shock térmico a 429C durante 90seg, seguido de una incubacién en hielo
durante 90seg. Transcurrido este tiempo se agregd a cada tubo de transformacién 500uL de
medio LB estéril y se incubaron a 372C con agitacion suave durante 1 hora. Finalizado este
tiempo, se sembré en LB agar conteniendo el antibidtico adecuado para cada caso. Para
esto se concentrd por centrifugacion a 6000rpm durante 2min, se descarté unos 300uL del

sobrenadante y se sembro el resto del material. Las placas se incubaron a 372C ON.

3.1.2 Evaluacion de la presencia de clones positivos para el gen ECHA.

3.1.2.1 Evaluacién mediante PCR en colonia

Se realizé PCR en colonia en aquellas colonias obtenidas en las placas de la transfor-
macién. Para ello se suspendieron los clones seleccionados de las placas de trasformacion
en 10 pl de agua MilliQ (en algunos casos se selecciond una colonia y en otros hasta cinco).
Se utilizd la DNA polimerasa Toptaq (Qiagen 1.25 U/reaccidén), en un volumen final de 50pL,
conteniendo 5uL de 10x Toptaq PCR buffer, 1uL de dNTPs (mix 50X 10mM de cada uno, Invi-
trogen), 2.5uL de los cebadores utilizados en el PCR1 del RF-cloning (10 uM), y 1ul del clon
suspendido y agua MilliQ hasta completar el volumen de reaccidn. Se utilizaron las mismas
condiciones que en el PCR1 de RF-cloning excepto que el tiempo de extensidon en este caso
fue de 3min, debido a que para la polimerasa utilizada se recomienda 1min/kb de ADN (gen
ECHA = 2.3kb). En el control positivo se utilizo como molde el plasmido conteniendo el gen
de interés ECHA (pMyr-ECHA) y en el control negativo no se agregd ADN molde. Se evalud la

obtencién del producto deseado (2.3kb) analizando las muestras por electroforesis en gel de
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agarosa 1% y comparando las bandas obtenidas con el marcador de pares de bases (Thermo

Scientific GeneRuler, #SM0311).

3.1.2.2 Evaluacion mediante liberacidn del inserto por digestion con BamHlI

Previamente en los clones seleccionados de las transformaciones de interés se reali-
z6 una purificacién del ADN plasmidico, siguiendo el método de lisis alcalina [Sambrook et
al. 2011]. Para ello se inoculd cada colonia en 3mL de LB/amp, dejando crecer estos precul-
tivos a 37°C ON bajo agitacion de 200 rpm. Luego de recuperaron todas las células en un
Unico tubo eppendorf de 1.5mL mediante centrifugacién a 12.000rpm y TA. Se elimind el
sobrenadante y se suspendid el pellet en 200uL de la solucién | conteniendo 5uL de ARNasa
stock (10mg/mL), luego se agregd 200uL de la solucion Il (preparada en el momento). Se
mezclé por inversion suavemente e incubd a TA durante 5min, luego se agregd 200uL de la
solucion Il fria (en este paso se debe observar una precipitacién blancuzca). Se mezclé por
inversiéon y se incubé en hielo por 5min, se centrifugd a 12000 rpm durante 20min, se recu-
perd el sobrenadante (donde se encuentra presente el ADN plasmidico) y se transfiriéd a un
nuevo tubo eppendorf. Se le agregd 0.6 volumenes de isopropanol 100% (concentra el ADN
plasmidico por precipitacion) incubando 15min en hielo, luego se centrifugd a 12000 rpm a
4°C durante 20min, se descartd el sobrenadante y se lavo el pellet con 1ml de etanol 70%
frio. Se centrifugé a la misma velocidad pero durante 5min a TA, se descarto el sobrenadan-
te y se seco el pellet en [dmpara. Por ultimo se suspendid el pellet en 50uL de agua MilliQ.
Para la cuantificacion del ADN obtenido, se midid la absorbancia a 260nm como se mencio-
no anteriormente. Las muestras cuantificadas se conservan a -20°C hasta su utilizacion en la
digestion con BamHI. Para evaluar la presencia de inserto se realizé la digestion con BamHI
(Thermo Cientific #£R0051). Se mezclé 16uL de agua MilliQ, 2uL de buffer 10X BamHI, 0,5uL
de enzima BamHI 10U/uL, y en cada caso se agregd 200ng de cada plasmido. La reaccion se
llevd a cabo a 37°C ON. Para verificar la liberacion del inserto de interés las muestras de

ADN digeridas se separaron y evaluaron por electroforesis en gel de agarosa 1%.
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3.1.3 Clonado de ECHA mediante enzimas de restriccion

Para el clonado del gen de ECHA mediante el uso de enzimas de restriccidn se utilizé
la misma enzima BamHI descrita en el punto anterior, siguiendo el mismo protocolo. En este
caso se digirio 1 ug del producto del PCR1 obtenido en el desarrollo de la metodologia de
RF-cloning, el cual contiene el gen ECHA y una secuencia en cada extremo que cuenta un
sitio de corte para BamHI. Se digirié también el vector de destino (T7-MBP-GFP y T7-MBP-
WAP). El vector T7-MBP-WAP porta en el sitio BamHI de la secuencia de policlonado el gen
de esturion WAP (cedido por nuestro compafiero Lic. Mauricio Castellano). Para verificar el
resultado de la digestidn las muestras se separaron mediante electroforesis en agarosa 1%,
se analizo el tamaio de los fragmentos obtenidos. El ADN digerido y contenido en las ban-
das del gel se purificaron siguiendo el protocolo del kit de purificacion de ADN a partir del
gel (Thermo Scientific Gene JET Gel Extraction, #K0832). Los vectores digeridos se trataron
con la fosfatasa FastAP (thermosensitive alkaline phosphatase, Thermoscientific #EF0651).
Esta fosfatasa cataliza la liberacion de grupos fosfato 5 'y 3' del ADN del vector, evitando
gue este se cierre nuevamente. Una vez obtenidos el gen y el vector se realizé la ligacidén
incubando con la enzima T4 DNA ligasa (5U/uL, Thermo Scientific). Se mezclé en los diferen-
tes ensayos unos 12-17 ng de vector con 20-100 ng de inserto, 2l de Buffer 10X T4 DNA, 1U
de T4 DNA ligasa y agua MilliQ hasta completar los 20ul. La reaccién se incubd 15mina TA u
ON a 4°C. Luego se transformd células de E. coli DH5a quimiocompetentes siguiendo proto-

colo descrito en el punto 3.1.1.2

3.2 Aproximacion al ensayo de doble hibrido en levadura

Se utilizé el método de doble hibrido comercial Cytotrap Vector. Este es un método
de deteccidn de interaccidon proteina-proteina in vivo, que consiste en la co-transformacién
con dos plasmidos pSos y pMyr conteniendo los diferentes genes de interés. El método fue
puesto en marcha en el laboratorio por la Lic. Vivian Irving, quien realizd el clonado de los
genes de la fosfatasa PtpA de Mtb y la ECHA humana, en los respectivos vectores, verifican-
do la ausencia de mutaciones mediante secuenciacidon (Macrogen) [Irving et al 2016]. El gen

que codifica PtpA de Mtb se clond en el vector pSos lo que permite generar una proteina de
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fusion hSOS-PtpA, y el gen que codifica para ECHA se clond en el vector pMyr, lo que permi-
te generar la proteina ECHA fusionada a una secuencia de miristilacion que le permite su
anclado a la membrana plasmatica. En el ensayo de interés, estas proteinas se co-expresan
en una cepa de levadura cdc25H y se incuba a la temperatura restrictiva de 372C. Si las pro-
teinas clonadas (PtpA y ECHA) interactuan fisicamente, la proteina hSOS se acerca a la
membrana, activando de este modo la via de sefializacion de Ras, permitiendo que la cepa
de levadura cdc25H crezca a 372C. De hecho, la cepa de levadura cdc25H posee una muta-
cion puntual en el aminoacido 1328 del gen cdc25 que no afecta su crecimiento a 25°C pero
le impide crecer a 37°C. Este gen es homoélogo al gen Sos humano (hSOS) que codifica para
un factor de intercambio de nucledtido de guanina que une y activa la GTPasa Ras, favore-
ciendo la union de GTP. Ras es una proteina que actla a nivel de la membrana plasmatica
como interruptor-regulador molecular muy importante en una gran variedad de rutas de
transmisién de sefiales celulares que permiten entre otras el crecimiento a 37°C. Este siste-
ma de doble hibrido se basa entonces en la habilidad que tiene la proteina hSOS, codificada
por pSos, de complementar el defecto de la cepa de levadura cdc25 y activar la via de sefia-
lizacidn Ras. De esta forma, si existe interaccién entre la fosfatasa PtpA y la proteina huma-
na ECHA, la proteina hSOS sera localizada en la membrana haciendo posible la activacién de
la via de senalizacién Ras, permitiendo que la cepa de S. cerevisiae cdc25H crezca a 37°C ver

esquema de Figura 5.

Técnica de doble hibrido en levadura

8ﬁ(® * Crecimiento a 37°C .

Células competentes
de Saccharomyces
cerevisige cdc25H

& - Le T
Carnada Activacion de
la via Ras @

Crecimiento a 37°C

Figura 5 Técnica de doble hibrido se observa lo que ocurre cuando luego de una co-transformacién con plasmidos
cuyos proteinas presa y carnada interaccionan entre si hSOS es reclutada en la membrana activando asi la via de sefia-

lizacion Ras, haciendo posible el crecimiento de la levadura a la temperatura restrictiva 37°C.
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En la Figura 6 se observan las caracteristicas que poseen los vectores pSos y pMyr.
Como se puede observar también tienen genes de seleccién utiles durante las transforma-
ciones de la cepa de S. cerevisiae cdc25H. Los pldsmidos pSos, portan como marcador de
seleccion el gen LEU2 (que codifica uno de los genes necesarios para la sintesis de leucina) lo
gue permite seleccionar a los transformantes en medios carentes de leucina. Los plasmidos
pMyr, portan como marcador de seleccidn el gen URA3 (que codifica uno de los genes para
la sintesis de uracilo) lo que permite seleccionar a los transformantes en medios carentes de
uracilo. También contienen genes de resistencia a antibidticos que permiten la seleccién de
los transformantes en E. coli durante la construccién de los pldsmidos. Los plasmidos pSos,
portan un gen de resistencia a ampicilina (Amp); y los plasmidos pMyr, portan un gen de

resistencia a cloranfenicol (Clor).

Myr Vector
pSos Vector Py
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&
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Figura 6. Esquema de los vectores pSos y pMyr utilizados en el sistema CytoTrap Vector. pSos posee
un gen de resistencia a ampicilina, y como marcador de seleccién en levadura el gen LEU2 que codifi-
ca un gen implicado en la sintesis de leucina. hSOS es un gen homologo al gen Sos humano (hSOS)
que codifica para un factor de intercambio de nucleétido de guanina que une y activa la GTPasa Ras,
favoreciendo la unién de GTP. pMyr posee un gen de resistencia a cloranfenicol, y como marcador de
seleccidn en levadura, el gen URA3 que codifica la sintesis de uracilo. myr es un gen que expresa una

pequeia secuencia de miristilacion. Esquemas extraido del manual Cytotrap kit vector.

El sistema CytoTrap Vector cuenta también con 5 plasmidos pSos Col |, pMyr Lamin
C, pSos MAFB, pMyr MAFB, pMyr SB utilizados en los controles negativos y positivos repre-
sentados en la Figura 7. El plasmido pSos Col | (pSos Collagenasa) expresa la proteina hSOS
fusionada a un fragmento de una colagenasa tipo IV de ratén (aminoacidos 148-375). El

plasmido pMyr Lamin C expresa la sefial de miristilacion fusionada a un fragmento de la pro-
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teina Lamin C humana (aminoacidos 67-230), pSos MAFB expresa la proteina Sos fusionada
al factor de transcripcion humano MAFB (MAFB-HUMAN), pMyr MAFB expresa la sefial de
miristilacion fusionada a la misma proteina MAFB descrita anteriormente, pMyr SB expresa

la sefial de miristilacién fusionada a una proteina de unién a Sos denominada SB.

2-micron ori

pMyr Lamin C
6.5kb

Sos-binding pratein )

2-micron ori

URAZ

Z-micron ori

Figura 7: Plasmidos provistos por el Kit utilizados para los controles positivos y negativos del ensayo de doble hi-
brido en la co-transformacion de levadura S. cerevisiae cdc25H. Cada plasmido cuenta con un promotor para la ex-
presion del gen codificante para la proteina fusionada, secuencias necesarias para la replicacion del plasmido, un

gen como marcador de seleccion y un gen que le confiere resistencia a un antibidtico.

Con los plasmidos antes descritos, se realizan las siguientes cotransformaciones: T1:
pSos + pMyr para realizar el cdlculo de la eficiencia de la transformacién; T2: pSos-MAFB +
pMyr MAFB control positivo ya que MAFB-MAFB interactdan entre si in vivo; T3: pSos-MAFB
+ pMyr-laminC control negativo dado que MAFB y laminC no interactian entre si in vivo;
T4: pSos-Coll + pMyr-MAFB control negativo dado que Coll y MAFB no interactlan ente si in
vivo; T5: pSos-MAFB + pMyr-SB control positivo ya que MAFB-SB interactian entre si in vi-
vo; T6: pSos-PtpA + pMyr-laminC, control negativo que verifica la ausencia de interaccion
entre PtpA vy la senal de miristilacién; T7: pSos-PtpA + pMyr-SB control positivo con creci-
miento a 372 C, control verifica la correcta ubicacién de PtpA en el citosol que permite la

interaccion de hSOS con SB; T8 pSos-PtpA + pMyr-ECHA ensayo de interés , para evaluar la
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interaccidn en un contexto celular entre PtpA de Mtb y ECHA; T9: pSos-PtpA + pMyr control
negativo que demuestra la ausencia de interaccidn inespecifica entre PtpA y la sefial de mi-
ristilacidn; y por ultimo T10: pSos + pMyr-ECHA control negativo que demuestra la ausencia
de interaccion inespecifica entre hSOS y ECHA. Estos ultimos 2 controles no han sido eva-
luados aun por nuestro grupo. En la tabla 2 se detallan las co-transformaciones de los con-

troles y el rol de cada una.

Tabla 2: Co-transformaciones del ensayo de doble hibrido. En cada una de ellas se puede observar los diferentes
plasmidos utilizados y su funcién en el ensayo.

Co-transformaciones Funcién
pSos
T1 + Control para el calcular eficiencia de la transformacién
pMyr
pSos-MAFB
T2 + Control positivo: MAFB y MAFB interactuan entre si in vivo.
pMyr- MAFB
13 pSos- MAFB
+ Control negativo: MAFB y laminin C no interacttan entre si in vivo.
pMyr-LaminC
T4 pSos- Coll
+ Control negativo: Coll y MAFB no interactuan entre si in vivo.
pMyr-MAFB
pSos- MAFB
U + Control positivo: MAFB y SB interactuan entre si in vivo.
pMyr-SB
T6 pSos- PtpA
+ Control negativo: valida, la no interaccién entre PtpAy Lamin C.
pMyr-LaminC
pSos- PtpA L . . . .
T7 + control de ubicacidn de PtpA en el citosol para poder interaccionar hSOS con SB (crecimiento
pMyr-SB a37q)
T8 pSos- PtpA
+ Ensayo de interés, evaluacion de la interaccion in vivo entre PtpA de Mtb y ECHA
pMyr-ECHA
pSos-PtpA
T9 + Control negativo: demuestra ausencia de interaccidn inespecifica.
pMyr
pMyr-ECHA
T10 T Control negativo: demuestra ausencia de interaccion inespecifica.
pSos
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3.2.3. Expansion, cuantificacion y evaluacion de la pureza de los plasmidos de

interés.

Los pldsmidos utilizados en el sistema de doble hibrido se amplificaron mediante
transformacién por shock térmico [Sambrook et al. 2011] de bacterias E. coli DH5-a quimio
competentes obtenidas por el método de Inoue [Inoue et al 1990] descrito anteriormente
en el punto 3.1.1.2. Se sembro en LB agar conteniendo el antibidtico adecuado (para pSos
ampicilina y para pMyr cloranfenicol, en ambos casos a 100ug/mL de medio, concentracion
final). Para esto se concentrd por centrifugacion a 3000 rpm durante 2min, se descartd unos
300uL del sobrenadante y se sembrd el resto del material. Las placas obtenidas se incubaron
a 372C ON. Transcurrido este tiempo se observo la presencia o no de colonias, se seleccio-
naron colonias de cada placa y cada una se inoculé en 3mL de LB conteniendo el antibiético
adecuado, incubandose estos pre-cultivos a 372C ON y bajo agitacion de 200 rpm. Los culti-
vos que mostraron crecimiento se centrifugaron a 6000 rpm por 5min y a partir de las célu-
las obtenidas se procedié a realizar la extraccién del ADN plasmidico mediante el uso del
Genelet Plasmid Miniprep Kit (#k0503) siguiendo las instrucciones del fabricante o siguien-
do el protocolo de lisis alcalina [Sambrook et al. 2011]. La cuantificacidn, separacién y visua-
lizacion del ADN obtenido, se realizé siguiendo el protocolo descrito en el punto 3.1.1.1. Se
evaluaron muestras de los plasmidos purificados y también previamente digeridos con la
enzima de restriccidon Hindlll durante 2hs, enzima que corta en un solo sitio a los plasmidos
del sistema de doble hibrido y por lo tanto permite obtener el plasmido en su conformacion
lineal. Para dicha digestidn se colocaron en un tubo 2uL de buffer de enzima 10X (1X final,
Fermentas R10X) en 15.5uL de agua miliQ, 2uL del plasmido purificado y 0.5uL de Hindlll
(Thermo Cientific #£R0501 10U/pl).
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3.2.1 Preparacion de células competentes de levadura

Se preparo células competentes de Saccharomyces cerevisiae cdc25H siguiendo el
protocolo descrito en la tesis de grado de Danilo Segovia [Segovia et al. 2014]. Este proce-
dimiento se realiza en el dia que las células serdn utilizadas, no recomendandose el almace-
namiento de las mismas. A partir del stock a -80°C se plaqued en medio YPAD agar, se incu-
bd a 22°C no mas de 4 dias y se selecciond 5 colonias con las cuales se inoculd 10mL de
YPAD caldo. Este precultivo se incubd a 23°C ON, luego se realizé una dilucion 1/20 (50uL
de precultivo en 950uL de medio YPAD caldo) a la cual se le midié la densidad dptica a
600nm (DOgoonm) Y dependiendo de este valor se realizé una diluciéon hasta alcanzar una
DOgoonm=0.3. El volumen final a preparar depende de la cantidad de transformaciones a rea-
lizar, teniendo en cuenta que se necesita 10mL por cada transformacion. Posteriormente
esta dilucién se incuba a 23°C y 200 rpm hasta llegar a una DOggonm= 0.6-0.8 (aproximada-
mente 3h 30min). Una vez alcanzada la DO, sembrar 75uL en YPAD agar e incubar a 37°C
durante 4-6 dias para controlar si aparecen o no mutantes de reversion. Se podran utilizar
las células competentes sélo si después de la incubacidn de estas placas se observan menos
de 30 colonias. El resto del precultivo se centrifugd a 4000 rpm en 3 tubos de 50mL, a tem-
peratura ambiente (TA) y durante 15min. Luego se descarté el sobrenadante y se suspendid
el pellet en 1mL de solucién TE/LiAc, se transfirié a un tubo eppendorf de 1.5 mL, se centri-
fugd a 4000 rpm a TA y durante 5min. A continuacién se descarté el sobrenadante y se sus-
pendid nuevamente en TE/LiAc (se realiza un Unico pool considerando que se necesitan
100uL de células por cada transformacion). En paralelo, se desnaturalizé6 ADN de esperma
de salmdén (10mg/mL) (SIGMA) (10uL por cada transformacion a 10mg/mL final) incubando-
lo 5min a 95°C, el cual posteriormente se conservo en hielo y se procedié a realizar las trans-

formaciones.
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3.2.2. Co-transformaciones del ensayo de doble hibrido

Las co-transformaciones se detallaron previamente en la tabla 2. En un primer en-
sayo se realizaron las primeras 8 transformaciones con los pldasmidos disponibles en el labo-
ratorio utilizados por la estudiante Vivian Irving durante la puesta en marcha de la metodo-
logia de doble hibrido [Irving et al. 2016]. Las concentraciones de cada stock disponibles al
comienzo de este trabajo se detallan en la tabla 3. Teniendo en cuenta resultados previos
del grupo en este ensayo se agregaron dos nuevos controles descritos en la tabla 2 (T9 y
T10). En un segundo ensayo se realizaron solamente los controles positivos T2 y T5 utilizan-
do nuevos stocks de cada plasmido, obtenidos en esta tesina (sus concentraciones se deta-

llan en los resultados).

Tabla 3: Plasmidos stock, utilizados en la puesta a punto de la metodologia de doble hibrido. Se cuantificaron en
espectrofotémetro Thermo Scientific NanoDrop Lite.

Plasmidos stock y sus concentraciones (ng/uL)
pSOS 277 pMyr 48
pSOS-MAFB 137 pMyr-MAFB 112
pSOS-Coll 111 pMyr-LaminC 205
pSOS-PtpA 212 pMyr-SB 133
pMyr ECHA 202

En las diferentes transformaciones se procedié al agregado en el siguiente orden y
cantidad de: 100uL de células competentes de levadura, 10uL de esperma de salmén,
300ng de plasmido (en primer ensayo) o 600ng de plasmido (en el segundo ensayo) y 550uL
de TE/LiAc PEG. A continuacion se agité 30min a TA, se realizd un shock térmico de 15min a
42°C, se centrifugé a 4000 rpm por 5min, se descarté el sobrenadante y se suspendid el pe-
llet en 200uL de MM para finalmente sembrar 100ul de las transformaciones T2 a T8 en
placas de SD-glucosa (-UL) e incubarlas a 25°C. En el caso de la T1, para calcular la eficiencia

de la transformacién se sembrd 10 y 100ul en placas de SD-glucosa (-UL) incubandolas a
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25°C, y para realizar el control de reversidn se sembré 90ul en el mismo medio pero incu-
bandolas a 37°C. Las placas se incuban durante 4 a 6 dias (preferentemente 4 dias), pasados
este lapso de tiempo se calculé la eficiencia de transformacién con el crecimiento obtenido
en T1 y se seleccionaron 6 colonias de cada una de las transformaciones T2 a T8, las cuales
cada una se suspendid en 25uL de agua miliRho filtrada. Estas se sembraron por duplicado
en forma de spot (2.5uL de la suspension) en dos placas de SD/Glucosa (-UL) (una se incuba
a 25 °Cyotraa 37 °C) y dos placas de SD/Galactosa (-UL) (una se incuba a 25 °C y otra a 37
°C). Se controlé el crecimiento diariamente, incubando las mismas entre 6 y 10 dias como
maximo, evaluandose el resultado obtenido, comparando el mismo con el esperado para el

caso de los controles.

El medio SD/Glucosa (-UL) es utilizado para seleccionar los co-transformantes en el
ensayo de doble hibrido, mientras que SD/Galactosa (-UL) es un medio utilizado para eva-
luar el éxito del doble hibrido. Al igual que en el medio SD/Glucosa (-UL), este medio tam-
bién carece de LEU y URA, y en él creceran solo aquellas levaduras que hayan sido co-
transformadas con ambos pldasmidos. Este medio que contiene galactosa permite la expre-
sién de la proteina de interés fusionada a la sefial de miristilacién presente en el plasmido
pMyr, la cual se encuentra bajo control del promotor GAL1 inducible por galactosa. El plas-
mido pSos contiene el promotor P-ADH1 el cual permite la expresidn constitutiva de pSos y
por ende permitira la expresién de la hSos fusionada a la fosfatasa PtpA. Es de esperar que
si las proteinas fusionadas se expresan e interaccionan, las colonias transformadas seran

capaces de crecer en este medio a 37°C.
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4.0 Resultados

4.1. Dificultades en el sub-clonado del gen ECHA en el vector de expresién bacteriano

4.1.1. Sub- clonado mediante RF-cloning

Como se detallé en la metodologia la estrategia de RF-cloning permite insertar una
secuencia de ADN en un plasmido mediante PCR (ver Figura 4). Como primer paso se dise-
flaron los cebadores de manera tal que cuenten con una region complementaria para los
extremos del gen ECHA y otra complementaria al sitio de clonado del vector pT7. Estos ce-
badores son utilizados luego en la PCR1 cuyo ADN molde en nuestro caso es el plasmido
pMyr-ECHA [Irving et al 2016]. El producto de amplificacidn constituye un megacebador que
se utiliza luego en la PCR2 en la cual el ADN molde es el vector de expresion bacteriano pT7-
MBP-GFP. En esta segunda PCR se espera obtener el plasmido doble hebra con una mella
conteniendo el gen de la ECHA. El ADN parental es removido con la endonucleasa Dpnl, y
finalmente el plasmido sintetizado es transformado en células E. coli DH5-o. quimiocompe-
tentes. En la tabla 4, se muestran los cebadores disefiados para el clonado del gen ECHA en
el vector de expresién bacteriano pT7-MBP-GFP. Se verificéd que estos cebadores tengan al
menos 40 pb de largo y una Tm de al menos 55°C para la PCR1, tal como lo recomienda la
literatura [Bond et al 2012]. Como se observa en dicha tabla se han disefiado dos cebadores
iniciadores diferentes (forward — ECHA), uno denominado F-ECHA-P cuya secuencia de ADN
no posee la regién codificante del péptido de transito a la mitocondria y otro denominado
F-ECHA-T que si lo contiene. Por lo tanto se utilizaron en la PCR1 dos pares de cebadores
diferentes: F-ECHA-P/R-ECHA y F-ECHA-T/R-ECHA. En las secuencias descritas se resalta en
violeta la region complementaria al vector de destino y en rosa la complementaria al gen
ECHA. Ademas en negrita e italica se resalta el sitio de corte introducido para la enzima
BamHI. Esto ultimo permite aplicar el clonado con enzimas de restriccidon utilizando BamHI si

se presentaran problemas con el RF-cloning.

Tabla 4 Cebadores disefiados para el clonado del gen ECHA en el vector bacteriano pT7-MBP-GFP. Tm obtenidas

utilizando el programa online http://www.rf-cloning.org.

F-ECHA-P  FlCCATCCCA G ATIICAGGGANGE CCAGAACCCATATTAACTATGGAG 3' Tm: 55°C, largo 55pb
F-ECHA-T AT C A AT GTATTI I ICAGGGATGE A TGGTGGCCTGCCGGGCG 3’ Tm: 66 °C, largo 48pb
RECHA  FlEAACICEEEEICEeICOACOIGO0GGANGET CACTGGTAGAACTTCTTGTTAGG 3' Tm: 55°C, largo 54pb

F-ECHA-P cebador disefiado sin la sefial de transporte a la mitocondria, F-ECHA-T cebador disefiado incluyendo la sefial de transporte a la
mitocondria, Reverse-ECHA R-ECHA, GGATCC: sitio de corte para BamHI.
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En la Figura 8 se muestra la separacion por electroforesis del producto obtenido luego de
realizar la PCR1 por duplicado, utilizando los dos pares de cebadores descritos. En el carril 1,
2,4y 5 se observa una banda conteniendo ADN del tamafio esperado para el gen ECHA (2.3
kb). Por lo tanto se obtuvo con éxito los megacebadores necesarios para la segunda amplifi-

cacion por PCR del RF-cloning.

gen ECHA

Figura 8: Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos de la PCR1 del método de Rf-cloning. Pocillos 1y 2:
amplificacion de ECHA-T (contienen la secuencia codificante del péptido de transito a la mitocondria; pocillo 3: Marcador
de pares de bases GeneRuler 1Kb DNA Ladder #SM0311; pocillos 4 y 5: ECHA-P (secuencia codificante del péptido de tran-
sito a la mitocondria).

El ADN de dichas bandas se extrajo del gel y se cuantificd, obteniéndose las concentraciones

descritas en la tabla 5 para cada megacebador.

Tabla 5: Concentraciones de los megacebadores necesarios para la PCR2 del RF-cloning

Secuencia * Concentracion Secuencia Concentracion
T-ECHA1 98.1 ng/ulL P-ECHA1 81.3ng/ul
T-ECHA2 89.6ng/uL P-ECHA2 142ng/uL

(*) 1y 2 corresponde a los duplicados de la PCR1.

Para la PCR2 se utilizaron los stock de megacebadores de menor concentracién, el producto
obtenido se traté con Dpnl con el objetivo de eliminar el ADN molde metilado. Posterior-
mente una fraccidn de esta digestion se utilizé para transformar células quimicompetentes
de E. coli DH5q,, tal cdmo se describid en el punto 5.1.1.2 de la metodologia. Se obtuvieron
16 clones, los que fueron re-aislados en placas de LB/Amp, observiandose crecimiento para
15 de ellos. En estos ultimos se evalué la presencia del inserto de interés mediante PCR en

colonia. En la Figura 9 se muestra la electroforesis de dichas muestras dénde se observa el
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resultado negativo obtenido para los 15 clones evaluados. Como podemos observar, en el
gel no se detectd la banda de tamafio esperado (2.3 kb), visualizandose solamente la bandas

correspondiente a los megacebadores y a las del marcador de pares de bases utilizado.

Mpb 12 3 456 7 89 101112131415

6000pb
3000pb
2000pb

1000pb

250pb

megacebadores

Figura 9 PCR en colonia y posterior electroforesis en gel de agarosa al 1%. Se realiza la corrida electroforética de las
muestras obtenidas luego de la PCR en colonia de los clones obtenidos luego de un primer ensayo de Rf- cloning. Mpb
GeneRuler 1Kb DNA Ladder #SM0311; pocillos 1-3, 6-15 muestras obtenidas del ensayo en el que se utilizaron los megace-

badores ECHA-T; pocillos 4 y 5: muestras obtenidas del ensayo en el que se utilizaron los megacebadores ECHA-P.

Si bien la polimerasa utilizada en este ensayo de PCR estaba siendo utilizada por
miembros del grupo sin dificultad, decidimos verificar su actividad. Para ello se realizé un
nuevo ensayo de PCR, utilizando la misma enzima y como molde un vector en el cudl sabe-
mos se encuentra el gen de ECHA (plasmido pMyr-ECHA secuenciado y disponible en nues-
tro laboratorio). En la Figura 10 se observa la electroforesis en la que se separd el producto
de dicha PCR, observandose una banda cuyo tamano se corresponde al esperado para el

gen de ECHA (2.3kb), confirmando que la enzima utilizada funciona correctamente.
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3000pb
ECHA 2300 pb

1000pb

Figura 10 Corrida electroforética del producto de PCR, realizado para probar la efectividad de la Toptaq DNA polimerasa

Quiagen utilizando como ADN molde pMyr-ECHA. Mbp: GeneRuler 1Kb DNA Ladder #SM0311.

Una vez verificado el buen funcionamiento de la enzima, se repitio la transformacion
y la evaluacién de los clones obtenidos por PCR de colonia, esta vez realizando un pool de
los clones obtenidos con la finalidad de simplificar y economizar en reactivos. En la Figura
11 (carril 1) se observa nuevamente la ausencia del producto de PCR esperado, observando-
se solamente las bandas correspondientes a los cebadores y molde utilizados. En el carril 2
se muestra el resultado de la PCR realizada para el control positivo, observdndose una ban-
da principal del tamafio esperado, demostrando nuevamente la actividad de la polimerasa
utilizada en este ensayo y las correctas condiciones de amplificacién. En el carril 3 se mues-
tra la ausencia de banda al realizar el control negativo de la PCR (sin molde), el cual demues-

tra que no existe contaminaciéon con ADN en las reacciones.
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Figura 11: Electroforesis de las PCR en colonia de los clones obtenidos tras una nueva transformacion. Carril 1: PCR en

colonia utilizando el pool de colonias obtenidos luego de la repeticion de la transformacion utilizando el producto de PCR2
inicial; carril 2: control positivo utilizando como ADN molde el plasmido pMyr-ECHA; carril 3: control negativo donde no se

colocé ADN molde. Mpb: GeneRuler 1Kb DNA Ladder #SM0311.

Para estar seguros de la ausencia de clones positivos se decidid analizar los clones evaluan-
do la liberacidn del inserto mediante digestion con BamHI. Como se menciond anteriormen-
te en el disefio de cebadores se incluyé este sitio para que se localice a ambos lados de |a
secuencia amplificada del gen ECHA. Para proceder a dicha evaluacidn en primera instancia

se realizd una purificacién del ADN plasmidico y posterior cuantificacién de 9 de los 15 clo-

nes obtenidos (tabla 6).

Tabla 6 Concentracidn de los plasmido extraidos y purificados a partir de las colonias crecidas en LB/Amp.

Clones | [plasmido]lng/uL
1 6.1
156.1
40.6
417.7
311.1
245.7
149.4
62.8
212.9

OOV Ln|hlW|IN
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Luego de la digestién con BamHI se separaron las muestras por electroforesis en un
gel de agarosa al 1%, sembrando as muestras digeridas y sin digerir (Figura 12), estas ulti-
mas resaltadas en la figura con un asterisco. En la figura se observa la linearizacién del vec-
tor lo que comprueba la actividad de la enzima de restriccion utilizada, ademds se observa
una clara diferencia de migracidn al comparar las muestras digeridas y sin digerir. El vector
digerido migra como una Unica banda de unos 6kb, sin embargo el no digerido migra como
dos bandas, una de menor tamafio correspondiente al ADN plasmidico en su conformacién
superenrrollada y una de mayor tamafio correspondiente a su conformacién circular. Sin
embargo en ninguno de las muestras analizadas se observd la liberacion del inserto (gen

ECHA de 2.3kb) cuya posicién esperada se seiiala en el gel con una flecha.

Por otro lado, en los carriles 10 y 10* se sembré el vector utilizado en el primer ensayo de
RF-cloning (pT7-Histag-GFP) previamente digerido y sin digerir con BamHI, respectivamente.
Esto se realizé con la finalidad de verificar el perfil de digestidn esperado para dicho vector.
Este vector, segun el articulo que lo describe [Correa et al 2014] cuenta con dos sitios BamHI
a cada lado del gen de la GFP, por lo cual, la digestién con BamHI debe permitir la liberacidn
de dicho gen (700pb). Sin embargo, la banda correspondiente a la liberacién del gen de la
GFP no se observé. Teniendo en cuenta que este vector fue cedido por el Instituto Pasteur
de Montevideo y no contdbamos con su secuencia, se decidié enviar a secuenciar el mismo
a la empresa Macrogen (Anexo D, secuencia parcial de pT7-Histag-GFP analizada en San-
pGeneViewer). La secuencia confirmd que posee el gen de la GFP, sin embargo contraria-
mente a lo descrito, posee un Unico sitio de corte para la enzima BamHlI, lo que impide la
liberaciéon del gen de la GFP. Frente a este resultado, preferimos cambiar de vector y pasar a
utilizar otro de los vectores de este tipo (pT7-MBP-GFP) descrito en la metodologia, secuen-
ciado y utilizado con éxito por nuestro grupo en el clonado de numerosos genes de protei-
nas de esturion, para el cual sabemos contiene los dos sitios BamHI flanqueando el gen de la

GFP.
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Figura 12: Electroforesis de los plasmidos purificados tratados o no con BamHI.. Carriles 1 al 9 (con asterisco): ADN
plasmidico obtenido de los 9 clones analizados y digeridos con la enzima BamHI. En el carril 1 y 3 no se observa muestra
debido a la baja concentracion obtenida como resultado de la miniprep (ver tabla 6). Carriles 10 y 10* pT7-Histag-GFP

digerida y sin digerir con BamHI, respectivamente.

Teniendo en cuenta estos resultados negativos se repitié la PCR1 (Figura A en Anexo
C) y se procedié a realizar la PCR2 cambiando algunas de las condiciones de esta reaccion
(se utilizé como plasmido destino pT7-MBP-GFP y se disminuyd la temperatura de hibrida-
cion de 65°C a 50°C). Ademas el producto obtenido se traté con mas unidades de Dpnl con
el objetivo de favorecer la eliminacion del ADN metilado, siguiendo sugerencias descritas en
la literatura [Bond et al 2012]. El pool de los clones obtenidos se analizdé por PCR en colonia
sin observar nuevamente el producto esperado (Figura B, carril 1 en Anexo C). Se realiz
también una nueva digestién con Dpnl el mismo dia de transformacién de las células bacte-

rianas, pero esto no permitié revertir el resultado negativo (Figura B, carril 2, Anexo C).

Teniendo en cuenta las dificultades encontradas al aplicar la metodologia de RF- clo-
ning para el clonado del gen ECHA se decidié realizar el clonado mediante la metodologia

clasica utilizando enzima de restriccion.

4.1.2. Sub-clonado mediante enzimas de restriccion

Para el clonado del gen ECHA mediante el uso de enzima de restriccién se utilizé co-
mo vector el pT7-MBP-WAP y T7-MBP-GFP disponibles en el laboratorio. Ambos vectores
cuentan con dos sitios de corte para la enzima BamHI flanqueando el gen de esturion WAP
(1500pb) o el gen de la GFP (700pb). Como inserto se utilizé el megacebador, producto del
PCR1 de la metodologia de RF-cloning, el cual posee la secuencia del gel ECHA flanqueado
de sitios de corte para BamHI. En una primera etapa se realizd la digestién con BamHI del

megacebador y de ambos vectores, mostrandose los resultados obtenidos en la Figura 13.
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En el carril 1, se puede observar el éxito de la digestion del pT7-MBP-WAP con BamHlI, ya
gue se puede observar una banda mayor correspondiente al plasmido lineal y otra banda de
aproximadamente 1500pb correspondiente al gen WAP liberado como consecuencia de la
digestion. Un resultado similar se observa en el carril 2 al analizar el producto de la digestion
de pT7-MBP-GFP, pero en este caso el fragmento liberado corresponde al gen de la GFP
(700pb). Ademas, en el carril 3 se observa la digestion del megacebador conteniendo el gen
de la ECHA, observandose una banda principal que se corresponde con el tamafio esperado
para el gen de la ECHA (2.3kb) y una banda menor correspondiente a los extremos del me-
gacebador digerido. El ADN digerido (vector e inserto) se purificaron, se cuantificaron y se
utilizaron en los ensayos de ligacidon con T4 DNA ligasa, tal como se describe en la metodo-

logia.

6000pb

3000pb
Gen ECHA

Gen WAP
1000pb

Gen GFP

Figura 13: Electroforesis de los productos de digestion del vector y el inserto con BamHlI. Carril 1: pT7-MBP-WAP digeri-
do, la banda superior correspondiente al pldasmido lineal y la banda de aprox. 1500pb al gen WAP; carril 2: pT7-MBP-GFP
digerido, la banda superior corresponde al plasmido lineal y la banda inferior al gen de la GFP; carril 3: digestion del mega-
cebador ECHA, la banda principal se corresponde al tamafio del gen de la ECHA y la banda inferior a los extremos del me-
gacebador digerido. Mpb: GeneRuler 1Kb DNA Ladder #SM0311.

Previo a la ligacidn el vector digerido con BamHI se tratd con la fosfatasa FastAP para
evitar que éste se ligue sobre si mismo. Posteriormente se realizd la reaccidon de ligacion
utilizando dicho vector y el inserto digerido con BamHI y se transformé la células de E.coli
guimicompetentes siguiendo el protocolo descrito en 5.1.1.2. Luego de incubar a 37°C ON
no se observaron clones en las placas de LB/Amp. Se repitié la transformacién lograndose
observar colonias pero recién transcurridas mas de 24 hs de incubacién a 37°C. Se analiza-

ron dichos clones por PCR en colonia, no lograndose un resultado positivo ya que en nin-
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guno de los casos se observé una banda del tamafio esperado para el gen de la ECHA (Figu-

ra 14).

3000pb
Gen ECHA

1000pb

Figura 14: Electroforesis de las muestras de PCR en colonia de los clones obtenidos al realizar la transformacion con el
producto de la ligacion. Carril 1: PCR en colonia realizado con el pool de los clones obtenidos al transformar con producto
de la ligacion pT7-MBPAWAP y gen ECHA; carril 2: PCR en colonia realizado con el pool de los clones obtenidos al transfor-
mar con producto de la ligacion pT7-MBPAGFP y gen ECHA; carril 3: control negativo sin ADN molde; carril 4: control positi-

vo cuyo ADN molde es pMyr-ECHA.

Teniendo en cuenta este resultado se repitié la obtencién del inserto (PCR1, diges-
tion con BamHI, purificacion) y del vector (digestion con BamHI, purificacién) asi como la
ligacidn y posterior transformacion. Nuevamente sélo al cabo de mas de 24 hs de incuba-
cion a 37°C se observd crecimiento de unos poco clones, los cuales estan siendo evaluados
por PCR en colonia. Por otro lado, debido a resultados recientes negativos obtenidos por
otra estudiante del grupo que se encuentra utilizando las mismas células quimicompeten-
tes, se estd sospechando que lo que esté contribuyendo al resultado negativo sea una des-
censo de la eficiencia de las células utilizadas, las que venian siendo utilizadas en 2017 por
diferentes miembros del grupo sin dificultad. Por lo cual su eficiencia se evaluara en estos

dias, a la vez de testear otros “stocks” de células quimicompetentes.

Por lo tanto hasta ahora no hemos logrado sub-clonar el gen de la ECHA en el vector
de expresion bacteriano. En la discusidn se plantearan diferentes hipétesis de acuerdo a las

dificultades encontradas.
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4.2 Aproximacion al ensayo de doble hibrido en levadura

Como se describio en la metodologia el método CytoTrap (ver Figura 5) permite eva-
luar la interaccidn proteina-proteina en un contexto celular eucariota. El mismo consiste en
la co-transformacidon de una cepa de levadura particular con dos plasmidos pSos y pMyr
conteniendo los diferentes genes de interés. En nuestro caso pSos posee el gen que codifica
para la fosfatasa PtpA de Mtb, mientras que pMyr posee el gen ECHA. Cabe destacar que
nuestro interés es evidenciar si existe interaccién entre PtpA- ECHA en un contexto celular
eucariota, para reforzar la evidencia de su interaccion in vitro demostrada por nuestro gru-

po [Margenat et al 2015].

4.2.1 Primer ensayo: transformaciones T1 a T8

En el primer ensayo de doble hibrido se siguié el protocolo puesto en marcha por la
Lic. V. Irving durante su tesis de grado [Irving et al 2016], realizdndose todas las transforma-
ciones de la cepa de levadura cdc25 descritas el punto 5.2 de la metodologia (ver tabla 2).
Estas incluyen la co-transformacion 1 (T1) para el calculo de la eficiencia de la co-
transformacién, las co-transformaciones correspondientes a los controles positivos (co-
transformaciones T2, T5 y T7) , las co-transformaciones correspondientes a los controles
negativos (co-transformaciones T3, T4, T6) y el ensayo de interés para evidenciar si existe

interaccion entre PtpA y ECHA (co-transformacion T8).

Con el resultado obtenido en T1 se calculd la eficiencia de la transformacion utilizan-

do la siguiente ecuacion (siendo n° ufc, las unidades formadoras de colonias).

n° ufc x vol total de suspension

vol plaqueado x pg ADN utilizado

El nimero de ufc fue de 10 y 63 ufc para 10 y 100 ul de volumen plagueado, respectivamen-
te. El volumen total de suspension fue 667l y los microgramos de ADN utilizados 0.3pug.
Con estos datos se calculd la eficiencia, siendo el valor medio obtenido de 1.8 x 10° ufc/ug
de ADN. Teniendo en cuenta que el rango sugerido por el método de doble hibrido es de
0.51x103- 10x10*ufc/ug de ADN, podemos concluir que se trabajé dentro de los limites

requeridos.

En la tabla 7, se detallan los resultados esperados y los observados en este primer ensayo.

-40-|Pagina



Tabla 7 Resultado obtenidos y esperados de las transformaciones realizadas en el primer ensayo segun las diferentes condi-
ciones de incubacion y medio utilizado

252C 372C
Co-transformaciones SD-Glu (-UL) SD-Gal (-UL) SD-Glu (-UL) SD-Gal (-UL
Esp Obt Esp Obt Esp Obt Esp Obt
T2 pSOS-MAFB
+ + + + - - + -
pMyr- MAFB
T3 pSOS- MAFB
3 + + + + - - - -
pMyr-LaminC
T4 pSOS- Coll
+ + + + - - - -
pMyr-MAFB
T5 pSOS- MAFB
+ + + + - - + +/-
pMyr-SB
T6 pSOS- PtpA . . . . ) i i i
pMyr-LaminC
T7 pSOS- PtpA . . . . ) ) . )
pMyr-SB
T8 pSOS- PtpA . . . . ) ) . 5
pMyr-ECHA

Como podemos observar en la tabla anterior, de manera general se obtuvo el resul-
tado esperado para los controles negativos. Sin embargo, los controles positivos del ensayo
T2, T5 y T7 no dieron como se esperaba (resaltados en amarillo) y el resultado del ensayo
de interés (T8) fue dificil de interpretar. A continuacién analizamos cada uno de estos resul-

tados.

Resultado de los controles negativos

Los controles negativos se realizaron co-transformando plasmidos tales que sus productos
proteicos no interaccionen entre si (T3 y T4), impidiendo el rescate de la via RAS de creci-
miento a 37°C de la levadura S. cerevisiae cdc25H. En T3 se co-transformd las células
cdc25H competentes con pSos-MAFB y pMyr-LaminC. En la tabla anterior se observa que no
se logro observar crecimiento en el medio SD/Gal (-UL) a 37°C. Esto se debe a que la protei-
na hSos-MAFB no llega a la membrana para poder activar la via RAS, debido a que MAFB y la
proteina localizada en la membrana (Lamin C) no interaccionan entre si. En T4 se co-
transformé con pSos-Col | y pMyr-MAFB. Nuevamente se obtuvo el resultado esperado,
demostrandose que Col | no interacciona con MAFB. En T6, donde se co-transformd con
pSos-PtpA y mMyr-LaminC tampoco se observd crecimiento en SD/Gal (-UL) a 37°C, tal co-
mo se esperaba. El mismo permite verificar la ausencia de interaccién directa entre PtpAy la

sefial de miristilacion que esta fusionada a LaminC.
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Resultado de los controles positivos

Los controles positivos se realizan co-transformando con plasmidos tales que sus productos
de expresion proteica interaccionen entre si, pudiendo rescatar la via de crecimiento a 37°C
de la levadura S. cerevisiae cdc25H (activacion via RAS). Para ello se realizaron dos co-
transformaciones T2 y T5. En T2 al co-transformar las células cdc25H competentes con
pSosMAFB y pMyrMAFB, no se observo crecimiento en el medio SD/ Gal (-UL) a 37°C. Este
resultado no coincide con lo esperado ya que estas proteinas se conoce interaccionan entre
si como se menciond anteriormente. Como en el caso de T2, en la T5 (co-transformacion
con pSos-MAFB y pMyr-SB) tampoco se observd lo esperado, indicando que no logramos
poner en evidencia la interaccion de MAFB con SB. Tampoco en la T7 se logré obtener el
resultado esperado en un control positivo adicional sugerido en el kit Cytotrap. En este caso
se co-transforma con pSos-PtpA y pMyr-SB, con la finalidad de verificar la interaccién de
hSOS con la proteina SB, lo que indirectamente pone en evidencia la localizaciéon de PtpA en

el citosol de la levadura.

Resultado del ensayo de interés co-transformando con pSOS-PtpA y pMyr-ECHA

El primer problema, es que al no contar con controles positivos que hayan funcionado, el
resultado de la T8 queda invalidado. Sin embargo describiré lo observado en esta co-
transformacién lo cual no fue facil en este trabajo ya que en ocasiones era dificil distinguir si
lo observado correspondia al indculo sembrado o a la colonia en crecimiento (cabe recordar
que la cepa de levadura cdc25H, debe crecer en los casos de los controles positivos a su
temperatura restrictiva, lo que es mas dificultoso).

Frente a esta situacidn, se resolvié repetir el ensayo incluyendo sélo los controles positivos
T2 y T5. Previamente, se procedid a realizar una nueva expansion, purificacion, cuantifica-
cion y evaluacién de la pureza de todos los plasmidos utilizados en el ensayo de doble hibri-
do. En primer lugar se transformaron células de E.coli quimicompetentes y posteriormente
se realizd la extraccion de ADN plasmidico por lisis alcalina. El resultado de la cuantificacion

se muestra en la tabla 8 mostrando sus concentraciones y respectivos tamafios.
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Tabla 8 Concentracion y tamaifio de los plasmidos necesarios para el ensayo de doble hibrido.

Plasmido Concentracion (ng/uL) Tamafio (Kb)*

1 pSos 536.2 11.3
2 pSos-MAFB 400.5 121
3 pSos-Coll 524.5 11.9
4 pMyr 353.0 6.0
5 pMyr-MAFB 433.8 6.9
6 pMyr-LaminC 492.2 6.5
7 pMyr-SB 482.6 71

PtpA; pSos-PtpA; 370.8

PtpA, pSos-PtpA, 330.7 11.8%

ECHA;  pMyr-ECHA; 486.2

ECHA, pMyr-ECHA, 420.6 8.3**

(*)Tamafio descrito en el manual de doble hibrido CytoTrap Vector Kit, (**) Tamafio calculado teniendo en cuenta los pb que poseen los

insertos (ECHA = 2292pb; PtpA= 500pb).

Una vez cuantificados los plasmidos, se procedié a analizar su perfil electroforético
sin digerir (Figura 15 A). En este caso el tamafio no puede ser evaluado ya que los pesos no
son comparables debido a que los plasmidos no se encuentran en su conformacion lineal,
sino que se observan en sus conformaciones circular y superenrollado. Sin embargo en to-
dos los casos las purificaciones fueron de un grado de pureza adecuado. A continuacidn,
para confirmar los tamanos se analizaron muestras previamente digeridas con Hindlll, enzi-
ma que corta en un solo sitio a los pldsmidos de este sistema de doble hibrido (Figura 15 B),
en este caso se observa una Unica banda correspondiente al plasmido lineal, con tamanos
gue concuerdan con el descrito en la tabla 8. En el carril 10 y 11 se visualiza la digestion del
plasmido pMyr ECHA, observandose un patron de 2 bandas, esperable ya que en este caso
existen 2 sitios de corte para Hindlll, uno situado en el plasmido pMyr y otro dentro del gen

de ECHA.

-43-|Pagina



1 2 3 4 5 6 7mMbp 8 9 10 11

6000pb
3000pb

1000pb

6000pb
3000pb

1000pb

Figura 15 (A) Electroforesis en gel de agarosa 1% de los plasmidos purificados, donde se pueden visualizar las diferentes
conformaciones que puede adquirir el plasmido sin digerir: carril 1 pSos, carril 2 pSos-MAFB, carril 3 pSos Coll, carril 4
pMyr, carril 5 pMyr-MAFB, carril 6 pMyr-LaminC, carril 7 pMyr-SB, carril 8 y 9 pSos PtpA, carril 10 y 11 pMyr ECHA. Mpb:
Thermo Scientific GeneRuler 1Kb DNA ladder 0.5pug/uL (#SM0311).

4.2.3 Repeticion de controles positivos del sistema de doble hibrido

Como se describié anteriormente, se decidié no repetir el ensayo completo hasta
gue los controles funcionen como es de esperar, sobre todo considerando que es un ensayo
en el que se utilizan reactivos costosos (medios de cultivo minimos, etc). Ademas de T2 y T5
también se repitié la T1 para el cdlculo de la eficiencia de la transformacion, no sélo porque
se utilizaria otro lote de plasmidos sino también porque se decidid aumentar la cantidad de
ADN a utilizar en las transformaciones de 300 ng a 600ng. A pesar de estas modificaciones la
eficiencia no mejord siendo incluso menor (0.58 x 10° ufc/ug de ADN) que la determinada
previamente, aunque audn en los rangos aceptables para la validacion del ensayo. En este

segundo ensayo se logrod el resultado esperado para los controles positivos T2 y T5.

Para el control T2 se observd crecimiento en las placas SD-Glu(-UL) y SD-Gal(-UL) incubadas
a 25 °C, lo cual concuerda con lo esperado ya que la levadura S. cerevisiae cdc25H crece sin

impedimento a esa temperatura. A la temperatura restrictiva de crecimiento de la levadura
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(37°C) no se observé crecimiento en las placas con medio SD-Glu(-UL). Sin embargo, si se
observo crecimiento en la placas con medio SD-Gal(-UL). En este caso el plasmido pMyr po-
see el promotor GAL1, lo que permitird la expresion de la proteina de fusién Myr-MAFB (en
este caso) en presencia de galactosa, y por ende su anclaje a la membrana citoplasmatica.
De esta forma MAFB puede interaccionar con MAFB fusionada a hSOS. La interaccidén entre
MAFB-MAFB se evidencia con crecimiento a 37°C en el medio en presencia de galactosa. En
nuestro ensayo se observo el crecimiento en SD-Gal (-UL) a 37°C de 4 de los 6 clones obte-
nidos y evaluados de la co-transformacion T2. En la transformacidn T5 se observé el creci-
miento en SD-Gal (-UL) a 37°C de 5 de los 6 clones obtenidos. En la Figura 16, a modo de
ejemplo se muestran imagenes de estas placas de la evaluacién de T2 y T5. Las placas supe-
riores corresponden a las placas incubados a 25°C donde se observa el notorio crecimiento
de las colonias, ya que esta temperatura no impide el crecimiento de la levadura, mientras
qgue en las placas inferiores incubadas a la temperatura restrictiva evidencia el leve creci-

miento, pero posee una marcada diferencia con el resto en donde no hay crecimiento a 37°.

T2: pSos MABF - pMyr-MAFB T5: pSos MABF - pMyr-SB
s et it 22 SD- Glu—(UL) SD- Gal~(UL)

Figura 16: Placas de la evaluacion de clones obtenidos en las transformaciones T2 y T5. A la izquierda placas de
correspondientes a T2 y a la derecha placas correspondientes a T5, en los diferentes medios y condiciones de in-

cubacién descritos en el panel.

Estos resultados alentadores, permitiran en un futuro préximo la repeticion del en-

sayo de doble hibrido completo.
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5.0 Discusion

Sub-clonado de ECHA en un vector de expresién bacteriano

La TFP (ECHA/ECHB) humana resulta un candidato interesante como potencial sus-
trato fisioldgico de la PtpA de Mtb ya que juega un rol clave en la beta-oxidacién de los aci-
dos grasos catalizando tres de las cuatro reacciones de esta via [Eaton et al 2000]. Como ya
hemos mencionado la subunidad ECHA de la TFP es una de las proteinas que se ha observa-
do deja de detectarse en la mitocondria de macrdéfagos infectados con la cepa virulenta de
Mtb H37Rv, pero no en aquellos infectados con la cepa avirulenta Mtb H37Ra [Jamwal et al.
2013]. Hasta el momento no hay evidencias acerca de cudl es el factor bacteriano responsa-
ble de la disminucién de los niveles ECHA en la mitocondria, por lo tanto la posibilidad de
gue PtpA participe en dicho efecto es sumamente interesante, mds aun teniendo en cuenta
gue nuestro grupo demostrdé que in vitro PtpA y ECHA interaccionan y que ECHA es sustrato
de PtpA [Margenat et al 2016.]. La escasa cantidad de TFP obtenida al purificarla a partir de
los extractos de macrofagos, nos llevd a fijar como objetivo central de esta tesina el sub-
clonado del gen ECHA en un vector de expresion bacteriano. Esto es importante para dispo-
ner de mayor cantidad de proteina que posibilite realizar nuevos ensayos de actividad fosfa-
tasa y asi determinar parametros que definan la interaccion entre PtpA-ECHA. Hasta el mo-
mento no se pudo realizar con éxito el sub-clonado del gen ECHA. Pero a continuacién se

discuten cudles pueden ser las razones por las cuales no fue posible.

Al analizar las dificultades al aplicar la metodologia de RF-cloning surgid la duda si
una limitante podia ser el tamafio del inserto. El trabajo de van den Ent et al [van den Ent et
al 2006] describe la posibilidad de clonar mediante esta estrategia fragmentos entre 0.5-
3.5kb, sin embargo en este trabajo se observa que al aumentar el tamano la probabilidad de
obtener clones positivos baja considerablemente (de 50-100% a 8-55%). Por otro lado, en
este mismo trabajo sugieren que el tamafo total de la construccion no supere 15 kb. En
nuestro caso, el tamafo del inserto es de 2.3kb y la construccién total no superé los 10kb,

por lo tanto esta no seria la causa que explicaria que no se obtuvo clones positivos.

Estudios que describen las condiciones éptimas para la reaccion de PCR2 de la estrategia de

RF-cloning [Bryksin et al 2010, Bond et al 2010], sugieren usar 20-50ng de plasmido parental
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como material de partida, 18-20 ciclos de amplificacion (teniendo en cuenta que mas de 20
ciclos tiene un significativo efecto perjudicial aumentando la posibilidad de introduccion de
errores) y establecer la temperatura de hibridacién entre 5-10°C por debajo de la Tm. El
producto, debe tratarse con 20U de Dpnl durante 2hs a 37°C seguido de una inactivacion de
20min a 80°C (Dpnl estd activo en el buffer de PCR de la Phusion ADN polimerasa). Cabe
destacar que en nuestro ensayo se siguieron las recomendaciones antes mencionadas y aun
asi no obtuvimos con éxito el resultado esperado, por lo cual pasamos al sub-clonado utili-
zando enzimas de restriccion. Como describimos en los resultados, al aplicar esta estrategia
tampoco logramos obtener clones positivos, destacando que en las placas solo obteniamos
entre 1y 5 colonias como maximo en los casos en que se recuperaron transformantes. Esto

demuestra una baja eficiencia de la transformacion.

Ambos resultados negativos al aplicar dos estrategias para el sub-clonado, nos hace
dudar de la eficiencia de las células quimicompetentes utilizadas en las transformaciones. La
estrategia de RF-cloning es inherentemente de baja eficiencia, por lo cual se sugiere utilizar
bacterias siper competentes, de eficiencia > 10° UFC / ug de plasmido [Bond et al 2010]. En
cambio al transformar con el producto de ligacién esperdbamos mejores resultados. Cabe
agregar que recientemente en la seccidn se han utilizado las mismas cepas de E. coli
DH5a quimiocompetentes sin resultados positivos. Esta ineficiencia de las células puede ser
consecuencia del tiempo de preparado (1 afio) sumado a algunos percances sufridos en el
laboratorio (cambios de freezer donde se conservaban). Actualmente nuestro equipo tiene
como objetivo la preparacién de nuevas células de E. coli DH5a quimiocompetentes y la
comparacion de la eficiencia con las utilizadas previamente. Es de esperar lograr el sub-
clonado del gen ECHA, para su futura expresion recombinante en un sistema bacteriano. De
hecho, analizando la literatura, podemos ver que ha sido clonada utilizando enzimas de res-
triccién en el vector pET-Duet bacteriano y expresada en E. coli Rosetta-2 (DE3) en su forma
recombinante y purificada de la fraccidn soluble [Fould et al 2010]. No se descarta contactar
a este grupo para solicitarles dicha construccién. Este grupo no detectd en la ECHA sitios de
tyr fosforiladas, sugiriendo que la expresion en la cepa utilizada no dio lugar a la proteina
fosforilada, posiblemente porque no cuenta con una quinasa en tirosina que la fosforile.
Nuestro grupo utiliza para la expresion la cepa E. coli BL21 (DE3) la cual ha demostrado ser

capaz de fosforilar en tirosina otras proteinas que se han estudiado en el laboratorio. Por
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otro lado, no se descarta abordar la estrategia de expresion en sistemas eucariotas, o en
bacterias que co-expresen una fosfotirosinquinasa poco especifica, o alternativamente fos-
forilarla in vitro mediante la utilizacién de extractos de macréfagos o una quinasa comer-

cial poco especifica.

Aproximacioén al ensayo de doble hibrido en levadura

Como antecedente a la presente tesis, la estudiante Vivian Irving, en su tesina realizé
un primer ensayo completo que incluyd las co-transformaciones de la T1 a la T8. En esa
oportunidad se obtuvo de manera general los resultados esperados para los controles del
ensayo, excepto para uno de los controles negativo (T6), aun asi los resultados obtenidos
para el ensayo de interaccion PtpA-ECHA fue promisorio, pero al realizarse un Unico ensayo

era necesario aumentar las réplicas.

En la réplica de este ensayo, realizado en la presente tesis, tuvimos problemas con
los controles positivos, lo que invalida el ensayo, impidiendo la comparacién entre ambos.

Por esta razon se repitieron los controles positivos provistos por el kit cytotrap T2 y T5.

Antes de repetir el ensayo, se procedid a realizar una nueva propagacion y purificacion de
los plasmidos con la finalidad de obtener mejores resultados, tal como se describié y discu-
tid en los resultados. En el segundo ensayo se obtuvieron los resultados esperados lo que
sugiere la importancia de trabajar con plasmidos recientemente purificados. Estos resulta-
dos son preliminares, ya que un detalle no menor es que en nuestro caso se realizd una Uni-
ca transformacion (de cada co-transformacién), a partir de la cual se realizaron réplicas de
los clones obtenidos. Un mejor procedimiento, segin nos recomendd el Dr. Uriel Koziol
(quien ha trabajado con la técnica de doble hibrido en levadura), conlleva la realizacién de 3
transformaciones de cada co-transformacidn. De esta forma estaremos aumentando la pro-
babilidad de tener co-transformaciones exitosas. Ademas, sigue siendo necesario aumentar
las réplicas de dicho experimento y adquirir experiencia en la lectura de los resultados ob-

tenidos.

Si en futuras réplicas del ensayo, se siguen generando dudas al respecto de la inter-
accion entre PtpA y ECHA, una variante (ya llevada a cabo por otros en el uso del método de

doble hibrido [Heinrich et al 2016]) es realizar un intercambio de roles de las proteinas de
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interés como carnada (en este caso PtpA) o presa (en este caso ECHA), es decir, realizar los

ensayos de doble hibrido donde PtpA esté en el plasmido pMyr y ECHA en el plasmido pSOS.

Otra alternativa al uso del sistema de doble hibrido en levadura, es el uso de la técnica de
doble hibrido en células de mamiferos (“mammalian two hybrid”), recomendado para el
estudio de la interaccion entre proteinas que presentan modificaciones post traduccionales
como la fosforilacién [He et al 2008]. Esto podria ser importante si la ECHA, no estuviera
siendo fosforilada en la levadura y sobre todo si la fosforilacidon es importante para que este
potencial sustrato sea reclutado por la enzima. Un control que debemos realizar es verificar
la expresién de la ECHA vy su fosforilacion en tirosina en las células de levadura utilizadas.
Esto es posible realizarlo ya que contamos con un anticuerpo especifico para ECHA y anti-

cuerpos especificos para fosfotirosin-proteinas.

En resumen, primero es importante poder contar con el gen ECHA sub-clonada en un
pldasmido de expresidn para en el futuro continuar con los ensayos de interaccion y cinética
con PtpA. Por ultimo lo que respecta a la estrategia de doble hibrido, sigue siendo necesario
aumentar las réplicas de dicho experimento y adquirir experiencia en la lectura de los resul-

tados tal como se menciond anteriormente.
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ANEXO A

3.2. Reactivos, medios y soluciones.

Clonado de ECHA y evaluacion de clones

ADN polimerasa

e Enzima High Fidelity Phusion DNA polimerasa en una concentracion final de
0.02U/pL y su buffer de enzima HF Phusion buffer 5X que ya contiene 7.5mM MgCl2
(Thermo Scientific)

e Enzima Toptag DNA polimerasa Qiagen 1.25 U/reaccion y el buffer de enzima 10x
Toptaq

Desoxinucleotidos trifosfato (dNTPs) mix 50X (Invitrogen)

Enzima Dpnl 10U/uL (Thermo Scientific, #£R1701)

IPTG 1M isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (p.m 238.3): disolver 2g de IPTG en 8mL de
agua destilada, ajustar luego el volumen de la solucién a 10mL con agua destilada. Esterilizar

por filtro de 0.22um, separar en alicuotas de 1mL y conservar a -20°C

Fosfatasa FastAP thermosensitive alkaline phosphatase (Thermoscientific #£F0651)

Enzima T4 DNA ligasa 5U/uL (Thermo Scientific) y el buffer de enzima Buffer 10X T4 DNA

Transformacion de células de E. coli

Medio LB (Lisogenic broth): medio utilizado para crecer Escherichia coli DH5-a.

Para 1 litro de medio: 10g de triptona, 5g de extracto de levadura, 10g de NaCl. Disolver en

agua, ajustar volumen a 1L. Esterilizar en autoclave a 120°C durante 20min.

Medio LB agar (Lisogenic broth + agar): a 1L de LB agregar 15g de agar en polvo. Autoclavar.

Para obtener placas con agar 0.5 cm de espesor, estimar unos 30mL de medio de cultivo por
placa.

Antibiéticos Ampicilina Amp (10mg/mL) y Cloranfenicol Clor (10mg/mL)

Lisis alcalina de las colonias transformantes de E. coli

Solucién I: 25 mM Tris-HCl pH 8.0 10 mM EDTA pH 8.0

Solucidn lI: NaOH 200mM SDS 1%
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Solucién lll: 3 M Acetato de Potasio. 11.5% (v/v) Acido acético glacial
ARNasa 5pL del stock 10mg/mL

Isopropanol 100%

Etanol 70%
Agua MilliQ
Electroforesis en gel de agarosa 1%

Gel de agarosa 1% Agarosa 1 gramo cada 100mL de TAE 1X

TAE 1X: -Tris Acetato 20 mM, EDTA 2 mM, pH 8 - a partir de un stock 50x.

Reactivo Good View (SBS Genetech) _2uL por cada 50mL de gel para detectar la presencia

de acidos nucleicos por exposicién al UV,

Buffer de carga 6X: glicerol 50%, azul de bromofenol 0.02%, xilencianol 0.002%

Marcador de pares de bases de ADN Thermo Scientific GeneRuler 1Kb DNA ladder
0.5ug/plL

Digestiones de los plasmidos

Enzimas de restriccion

e Hindlll (Thermo Cientific #£R0501 10U/ul) y el buffer de enzima 10X

e BamHI Thermo Cientific #£R0051 10U/uL vy el buffer 10X de la enzima BamH]

Sistema doble hibrido:

Preparacidn de células de levadura competentes:

Medio YPAD: medio utilizado para el crecimiento de la levadura en medio liquido. Su com-
posicidn es: extracto de levadura 1%, peptona 2%, glucosa 2% y sulfato de adenina 0.4%. El
mismo se esteriliza autoclavando 20min a 121°C.

Medio YPAD-agar: medio utilizado para el crecimiento de la levadura en placa. Su composi-
cion es igual al medio YPAD pero se le adiciona agar 2%.

Tampon Tris-EDTA/Acetato de litio (TE/LiAc): se prepard una solucidén de Tris-EDTA 10x

definida como TE (40mL Tris-HCI 1 M pH 7.5, 8mL EDTA 0.5 M, csp 400mL de agua MiliQ) y

una solucién de acetato de litio 1M (PM: 102 g/mol). Se autoclavd por 20min a 121°C. Pos-
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teriormente se mezclaron 10% acetato de litio 1 M, 10% TE y 80% de agua MRho vy se filtrd
por 0.22 um. Esta solucion se puede guardar por unas semanas.

ADN de esperma de salmén (SIGMA D9156)

Transformacion de las células de levadura competentes:

Medio Minimo: 0.67% de base nitrogenada Yeast Nitrogen base cddigo 291940

Tampdn TE/LiAc/PEG40%: 2 g de polietilenglicol (PM: 3350 g/mol) se disolvieron en un vo-

lumen final de 5mL de tampdn TE/LiAc. Para favorecer la disolucién se puede calentar a
37°C dejandolo enfriar antes de usar. Finalmente se filtré por 0.22 um. Esta solucién debe
ser preparada en el dia.

Medio Minimo con glucosa-agar [SD/Glucosa (-UL)]: Utilizado para seleccionar los co-

transformantes en el ensayo de doble hibrido El medio contiene base nitrogenada sin ami-
nodacidos 0.17%, sulfato de amonio 0.5%, glucosa 2% y agar 1.7%. El volumen se debe ajus-
tar a 900mL y autoclavar a 121°C por 1min (respetar el tiempo para evitar que el medio
cambie a una consistencia blanda, tal como describe en manual Growth and Maintenance of
Yeast (Bergman et al 2001). Luego agregarle 100mL de 10x solucién de aminodcidos sin ura-

cilo (URA) y leucina (LEU) previamente preparada como se describe a continuacion.

Solucidon de aminoacidos sin leucina y uracilo: se prepard la solucion 10x a partir de la mez-

cla de exclusion de aminoacidos comercial Clontech Triple Dropout Supplements -His/-Leu/-Ura
(codigo 630423) 0.65g/litro de cultivo, esta mezcla puede ser autoclavada a 121°C por
15min. Luego se le adiciona 0.2% de Histidina previamente filtrada por 0.2 um. Esta solucién
se agrega luego de autoclavar el medio. La omisién de LEU o URA en la solucidn selecciona
para el plasmido pSos o pMyr, respectivamente. La omision de ambos selecciona ambos
pldsmidos pSos y pMyr.

Medio minimo con Galactosa-agar [SD/Galactosa (-UL)]: Utilizado para evaluar el éxito del

doble hibrido. Esta compuesto de base nitrogenada sin aminodcidos 0,17%, sulfato de amo-
nio 0.5%, galactosa 2%, rafinosa 1% y agar 1.7%. Cuando se prepara 1 litro de medio se debe
ajustar a un volumen de 900mL, se autoclava por 15min 121°C (respetar el tiempo). Una vez
gue se enfrie, se agregan 100mL de 10x solucion de aminoacidos sin URA ni LEU, previa-

mente preparada como se describe anteriormente.
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ANEXO B

1 10 20 0 40 ho ] FiL a0 90 100 110 120 130
| + + + + + + + + + + + + |
ATGRTGGCCTGCCGRGCGATTGGCATCC TCAGCCGCTTTTCTRCCTTCAGGATCCTCCGCTCCCGAGGTTATATATGCCGCARTTTTACAGGGTCTTCTGCTTTGCTGACCAGARCCCATATTARCTATG

GGGCATC=TCAGCCGCTTTTCTGCCT TCAGGATCCTCCGCTCCCGAGGTTATATATGCCGCARTTTTACAGGGTCTTCTGCTTTGCTGACCAGARCCCATATTARCTATG

srrrrrrrerrrensrrssssffCate, boagecpotbbbebpoctbeagpatectcopet cocpagptbatat abpecgeaatbbbacagpptettet getbb et paccagaacceat atbaact atg
131 140 150 150 1?0 180 190 200 210 220 230 240 250 260

EHETEHHHEEEEHTETEEEHETTETTEEHHTTHHETETEEEHHTTEHHHEETHHHTHEHETEHETHHHEHEETHEHTTEHﬁHETTETEHEHHETTHTEHHTEHHHTETEEEETHETEHTEHHHTEHEHHE
GAGTCARRGGRGGATGTGGECAGT TGTTCGAATTARCTCTCCCARTTCARAGGTARATACACTGAGTARRGAGCTACATTCAGAGT TCTCAGAAGT TATGAATGAAATCTGGRCTAGTGATCARATCAGARG

gagbcaaagppgabpbygcagtlebtcpaattaact cboccaatt caaapgtaaat acact gagt aaagagctacatbocagagtbcbocagaagtt abgaat paaat chegpct.agt pat caaat cagaag

261 270 280 290 300 3o 320 330 340 350 360 370 380 190
| + + + + + + + + + + + + |
TGCCGTCCTTATCTCATCARAGCCAGGC TGCTTTATTGCAGGTGCTGATATCARCATGTTAGCCGCTTGCARGACCCTTCARGARGTARCACAGC TATCACARGARGCACAGAGARTAGTTGAGRAACTT
TGCCGTCCTTATCTCATCARAGCCAGGE TGCTTTATTGCAGGTGCTGATATCARCATGTTAGCCGCTTGCARGACCCTTCARGARGTARCACAGC TATCACARGARGCACAGAGARTAGTTGAGARACTT

tgccgtectbatotbeakcaaagecaggctgectibatbpocappt et pat ab caacat gbtagecgett geaagacectt caagaagtaacacaget atcacaagaageacagagaat agtbgagaaactt
391 400 410 420 430 440 450 450 4?0 480 490 500 510 520

EHHHHETEEHEHHHEEETHTTETEEETEEEHTEHHTEEHTEETEEETEEEHEEHEEHETTEHEGTTEEEHTTTEHTEEEHHTHEHEHHTHEEHHEHHHHEHEHEHHHHHEHETHTTHEETHEEEETEHHE
GARARGTCCACARAGCCTATTGTGGCTRCCATCAATGGATCCTRCCTGGGAGGAGGACT TGAGGT TRCCATTTCATGCCARTACAGAATAGCAACARAAGACAGARARACAGTATTAGGTACCCCTGARG

gaaaagtccacaaagectabbgbgpctgccatcaat gpatcclgcctyppagpappactbyagett gocat thoat gocaat acagaat apcaacaaaagacagaaaaacagtabbaggbacceoct paag

hl h30 hdi h50 h60 a0 h80 590 600 610 620 630 640 650
| + + + + + + + + + + + + |
TTTTGCTGRGGECCTTACCAGGAGCAGGAGGCACACARRGGCTRCCCARARTGGTGGGTGTGCCTGCTGCTTTGRACATGATGCTGACTGGTAGARGCAT TCGTGCAGACAGGGCARAGARARTGGGACT
TTTTGCTGRGGRCCTTACCARGAGCAGRAGGCACACARAGGCTRCCCARARTGGTGGGTGTGCCTGCTGCTTTGRACATGATGC TGACTGRTAGARGCAT TCATGCAGACAGGGCARAGARARTGRGACT

tktbgctgpppocchtaccappagcagpagpcacacaaagpct geccaaaat pptpppt ot peckpot ek bbgpacat pat gebpact pptagaageatbopt peagacagppcaaagaaaat ppgact

651 660 670 680 630 100 110 120 130 0 7150 160 bl 180
| : 4 : : 4 : 4 : 4 4 : 4 |
GGTTRACCARCTGRTRGARCCCCTRGGACCAGGACTAARACCTCCAGAGGARCGGACARTAGARTACCTAGARGAAGTTGCARTTACTTTTGCCARAGGACTAGCTGATARGARGATCTCTCCARAGAGA
GGTTRACCARCTGRTRGARCCCCTRGGACCAGGACTAARACCTCCAGAGGARCGGACARTAGARTACCTAGARGAAGTTGCARTTACTTTTGCCARAGGACTAGCTGATARGARGATCTCTCCARAGAGA

getlyaccaact gptpgaaccect pppaccagpact aaaacctccagagyaacyyacaat agaatacct agaagaagttgcaat back bbb gecaaagpact agctyat aagaagatcbetocaaagaga

81 790 800 810 820 830 840 fhi 860 870 880 830 900 910
| + 4 + + 4 + 4 + 4 4 + 4 |
GACARGGGATTGGTGGAARART TGACAGCGTATGCCATGACTATTCCATTTGTCAGGCARCAGGT TTACARARARGTGGARGARARAGT GCGAARGCAGAC TARRGGCCTTTATCCTGCACCTCTGAARA
GACARGGGATTGGTGGAARART TGACAGCGTATGCCATGACTATTCCATTTGTCAGGCARCAGGT TTACARARARGTGGARGARARAGT GCGAARGCAGAC TARAGGCCTTTATCCTGCACCTCTGAAARA

gacaagppatbopt ppasaaattgacagegtatpocatgact abboecattbgbcagpoaacagptt bacaaaaaagt ppaagaaaaagt poyaaageagact aaaggpectbbatectgoacet cbgaaaa

911 920 930 940 950 950 9?0 980 990 1000 1010 1020 1030 1040
| + |
THHTTEHTETEETHHHEHETEEHHTTEHEEHHEEEHETEHTEEEEETTHTETETETEHHTETEH ﬁHHHTTTEEHEHE--ETTETHHTEHEE HHHEHHT EHHHEEEETTE HTEEEHETET--HEEHT
TARTTGATGTGGTAARGACTGRARTTGAGCARGERAGTGATRCCGRTTATCTCTRTRARTCTCA-GARATTTGEAGAG=-~CTTATARTGACC~AARGAAT-CARAGGCT TTG-ATRRGACTCT-=ACCAT

TCCGGARATTA-~GACCARRRGGAAGGATACCCRRTTTATTTTCT-TGARATTTTCARGARATTTGRGARGGCE T TATARTRGCCCARAGAAT TCARAGGCE TTGRATGRGARTTTTAACCAT
taattgalotGotARagActGgaatteAGeARGGpagt yat Geege TTaTCTeTGEgAaTeTCA, GARATTTGGagAG, ,CTTGTAATGACC, ARAGAAT , CARAGGCCTTG, ATGGGACTET, ,ACCAT

1041 1050 1050 10?0 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1150 1170
| I
GGT- EHEETEETETE--EHHGHHEHHTHHHTTTEEHGETEEHEHEHHEEHTETTHHEEHT ETGEETHTTETTGETEEHGEEET EHTGEEHEE HEGEHTEEEEEHHE--TETEEETEEHTHHEEEEET
G6T-CAGGTCCTGTG--CARGARGAATAARTTTRGAGCTCCACAGARGGATGT TARGCAT-CTGGCTATTCTTGETRCAGGGCT-GATGGOAGC-AGGCATCRCCCARG--TCTCCGTGGATAAGGGGLT
GRTTCARGTTCCTTGGCCARGARGARTAARTTTGAGGTCCCACGAARGGATGTTARGCATTCTGCTTATTCTTGETRCAGGGCTTGATGGOAGCCAGGCATTRCCCCARGTTTTCCGTGGATAAGGGGTT
G6T, CAg6TcCte TG, .CAAGAAGARTARAT TTGeabct CCACazARGGATGTTARGCAT , CTGec TATTCTTGETGCAGGECT ,GATGGGAGL . AGGCATCGCCCaRg , , TeTCCATGRATAAGGGGET

1171 1130 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1250 12?0 1230 1290 1300
| |
HHHEHETHTHETTHHHEHTEEEHEEETEHETEEEETHEHEEEHEEHEHEEHHEHHETETTEHHHﬁﬁHTTEHHTﬁHEHHHﬁTﬁHHEHHEHHHEETETHHEHTEHTTT-GHHHEEEHTTEEHTETT-EHEEH
ARAGACTATACTTRARGATGCCACCCTCACTGCCCTAGACCGAGGACAGCARCARGTGT TTCARGGATTGAATGACCARGTGGARARARARGCTCTARCATCCTTTTGARGGGARTTCCATCTTTCAGCA
ARAGACTTTACTTRARGATGCCACCCTCACTGCRC TAGACCGAGGACAGCARCARGTGT TCARAGGATTGAATGACARAGTGARGARGAARGCTCTARCATCATTT-GARAGGGATTCCAT-TTTCAGCA
ARAGACTaTACTTRARGATGCCACCCTCACTGCeC TAGACCGAGGACAGCARCARGTGT TeaRAGGATTGAATGACAAAGTGaRzARZAARGCTCTAACATCATTT, GARaGGEATTCCATETTECAGCA




1301 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430
: 4 + + 4 + 4 4 + 4 + + 4 |
ECHA CTT=-GACTGGGE=CAGCTTE=-ATTACCARGG=TTTTGARARGG=--CCGACATGGTGA-TTGARGCTRTGT TTGAGGACCTTAGTCTTARGCACAGAGTGL TARAGGAAGTAGAAGCRRTGATTCCAGATC
F CTTTGACTGGRRCAGCC TRGATARCCARGRGTTTTGARARAGGCCCARCTTRGTGAAT TGARATCG

R CTT=-GACTGGGE=CAGCTTE=-ATTACCARGG=TTTTGARARGG=--CCGACATGGTGA-TTGARGCTRTGT TTGAGGACCTTAGTCTTARGCACAGAGTGE TARAGGAAGTAGAAGCGRTGATTCCAGATC
Consenso  [TT,GACTGGE, CAGCLTG, ATLACCARGG, TTTTGAAAALG, .CCeACATGGTGA, TTGARgctGhebbtappaccttaptcttaapcacagagt ect aaagaagt apaapcept yakbcoagatc

1431 1440 1450 1460 1420 1480 1490 15010 1510 1520 1530 1540 1550 1560
: : + + : + : : + : + + : |
§CHA CTGTATCTTTGCCAGTARCACATCTGCTCTCCCARTCAGTGAAATCGCTGCTGTCAGCARAAGACC TGAGARGRTGATTGGCATGCACTACTTCTCTCCCGTGGACARGATGCAGCTRCTGEAGATTAT

R CTGTATCTTTGCCAGTAACACATCTGTTTTCCCARTCAGTGARATCGC TGCTGTCAGCARARGACC TGAGARGGTGATTGGCATGCATTATTTTTTTCCCGTGGACARGATGCAGCTGCTRGAGATTAT
Consenso  ppot atchbtgccagtaacacatctg, b, beccaatcagboaaat oot pebot cagoaaaapacct pagaaget yat bggrateca, ba, bbb bocogt ppacaagat geapct got pgapat b at

1561 1570 1580 1590 1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690
' : + + : + : : + : + + : |
:CHA ACGACCGAGARAACT TCCARAGACACCAGTGCTTCAGC TGTAGCAGT TGGTCTCARGCAGGGGAAGGTCATCATTGTGGT TARGGATGGACCTGGCTTCTATACTACCAGGTGTCTTGCGCCCATGATG

R ACGACCGAGAARACTTCCARAGACACCAGTGCTTCAGCTGTAGCAGTTRGTCTCAAGCAGGGGAAGGTCATCATTGTGGT TARGGATGGACCTGGCTTC TATACTACARGGTGTCTTGCGCCCATGATG
Consenso  sroaccpagaaaacthocaaagacaccagtectboagctgbagcagttgptotcaapcappppaapstcatcatbot ppt b aappat spacctgectbot atact ac, apgt gt ocbboceccoatgate

1691 1700 110 1720 1230 1740 1750 1760 170 1780 1790 1800 1810 1820
! + 4 4 + 4 + + 4 + 4 4 + |
ECHA CTGARGTCATCCGAATCCTCCAGGARGGAGT TGACCCGAAGAAGCTRGATTCCCTGACCACARGCTTTRGCTTTCCTGTGGGTGCCGCCACACTGGTGGATGARGTTGGTGTGGATGTAGCGARACATG
F

R CTGARGTCATCCGAATCCTCCAGGARGGAGT TGACCCGAAGARGCTEGATTCCCTGACCCCARGCTTTRGCTTTCCTGTGGGGGCCGCCCCACTGGTRGATGARGTTGGTGTGGAGGTAGCGARACATG
Consenso ctgaagtcatccpaatecbocagpaapgaptipaccopaapaagctepatbcoctyace, caapctbbppcbbboctebopp, pocpec, cactppbppat paaptboptptpra, ptagepaaacaty

1821 1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890 1900 1910 1920 1930 1940 1950
' : + + : + : : + : + + : |
ECHA GGCGGARGATCTGGGCAAAGTCTTTGGGGAGCGGT TTRGAGGTGGARACCCAGARCTGCTGACACAGATGGTGTCCARGGGCTTCCTAGGTCGTARRTCTGGGARGGGCTTTTACATCTATCAGGAGGG
F

R GGCGGAAGAT TTGGGCAARGTTTTTGRGGAGCGGTTTRGAGGEGGAAACCCAGAACTGCTGACCCAGATRGTGTCCARGGGCTTCCTAGGTGGTARATTTGRGARGGGCTTTTACATTTTTCAGGAGGG
Consenso  ppcpraapat., bpppcaaagh  btbepepapcppttbppage, praaacccagaact gotpac, capategtgtccaappgctboctagpt., shaaat  beppaagpectbtbacat b boagpagpy

1951 1960 1970 1380 1990 2000 2010 2020 2030 2040 2050 2060 2070 2080
| 4 4 + 4 + + 4 + 4 4 + 4 |
ECHA TGTGARGAGGAAGGATTTGARTTCTGACATGGATAGTATTTTAGCGAGT CTGARGCTGCCTCCTARGTCTGAAGTCTCATCAGACGARGACATCCAGTTCCGCCTGGTGACARGATTTGTGARTGAGGCA
R TGGGARGAGGAAGGATTTGARTTTTGACATGGATAGTATTTTAGGGAGT TGGARGCTGCTTCCTARGTTTGAAGT TTCTTCAGAGGARGACATCCAGT TCCGCCTGGRGCCARGATTTRGGAATGAGGCA
Consenso Ly, oaapappaapgattbpaatt tpacatppataptatbtbap,papt, . pasgctyc, toctaagt beaapt Lo, boaga, paagacatoccagttocpoctpe, o, caapattte, paat pagpca

2081 2090 2100 2110 2120 2130 2140 2150 2160 2170 2180 2190 2200 2210
| 4 4 + 4 + + 4 + 4 4 + 4 |
ECHA GTCATGTGCCTGCARGAGGGEATCTTRGCCACACCTGCAGAGGGAGACATCGGAGCCGTCTTTGGGRCTTGRC TTCCCGCCTTRTCTGRGAGRGCCTTTCCGCTTTGTGGATCTGTATRGCGCCCAGARGA
F
R GTCATGGCCCTRCARGAGGGEATTTTRGCCCCCCCTRCAGARGGAGACTTCRGACCCATCTTTGGGRCTTGRCTTCCCCCCTTRTCTGRGAGRCCCTTTCCGC TTTGRRGATCTGTAGRGCGCCCAGARGA
Consenso  ghtcatg,,.cctgcaagaggepat bbegce,c,colbgcapagggagac, begga,copbotbbeppctbggctiooe, cobbeboetpppagp, cobbbcopetbby  gpatotgba, ppcpcccagaaga

2211 2220 2230 20 2250 2260 2210 2280 2230 2300 2310 2317
I L L L L L L L L L L I
ECHA

E TAGTGGACCGGCTCARGARATATGAAGCTGCCTATGGARARCAGT TCACCCCATGRCCAGCTGCTAGCTGACCATGCTARCAGCCCTAACARGAAGTTCTACCAGTGA
zonsenso TAGTGGACCGGCCCARGARATATGAAGC TGCCTATGGARAACAGT TCACCCCATGCCAGCTGCTAGCTGAGCATGC TAACAGCCTT

Lagbgpaccpec, caapaaat.abpaagetgoctabppaaaacagtieaccecatpccageboctagetpa, cabpckaacagee, besssvssssssrsssssssns

Figura x. Alineamiento de la secuencia de ECHA clonada en pMyr con la secuencia consenso de ECHA.
ECHA: secuencia consenso de gen de ECHA extraida de Uniprot (P40939).

F: producto secuenciacion utilizando cebador directo especifico de ECHA.

R: producto secuenciacidn utilizando cebador reverso especifico de ECHA.

Figura tomada de la tesina de graduacién de Lic. Vivian Irving [Irving et al 2016]
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ANEXO C

Mpb ECHA

3000pb
2000pb

1000pb

'

Figura A separacion por electroforesis de repeticion de la PCR1 de la metodologia RF-Cloning carril 1: MPM: GeneRuler

1Kb DNA Ladder #SM0311, carril 2: producto de la PCR1

6000pb
3000pb

1000pb

megacebadores

Figura B Electroforesis de las PCR en colonia de los clones obtenidos tras una nueva transformacion. Carril 1: PCR en colo-
nia utilizando el pool de colonias obtenido luego de la transformacién con el producto de PCR2 tras la repeticidn completa
(PCR1, PCR2) del ensayo de RF-cloning; carril 3: PCR en colonia utilizando el pool de colonias tratadas con Dpnl y transfor-

madas el mismo dia; Mpb GeneRuler 1Kb DNA Ladder #SM0311
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