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RESUMEN

La secrecion de proteinas recombinantes en Escherichia coli continta siendo un tema de investigacion de
gran interés para la industria biotecnoldgica, especialmente porque la bacteria es facilmente cultivable y
exporta naturalmente muy poca cantidad de proteinas al medio extracelular. En este trabajo se analiza un
tipo de transportador ABC de E. coli encargado de la secrecion de unos péptidos antibidticos denominados
microcinas. Estos péptidos comparten un dominio de secrecion (DS) en su extremo amino terminal. El DS
es reconocido y cortado por el exportador ABC durante la secrecion de modo que la microcina alcanza el
medio extracelular sin este dominio. Previamente en el laboratorio se habia determinado que estos
transportadores, denominados AB y EF, pueden secretar de forma heter6loga algunas microcinas. En base
a lo anterior, se eligio ensayar la secrecion de dos variantes de la hormona paratiroidea humana usando
estos dos transportadores.

La estrategia general consistio en construir péptidos hibridos formados por el DS de una microcina seguido
del péptido hormonal, de modo que el transportador reconozca y procese el DS secretando el péptido
recombinante en su forma nativa. La deteccion e identificacion de las hormonas en el sobrenadante de los
cultivos se efectud por SDS-PAGE, Western Blot y espectrometria de masas.

Antes de iniciar los ensayos de produccién, se evalu6 la funcionalidad de los transportadores a lo largo de
sucesivas generaciones celulares y solo el transportador AB logré mantenerse funcional. Por ello, los
ensayos de produccion se realizaron s6lo con este ultimo. Se recuperaron en el sobrenadante los péptidos
hormonales en su forma nativa, confirmando asi la hipdtesis del trabajo. Es asi que el transportador AB
surge como una nueva alternativa para la secrecion de péptidos recombinantes en E. coli, ya que
simplificaria el proceso de produccion al poder purificar péptidos desde el medio extracelular en su forma

nativa.
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1. INTRODUCCION

La secrecion de proteinas recombinantes en Escherichia coli ha sido estudiada a lo largo de estas ultimas
dos décadas. Si bien se han obtenido algunos resultados auspiciosos, aun no se pueden comparar con los
altos estandares de produccion intracelular. Es asi que sortear la barrera de la envoltura celular y lograr
obtener una proteina en el medio extracelular contintia siendo un desafio para la produccion recombinante
de proteinas en E. coli. Por lo tanto, es interesante profundizar en el estudio de los sistemas de secrecion,
ya sea mejorando las estrategias ya empleadas como analizando nuevos sistemas de secrecion que denoten
caracteristicas Utiles para la produccidn recombinante de proteinas.

En esta tesis, se plantea evaluar un sistema de secrecion tipo | de enterobacterias como una nueva
alternativa para la secrecion de proteinas de interés biotecnoldgico en E. coli. Concretamente, los sustratos
seran dos variantes de la hormona paratiroidea humana, que son moléculas de naturaleza peptidica, usadas

como tratamiento de enfermedades 6seas.

1.1. Antecedentes generales

1.1.1.Sistemas de secrecidn en bacterias Gram negativas

Las bacterias sintetizan una gran variedad de moléculas en el citoplasma; algunas deben ser secretadas en
aras de ser eliminadas o de cumplir funciones en el medio extracelular. En bacterias Gram negativas, parte
de estos metabolitos deben atravesar dos membranas celulares, la interna y la externa, para ser secretados.
Es por ello que han evolucionado para desarrollar seis sistemas de secrecion (hasta ahora descritos), que,
mediante diferentes mecanismos, permiten el transporte de esos compuestos fuera de la célula. En el caso
de las proteinas, su transporte puede ocurrir en un solo paso o0 en dos pasos consecutivos. Los sistemas de
secrecion tipo I, I, IV y VI forman canales que se expanden en ambas membranas, lo que les permite
transportar sustratos directamente desde el citoplasma hasta el medio extracelular en un solo paso. Por su
parte, los sistemas tipo 11 y V requieren que primero la proteina sea transportada hasta el periplasma para
poder llevar a cabo la translocacion a través de la membrana externa hacia el medio extracelular. El primer
paso lo realizan las vias Sec o Tat, las cuales reconocen una sefial de secrecion en el extremo amino

terminal de la proteina permitiéndole atravesar la membrana interna (Fig. 1) (1,2).
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Figura 1. Sistemas de secrecion en bacterias Gram negativas.

1.1.2. Sistemas de secrecion tipo |

El sistema de secrecién tipo | (SS1) tiene la capacidad de secretar una variedad de sustratos, en su mayoria
de naturaleza proteica, desde el citoplasma al medio extracelular, segun se postula en un Gnico paso. Esta
compuesto por tres proteinas: el exportador ABC, el segundo componente y la proteina de membrana
externa (3-5).

Un exportador ABC es una proteina que opera en forma dimérica. Se caracteriza por tener un dominio
transmembranal donde se encuentra el sitio de reconocimiento de una sefial de secrecion en el sustrato, y
un dominio de union a nucledtidos, a traves del que se une e hidroliza ATP, proveyendo de energia para
la translocacion. Este tipo de exportadores se encuentra en casi todas las especies y se distribuye en todos
los dominios de la vida, mediando el transporte de diversos sustratos como: péptidos, acidos grasos,
azucares, iones, entre otros. Por ejemplo, en E. coli, los exportadores ABC son la familia de
transportadores mas extensa (6). Pertenecen a la superfamilia ABC-ATPasa que se caracteriza por tener
el motivo de Walker (7). Solo aquellas proteinas tipo ABC que se acoplan a una proteina de fusion de
membranas y cuya funcidn es secretar sustratos, son Ilamados exportadores ABC (7-9). Particularmente,
los exportadores ABC que solo secretan proteinas contienen adicionalmente un dominio amino terminal
de tipo cistein-proteasa que pertenece a la superfamilia C39 peptidasa. Este dominio es necesario para el

reclutamiento del sustrato y en algunos casos ejecuta el corte de la sefial de secrecién (3,10). El segundo



componente es una proteina monomérica de fusiébn de membranas conformada por dos dominios
transmembranales que forman un canal a través del periplasma. Se extiende desde la membrana interna,
donde se acopla con el exportador ABC, hasta la membrana externa, contactando con el tercer componente
(11,12). El exportador ABC y la proteina de fusion de membranas se denominan en su conjunto
transportador ABC, y estan codificados en el mismo sistema genético junto con el gen para su sustrato.
Por ultimo, el tercer componente forma un canal que se ancla en el periplasma a la proteina de fusion y se
extiende en la membrana externa formando un canal. Generalmente, esta funcion la cumple TolC. Esta es
una porina trimérica que pertenece a una familia de proteinas integrales de membrana externa muy
conservada entre bacterias Gram negativas, especialmente en enterobacterias. Asimismo, tiene un papel
importante en la secrecion de toxinas como a-hemolisina y en la resistencia antibiotica (13). A diferencia
de los primeros dos elementos, TolC se encuentra codificado fuera del sistema genético del transportador,
integrando varios sistemas de secrecién de tipo | y participando en la exportacién de distintos sustratos
(14,15).

En cuanto al mecanismo de secrecidn, existen algunos modelos basados fundamentalmente en el analisis
estructural del exportador ABC. Se postula que inicialmente el exportador ABC une su sustrato a través
del reconocimiento de la sefial de secrecion. A continuacién, une una molécula de ATP y cambia su
conformacién estructural dando un giro de 90° sobre su eje que provoca la internalizacion del sustrato.
Enseguida, éste atraviesa el canal que forma la proteina de fusion de membranas y la de membrana externa,
alcanzando el medio extracelular. Posteriormente, el exportador ABC hidroliza la molécula de ATP y esto
permite que regrese a su conformacion original, para iniciar un nuevo ciclo de secrecion (3,5,16,17). Los
SS1 se encuentran principalmente en bacterias patdgenas como E. coli patogénica, Vibrio cholerae y
Bordetella pertussis (18-20). Se han relacionado, fundamentalmente, con la secrecion de exotoxinas,
péptidos antimicrobianos y procesos de resistencia antibidtica, funcionando como bombas de eflujo.
Entre los sistemas de secrecidon tipo | pueden distinguirse aquéllos que translocan proteinas o los que
translocan péptidos. Ademas de la extension, una de las principales diferencias radica en la sefial o
dominio de secrecion (DS) presente en el sustrato. En el caso de proteinas, éste se encuentra en el extremo
carboxilo (C) terminal y lo conforman, en promedio, 50 aminoacidos (21,22). Los exportadores ABC de
proteinas tienen el dominio cistein-proteasa no funcional; por lo tanto, reconocen la sefial de secrecion,
pero son incapaces de efectuar la protedlisis de la misma. Se ha descrito que pueden secretar una amplia
variedad de sustratos naturales, incluyendo toxinas, proteasas, lipasas, entre otras, con pesos moleculares

que van desde los 19 kDa hasta los 900 kDa (23). El ejemplo maés estudiado es el sistema de secrecion de



la toxina a-hemolisina (HIyA, de 181 aa) producida por cepas patogenas de E. coli. Este transportador,
denominado HIyBD, ha sido el paradigma de los estudios estructurales y funcionales de este tipo de
sistemas (21). Asimismo, se ha demostrado su capacidad de secretar de forma heter6loga otros sustratos
naturalmente secretados por transportadores ABC e incluso proteinas recombinantes a las que se les habia
afiadido el DS de la toxina (24,25).

Por otro lado, los sustratos peptidicos (hasta unos 100 aa-) portan un DS de generalmente 15 aminoacidos
que se ubica en el extremo amino (N) terminal. Estos dominios de secrecion conservan una alta homologia
en regiones hidrofobicas e hidrofilicas y en ciertas posiciones aminoacidicas, en particular tienen un
motivo de tipo “doble glicina” terminal (Gly-Gly, Gly-Ala, Gly- Ser). Los exportadores ABC de péptidos
portan el dominio cistein-proteasa funcional, pudiendo asi efectuar el corte que separa el DS del resto del
péptido durante la secrecion (26). A éstos se les ha denominado exportadores ABC bifuncionales, porque
ejecutan funciones de protedlisis y de secrecion de manera concomitante. Hasta ahora los exportadores de
péptidos que han sido descritos secretan bacteriocinas y algunas microcinas, antibioticos péptidicos
producidos por bacterias Gram positivas y Gram negativas, respectivamente. Algunos de estos péptidos
antibidticos adquieren su funcionalidad cuando el exportador les retira el dominio de secrecion (26-28).
Cabe mencionar que los transportadores ABC de péptidos tienen cierto grado de versatilidad en cuanto a
los sustratos que exportan, demostrandose la secrecion heterdloga tanto en bacterias Gram positivas como
negativas. Concretamente, se ha reportado que algunos de estos transportadores pueden secretar mas de
una bacteriocina o microcina (segun sea el caso), reconociendo en ellas cualquiera de sus dominios de tipo
doble glicina. Més aun, se ha visto que son capaces de secretar péptidos hibridos compuestos por el DS
especifico de su sustrato fusionado a la porcién madura de otro péptido antibidtico, ya sea que éste Ultimo
utilice 0 no el mismo tipo de sistema de secrecion. Los niveles de secrecion fueron variables y la

funcionalidad en ningun caso fue abolida (27,29-33).

Los transportadores ABC de péptidos en bacterias Gram negativas se reducen a los que secretan un grupo
de antibioticos llamados “microcinas de mayor masa molecular”. Hasta el momento se han descrito cinco
microcinas: H47 (MccH47), 147 (Mccl47), M (MccM), E492 (MccE492) y Colicina V (ColV); éstas son
producidas por cepas patogenas de E. coli a excepcion de E492 que es producida por Klebsiella
pneumoniae (20,33,34). Estos péptidos se caracterizan por ser de sintesis ribosémicay tener tres dominios:
i) uno de secrecion, que tiene 15 aa en el extremo N-terminal (de tipo doble glicina); ii) uno tdxico, que

le confiere la especificidad antibidtica, y iii) uno de captacion en el extremo C-terminal, que determina su



espectro de accion (33). Cabe mencionar que estos péptidos alcanzan el medio extracelular en su forma
madura gracias a la accion que ejecuta el dominio proteolitico de sus exportadores ABC al cortar el DS.
La porcion madura de estas microcinas consta de entre 60 a 90 residuos aminoacidicos, tiene una masa
molecular menor a 10 kDa, exhibiendo una alta hidrofobicidad y un elevado contenido en serinas y
glicinas (Tabla 1). Los determinantes para la produccion de estas microcinas se organizan en sistemas
geneticos que aseguran la sintesis del péptido antibiotico, su inmunidad especifica y la secrecion a través
de su respectivo transportador ABC. A este Gltimo lo complementa TolC, que se encuentra codificado

fuera del sistema genético en el cromosoma de la bacteria.

Tabla 1. Microcinas de mayor masa molecular con su respectivo transportador

Microcina D.S.® Porcion madura® Extension | Transportador

H47 MREITESQLRYISGA GGAPATSANAAGAAAIVGALAGIPGGPLGVVVGAVSA | 60 aa. EF
GLTTAIGSTVGSGSASSSAGGGS
147 MREISDNMLDSVKGG MNLNGLPASTNVIDLRGKDMGTYIDANGACWAPDTPS | 62 aa. EF
IIMYPGGSGPSYSMSSSTSSANSGS
M MRKLSENEIKQISGG DGNDGQAELIAIGSLAGTFISPGFGSIAGAYIGDKVH | 77 aa. EF
SWATTATVSPSMSPSGIGLSSQFGSGRGTSSASSSAG
SGS

ColVv MRTLTLNELDSVSGG ASGRDIAMAIGTLSGQFVAGGIGAAAGGVAGGAIYDY | 90 aa. AB
ASTHKPNPAMSPSGLGGTIKQKPEGIPSEAWNYAAGR
LCNWSPNNLSDVCL

E492 MREISQKDLNLAFGA GETDPNTQLLNDLGNNMAWGAALGAPGGLGSAALGAA | 84 aa. HG
GGALQTVGQGLIDHGPVNVPIPVLIGPSWNGSGSGYN
SATSSSGSGS

@Se indican en rojo y azul los aminoacidos con carga positiva y negativa, respectivamente.

Estos sistemas transportadores comparten un alto porcentaje de homologia en la secuencia aminoacidica
del exportador ABC y de la proteina de fusion de membranas. Las microcinas H47, 147 y M se encuentran
codificadas en el mismo sistema genético, teniendo Mccl47 y MccM una presencia mutuamente
excluyente (se sintetiza conjuntamente MccH47 y MccM o MccH47 y Mccl47). En ambos casos, la
secrecion es llevada a cabo por el mismo transportador, denominado EF. En cuanto a ColV y MccE492,
cada una es secretada por un transportador ABC especifico denominado AB y HG, respectivamente (Tabla
1) (20,32,35,36).

El transportador AB ha sido el més caracterizado dentro de los SS1 de las microcinas de mayor masa
molecular. Sus genes forman parte del sistema genético ColV, que se organiza en dos operones
convergentes: uno integrado por los genes cvi y cvaC, que codifican para la inmunidad especifica y el
péptido antibidtico, respectivamente; y el segundo contiene los genes codificantes para el transportador.

Este Gltimo comprende a cvaA, con una extension de 1.275 pb, que codifica para la proteina de fusion de



membranas (A); y a cvaB, con una extension de 2.097 pb, que codifica para el exportador ABC (B). Es
asi que las proteinas B (698 aa) y A (424 aa) junto con TolC (493 aa) forman el sistema de secrecion de
tipo I de ColV (Fig. 2) (36).

TolC

‘ >

Sistema de secrecion tipo I
—_—

s e C

de Colicina V A
1 Giro de 90°

Vv

—
Transportador
AB
Dominio proteolitico DS

(BntD)

Figura 2. Modelo teérico del sistema de secrecién de tipo | de Colicina V. 1) Conformacion del sistema en ausencia de la
microcina. 2) Conformacion del sistema cuando une la microcina, corta su DSy prosigue la secrecion.

En particular, se demostré que el exportador B tiene un dominio cistein-proteasa en el extremo N-terminal
que pertenece a la superfamilia de peptidasas C39. Tiene una actividad proteolitica dependiente de Ca?* y
su sitio activo recae sobre los residuos aminoacidicos Cys®?, His'® y Asp'? (37,38). En efecto, ColV es
sintetizada como un péptido de 103 aa, cuyo dominio de secrecidn es cortado por el exportador, saliendo
al medio extracelular su porcién madura de 88 aa (39,40). Dicho péptido maduro tiene un puente disulfuro
entre sus dos cisteinas carboxilo terminales que se formaria en el periplasma durante la secrecion, siendo
esencial para su actividad toxica (39, 41).

En el caso de los transportadores EF y HG, no hay estudios estructurales de sus componentes, pero los
analisis genéticos sugieren que actuarian de manera similar al transportador AB (32,35). Mas aun, las
MccE492, MccM y MccH47 han sido purificadas desde el medio extracelular, corroborando que los
péptidos maduros carecen del DS de tipo doble glicina en su extremo N-terminal (42,43). En este caso,
las microcinas presentan una modificacion postraduccional en su extremo C-terminal que consiste en la

adicion de una molécula del sider6foro salmoquelina, que define el espectro de accion antibidtica (43—



45). Al igual que el transportador AB, los determinantes genéticos para los transportadores EF y HG se
organizan en un operén, siempre dentro del sistema genético de sus respectivas microcinas. En el caso del
transportador EF, primero se encuentra el gen mchE, con una extension de 1.275 pb, codificante para la
proteina de fusion de membranas (E), seguido de mchF, con una extension de 2.097 pb, que codifica para
el exportador ABC (F). Es asi que las proteinas F (698 aa) y E (424 aa) junto con TolC forman el sistema
de secrecion tipo | de las microcinas H47, 147 y M. En cuanto al transportador de la MccE492, se ha
determinado que ademés de los genes mceH y mceG, que codifican para la proteina de fusion de
membranas (H) y el exportador ABC (G), respectivamente, es necesario el producto de otro gen del

sistema para la secrecion de la microcina (35).

1.1.3.Secrecidén de proteinas recombinantes en E. coli empleando el sistema de secrecion tipo |

La habilidad de entender y manipular el ADN condujo al desarrollo de la tecnologia del ADN
recombinante, lo que conllevo a que se pudieran hacer modificaciones genéticas en los organismos, dando
paso entre otras cosas, a la produccion de proteinas recombinantes. Estas son producidas mediante la
modificacion genética de organismos diferentes a los que las producen naturalmente. Esta estrategia ha
sido de gran impacto especialmente en la produccién de drogas terapéuticas, las que previamente eran
dificiles de obtener y purificar porque los métodos de produccidn eran ineficientes. Los sistemas genéticos
en los cuales se producen proteinas recombinantes dependen de la complejidad de cada una
(modificaciones postraduccionales, estabilidad estructural, tamafio, entre otros), siendo la bacteria E. coli
el organismo més usado para la produccién. E. coli ofrece muchas ventajas, entre ellas que esta bien
caracterizada genéticamente, es de crecimiento rapido, sus requerimientos nutricionales no son complejos,
y se alcanzan rendimientos de produccion de hasta el 50% del total de proteinas sintetizadas (46,47).

Otra ventaja que ofrece E. coli es que no secreta naturalmente grandes cantidades de proteinas. Varios
estudios lo indican y esto supone una ventaja para recuperar del sobrenadante la proteina de interés sin la
interferencia de otros contaminantes (48,49). En términos generales, la produccion de proteinas
recombinantes en E. coli implica su purificacion desde el medio intracelular. No obstante, esta estrategia
de produccidn presenta inconvenientes como el riesgo de protedlisis, la formacion de agregados proteicos
0 cuerpos de inclusion que inactivan las proteinas y la purificacion desde un ambiente con alta carga de
otras proteinas. Varias de estas dificultades pueden ser resueltas si las proteinas son exportadas al
periplasma o al medio extracelular: (i) adquieren su correcto plegamiento en el ambiente oxidativo del

periplasma con la consiguiente conservacion de su actividad bioldgica, (ii) incrementan su estabilidad y



solubilidad, y (iii) se facilita el proceso de purificacion desde un ambiente con un contenido proteico muy
diluido (50).

En este sentido, se estan desarrollando distintas estrategias de secrecion en E. coli. Una de ellas se basa
en el empleo de la via Tat o Sec para que la proteina llegue al periplasma, y posteriormente alcance el
medio extracelular gracias a los sistemas de secrecion Il 0 V, o a mecanismos que afecten o eliminen la
membrana externa. En consecuencia, desde el punto de vista del proceso de produccion, la externalizacion
del sustrato se da en dos pasos. Particularmente, se alcanzan muy buenos rendimientos labilizando la
membrana externa, lo que incluso esta siendo usados industrialmente. La otra estrategia, consiste en usar
un sistema de secrecién de tipo |, prescindiendo de las vias Tat y Sec (50-52). EI SS1 de la toxina a-
hemolisina ha sido el mas ensayado para la secrecidn de proteinas recombinantes en E. coli y Salmonella
sp (24,53-57). Una gran variedad de proteinas fusionadas con el DS de la a-hemolisina han logrado ser
secretadas por el transportador HIyBD; por ejemplo, B-galactosidasa de E. coli (56), cutinasa de
Termophidia busca (55), proteinas de unién a acidos grasos (IFABP) de mamiferos (58), interleuquina 6
humana (59), entre otras. También se han usado otros SS1 de distintos géneros bacterianos para secretar
proteinas recombinantes en E. coli. Por ejemplo, la secrecion de fosfatasa alcalina por el transportador
LipBCD de lipasas de Serratia marcesens (60), y la proteina “GFP” por los SS1 de lipasas TIiDEF de
Pseudomonas fluorescens y PrtDEF de Erwinia chrysanthemi (61). En suma, se ha demostrado la
versatilidad de los sistemas de secrecion tipo I, teniendo al parecer como Unico requisito reconocer el
dominio de secrecion de su sustrato natural. No obstante, la eficiencia de la secrecion varia segun la
naturaleza del sustrato y no se han alcanzado altos niveles de secrecion. Méas adn, en la mayoria de los
casos la funcionalidad de la proteina hibrida se ve afectada por el DS que permanece afiadido, debiéndose

adicionar un procedimiento de corte del mismo posterior a la secrecion (23).

1.1.4.Generalidades de la Hormona Paratiroidea Humana (PTH)

Las glandulas paratiroideas forman un complejo endocrino encargado de regular el metabolismo del calcio
y del fésforo en el organismo humano. Estan formadas por “células principales’” que secretan mayormente
hormona paratiroidea y en menor medida calcitonina. La paratohormona es sintetizada como un precursor
polipeptidico de 115 aa llamado prepro-PTH, que posteriormente sufre dos modificaciones
postraduccionales en su extremo N-terminal. Inicialmente, ocurre la protedlisis de sus primeros 25 aa
durante su recorrido hacia el reticulo endoplasmatico rugoso y, una vez en éste, son removidos los

siguientes 6 aa, dando como resultado la hormona paratiroidea madura de 84 aa. La hormona madura es



empaquetada en el Aparato de Golgi en vesiculas y granulos secretores para su liberacion al torrente
sanguineo. Dentro de las vesiculas, algunas moléculas pueden sufrir protedlisis en su extremo carboxilo
terminal, quedando el fragmento reconocido por el receptor que es la fraccion 1-34 aa de la hormona
madura (Tabla 2) (62-64). Esta fraccion ha sido cristalizada, revelando que presenta una estructura
relativamente sencilla, conformada por una corta a-hélice en el extremo N-terminal que se une, por una
interaccion hidrofobica, con otra a-hélice un poco mas larga en el extremo C-terminal (65). En general, la
hormona exhibe un comportamiento hidrofilico. Cabe resaltar que circula en sangre sola, sin necesidad de
una proteina transportadora, y su vida media es de 2 a 4 minutos una vez liberada.

Los receptores de la parathormona se encuentran en los osteoclastos, células precursoras del hueso. Una
vez activada la sefializacion por la unién de la hormona, éstos promueven la reabsorcion del ion calcio
que les ayuda a diferenciarse a osteocitos, células maduras que solidifican el hueso. Es por ello que la
paratohormona se usa en el tratamiento de enfermedades Gseas como la osteoporosis, fracturas y
enfermedades osteoinmunes, ya que ayuda a la mineralizacion, restauracion y remodelacion del hueso,
ademas de que controla el balance de los iones fosfato y calcio en sangre (66—70).

A partir del 2002, la Administraciéon para Medicamentos y Alimentos de Estados Unidos (FDA) aprob6
el uso comercial de la hormona paratiroidea recombinante como tratamiento anabolico para la
osteoporosis. Mas tarde, en 2003, fue avalado por la Agencia Europea del Medicamento. El farmaco, que
hasta hoy sigue siendo el Unico aprobado, esta constituido por el fragmento 1-34 de la paratorhormona

humana, producido de manera recombinante en E. coli (https:/ec.europa.eu/health/documents/community-

register/2007/2007082130528/anx_30528_es.pdf )(71-73).

Tabla 2. Secuencia aminoacidica de las variantes de la hormona paratiroidea huma

Variante Secuencia® Extension

hormonal

1-34 PTH SVSEIQLMHNLGKHLNSMERVEWLRKKLQDVHNFE 34 aa

1-84 PTH SVSEIQLMHNLGKHLNSMERVEWLRKKLQDVHNFVALGAPLAPRDAGSQRPRKKEDNVLV | 84 aa
ESHEKSLGEADKADVNVLTKAKSQ

@se indican en rojo y azul los aminoacidos con carga positiva y negativa, respectivamente.

1. 2. Antecedentes especificos

Se plantea evaluar el sistema de secrecion tipo | de las microcinas de mayor masa molecular como una

nueva alternativa para la secrecion de proteinas de interés biotecnoldgico en E. coli. Concretamente, los


https://ec.europa.eu/health/documents/community-register/2007/2007082130528/anx_30528_es.pdf
https://ec.europa.eu/health/documents/community-register/2007/2007082130528/anx_30528_es.pdf

transportadores EF y AB presentan dos caracteristicas interesantes para su empleo. Por un lado, las
investigaciones de la Seccion de Fisiologia y Genética Bacterianas dan cuenta de su versatilidad: (i) el
transportador EF es capaz de secretar naturalmente las microcinas H47, 147 y My, de manera heter6loga,
las microcinas E492 y ColV, vy (ii) el transportador AB, es capaz de secretar de manera heterdloga
MccH47. Ambos transportadores demostraron ser eficientes respecto a la cantidad de sustrato heterélogo
que lograron secretar (20,32,33). Mas aun, Van Belkum et al 1997 (31), describi6 que el transportador AB
es capaz de secretar una bacteriocina, llamada Divergicina A, fusionada al dominio de secrecién de ColV
0 de Leucocina A desde células de E. coli K12. Cabe sefalar que Divergicina A es producida por algunas
bacterias Gram positivas y no usa naturalmente un exportador ABC para ser secretada. Todo esto sugiere
que las secuencias que suceden al DS no estarian involucradas en la secrecidn, permitiendo asi que un
mismo transportador pueda secretar varias bacteriocinas que difieren sustancialmente en su secuencia
madura. Cabe notar que estos experimentos se han limitado a intercambiar transportadores y péptidos
antibidticos, sin incluir otros sustratos foraneos. Por otro lado, se demostro que los exportadores ABC de
las microcinas cortan el dominio de secrecion de sus respectivos sustratos, secretandolos sin esa secuencia
adicional (16,41). Esta caracteristica supone una gran ventaja desde el punto de vista de la produccion de
proteinas recombinantes, ya que el DS fusionado a una proteina foranea seria procesado por el exportador
durante la secrecion. Es asi que la proteina de interés se recuperaria en el medio extracelular sin secuencias
adicionales, por lo que no seria necesario incluir un paso de procesamiento del DS luego de la secrecién
como sucede al emplear el sistema de secrecion tipo | de la a-hemolisina.

Si bien estad demostrado que la presencia del DS es indispensable para la secrecion, no se conoce cuanto
afecta a la eficiencia del proceso la secuencia del péptido posterior al DS. En este sentido, en el laboratorio
se intentd secretar de forma heteréloga la citoquina Interleuquina-15, empleada con éxito como
inmunoterapico anti-tumoral. Esta proteina tiene 114 aa y se pliega formando hélices alfa. La estrategia
consistié en generar un péptido formado por el DS de ColV y la porcién madura de la citoquina. Luego,
se evalud su secrecion en presencia de los transportadores AB o EF en células de E. coli K12. Si bien se
constatd que el transportador AB reconocia y cortaba el DS del péptido en el medio intracelular, no se
logro recuperar la citoquina en el medio extracelular (74). En consecuencia, se eligio trabajar con las dos
variantes de la hormona paratiroidea humana (1-34 PTH y 1-84 PTH), ya que su extension esta dentro del
rango de las microcinas y poseen una estructura sencilla. Sin embargo, distan en otras caracteristicas,

como ser mas hidrofilicas y contener mayor cantidad de aminoacidos cargados que las microcinas.
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El éxito en la secrecion de alguna de estas variantes podria tener un interés biotecnoldgico ya que su
produccién recombinante tiene ciertos inconvenientes. En particular, se ha notado que las variantes
tienden a ser inestables y son blanco de proteasas en el medio intracelular (75). El esfuerzo por estabilizar
su estructura se ha enfocado principalmente en la variante 1-34 PTH puesto que es la que se administra
en los tratamientos clinicos. En este sentido, la estrategia apunta a producir la variante unida a una proteina
de fusion que le ayuda a estabilizar su estructura y a ser identificada con mayor facilidad. Se ha ensayado
recuperar la proteina hibrida tanto desde el medio intracelular como desde el periplasma, siendo necesario
en ambos casos liberar posteriormente el péptido hormonal de la proteina fusion mediante un proceso de
proteolisis (75-78).

En base a lo planteado, la estrategia experimental en este trabajo consiste en crear fusiones genicas que
codifiquen para el DS de ColV unido al extremo N-terminal de cada una de las variantes de PTH, y evaluar
su secrecion por parte de los transportadores AB y EF en células de E. coli. Se eligi6 el DS de ColV porque

esta microcina es la mas extensa de la familia y su transportador es el mas estudiado.
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2. HIPOTESIS

Los transportadores AB y EF de las microcinas de mayor masa molecular son capaces de secretar las dos

variantes de la hormona paratiroidea humana cuando se les afiade el dominio de secrecién de ColV.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general
Evaluar la secrecion heter6loga de dos variantes de la hormona paratiroidea humana (1-34 PTH y 1-84
PTH) por parte de los transportadores AB y EF en E. coli B BL21 (DE3).

3.2. Objetivos especificos
%+ Clonar los genes codificantes para los transportadores AB y EF.
% Analizar la funcionalidad de los transportadores AB y EF a lo largo de sucesivas generaciones.
% Disefiar los plasmidos codificantes para los péptidos hibridos formados por el DS de ColV
fusionado a cada una de las dos variantes de la hormona paratiroidea.
¢+ Construir las cepas que expresen cada uno de los péptidos hibridos y un transportador ABC.

% Evaluar la secrecion de las variantes hormonales en el sistema elegido.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Cepas
Cepas Caracteristicas genéticas Otras caracteristicas
PAP222 E. coli K12 BZB101. Porta el Codifica para los genes del transportador AB,
Plasmido pK270 ColV y su inmunidad (79).
DHS5a E. coli K12, supE 44 AlacU69 (¢80 | Es deficiente para la subunidad HsdR del
lacZAM15) hsdR17 recAl endAl | sistema de restriccion tipo I, por lo que no
gyrA96 thi-1 relAl degrada ADN exdgeno (80).
MC4100 E. coli K12, F araD139 lacU169 Deficiente para la respuesta estricta, por lo
rpsL thiA relA que alcanza altas densidades de poblacion
(81).
JW0554 E. coli K12 BW25113 AompT Mutante para proteasa OmpT. Coleccion
Keio (82).
JW0429 E. coli K12 BW25113 Alon Mutante para la proteasa Lon. Coleccion Keio
(82).
BL21 (DE3) E. coli B, F decm hsdS (rm’) lon Porta en su cromosoma el gen de la ARN
ompT gal 1 (DE3 [lacl lacUV5-T7 | polimerasa del fago T7. Se usa para
gene 1 ind1 sam7 nin5]). producir altos niveles de expresion de
genes bajo el influjo transcripcional del
promotor del fago T7 (83).
MC4100 AlonAompT::kan Mutante para las proteasas Lon y OmpT (este

AlonAompT::kan

trabajo).

4.2. Plasmidos
Plasmido Resistencia | Replicon Otras caracteristicas
pCP20 Amp, Cm R101 OriC termosensible. Codifica para recombinasa
especifica de sitio FLP (84).
pBR322 Amp, Tc pMB1 20/40 copias por cromosoma (85).
pUCYC5 Cm P15A 10/12 copias por cromosoma. Sistema de
deteccion por complementacidn en o para la
-galactosidasa (86).
pMVDA41 Amp pl5A Codifica los genes del transportador EF (20).
pValAB Cm p15A Derivado de PUCYC5. Codifica los genes del
transportador AB (este trabajo).
pValEF Cm P15A Derivado de pUCYCS5. Codifica los genes del
trasportador AB (este trabajo).
pBRIC Amp pMB1 Derivado de pBR322. Porta los genes para ColV
y su inmunidad (este trabajo).
pValColV Cm P15A Derivado de pUCYCS5. Porta los genes para el
transportador AB, ColV y su inmunidad (este
trabajo).
pPET-PTH34 Km pMB1 Codifica para el péptido hibrido DS-PTH34-
6xHis. Vector para expresar proteinas al
periplasma (este trabajo). 13




Las cepas y los vectores plasmidicos no construidos en este trabajo se encontraban disponibles en el
laboratorio. Los plasmidos pET-PTH34 y pET-PTH84 fueron provistos por el servicio de sintesis de
GenScript, Hong-Kong.

4.3. Condiciones de cultivo

Se emplearon los siguientes medios de cultivo: LB, Zym 5052 y M63 glucosa (Anexo 1). Cuando fue
necesario, se afiadieron antibidticos a los medios a las siguientes concentraciones finales: 48 pug/ml, Cm;
100 pg/ml, Ap; 30 pug/ml, kanamicina (Km); y 15 pg/ml, Tc. Se adiciond Cm a 60 pg/ml de concentracion
final para el crecimiento en medio Zym de las cepas BL21 (DE3) que portaban pValAB.

Se utilizd X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosido) a 20 pg/ml de concentracion final,
como indicador cromogénico de la actividad B-galactosidasa para la deteccion de los clones recombinantes
en los experimentos de clonado. Se empled Isopropil-p-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG) a 0.5 mM de
concentracion final como inductor de la expresion génica en los experimentos de produccién de las
variantes hormonales.

El crecimiento de los cultivos se monitorizé por medidas de DOsoo con el espectrofotometro Shimadzu
UV-160 (N° serie 126414) y por recuento de viables, sembrando diluciones al décimo en placas de LB

con los respectivos antibidticos incubadas a 30°C por 18 h.

Las cepas sin plasmidos recombinantes se crecieron a 37°C, mientras que las que contenian construcciones
recombinantes se cultivaron a 30°C, de modo que se aletargara el crecimiento para limitar el progreso de
inestabilidades genéticas que conllevaran a la aparicion de clones mutantes. El tiempo de incubacién

promedio para los experimentos fue de 18-24 h.

4.4. Construccion de E. coli K12 MC4100 Alon AompT::kan

Se construy6 una estirpe derivada de MC4100 carente de las proteasas Lon y OmpT por transduccidn con
el bacteriofago P1, siguiendo el protocolo descrito en Miller, 1992 (85). Se utilizaron los mutantes JW0429
y JWO0554 de la coleccidon Keio que tienen delecionados los genes correspondientes, en los que cada gen
esta reemplazado por un “cassette” de resistencia a kanamicina (kan) (82). Se generaron los lisados fagicos
propagados en ambas cepas y se realizd la construccion mediante dos transducciones P1 sucesivas. En la
primera transduccién, se introdujo el cassette kan de JW0429 en MC4100, y se obtuvo el transductante

MC4100 Alon::kan, seleccionando en LB Km a 37°C. Como era necesario hacer una segunda transduccion
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para introducir de nuevo un cassette de resistencia a Km, se procedio a remover primero el que tenia la
cepa MC4100 Alon::kan segun lo descrito por Datsenko y Wanner, 2000 (84). Brevemente, la cepa
MC4100 Alon::kan se transformé con el plasmido termosensible pCP20 que codifica para la recombinasa
especifica de sitio FLP, que reconoce las secuencias repetidas directas que flanquean el cassette de
resistencia a kanamicina. Los clones transformantes se seleccionaron en LB Cm a 30°C y, en principio,
una proporcion habria perdido el cassette. Se estriaron cuatro clonesen LB Cm, LB Apy LB Km a 42°C.
Se selecciono la estria que resultd sensible a los tres antibidticos, es decir, la que perdi6 el plasmido
termosensible pCP20 (ApR, CmR) y también el cassette kan por delecion mediada por la recombinasa FLP.
Luego, se hizo una segunda transduccion infectando la estirpe curada MC4100 4lon con el lisado P1
propagado en JW0554 para introducir el alelo ompT::kan. Los clones transductantes, seleccionados en LB
Km, fueron MC4100 AlondompT::kan.

4.5. Manipulacion del ADN

La purificacion de los plasmidos se realizé empleando el kit QIAprep Miniprep de QIAGEN (#1018398).
Para los ensayos de restriccion se utilizaron las enzimas BamHI, EcoRV, Hindlll, Sacl, Sall y Smal, y
para las ligaciones se usd la enzima T4 ligasa, todas de New England Biolabs. En todos los casos se realiz6
el procedimiento estandar descrito en Sambrook et al, 1989 (80). Para las amplificaciones por PCR se
utiliz6 como molde ADN plasmidico (10-30 ng) o lisados de células. Estos lisados se obtuvieron
suspendiendo masa celular en 250 pl de agua destilada estéril y calentando a 80°C durante 30 min. Para
los experimentos de clonado se usé la enzima Phusion High-Fidelity DNA Polimerase de New England
Biolabs, que tiene

actividad de pruebay error. Ademas, esta enzima produce amplicones con extremos romos, lo que permite
clonar los fragmentos directamente en vectores linearizados con una enzima que genere extremos romos.
Para otras amplificaciones se usé la enzima Taq Polimerasa de Bioron (#111105). En todos los casos se
siguieron las indicaciones del fabricante. Los oligonucledtidos empleados para las reacciones de
amplificacion se presentan en la Tabla 3. La purificacion de los productos de PCR se hizo utilizando el
kit MiniElute purification de QIAGEN (#28006), siguiendo las instrucciones del fabricante. Para
visualizar fragmentos de ADN a traves de electroforesis, se hicieron geles de agarosa al 0.8% utilizando
tampon Tris-Acetato-EDTA 1x (TAE) y las muestras a resolver se mezclaron con tampon de carga (Anexo
1). Se us6 el marcador de peso molecular 1kb DNA Ladder (#N3231S) de New England Biolabs. Las
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corridas electroforéticas se hicieron en tampon TAE 1x, entre 1 a 2 h a 65V aproximadamente. Se tifieron

los geles con bromuro de etidio para visualizar la migracion de los fragmentos de ADN.

Tabla 3. Oligonucledtidos usados para las reacciones de amplificacion

Oligonucleotido Secuencia Extension Tm Referencia
V-L 5°CCTCCTACCCTTCACTC 3’ 17 pb 58°C | (33)

V-R 5°GAGGAATTACAAGCGTATGAGG 3° 22 pb

pABFw 5 TCCTGATAACTCTCCTATGTTGT 3° 23 pb 60°C | (74)
pvEF-F 5’ GTGAGTAAGAGGAGCTATTTTGT 3° 23 pb 61°C | Este trabajo
pvEF-R 5°CTTCTTAACCTCCCCCATCGAC 3’ 22 pb

pvAB-F 5 CAAACTAATAGTATGCAAGGAGAC 3° 24 pb 60°C | Este trabajo
PVAB-R 5°CGCTTGTAATTCCTCTATGGTTT 3’ 23 pb

Los analisis de las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas, y el disefio de los plasmidos recombinantes

se realizaron con los programas SerialCloner 2.6.1, SnapGene 5.3.2 y BLASTP (87).

4.6. Transformacion de cepas de E. coli

Se hicieron cultivos de 50 ml de LB de cada cepa a transformar hasta una DOsgoo entre 0.2 y 0.3. Las células
se centrifugaron a 5.000 rpm por 5 min y se resuspendieron en 20 ml de CaCl, 100mM estéril,
incubandolas en hielo por 20 min. Luego, se hizo una segunda centrifugacion en las mismas condiciones
y finalmente las bacterias se resuspendieron en 500 ul de CaCl, 100mM estéril manteniéndolas en hielo
en la heladera. Se pudieron usar para ser transformadas a partir de las 24 h en frio hasta una semana
después. Para la transformacion, se mezclaron 100 pl de células competentes con el ADN plasmidico de
interés, disuelto en un volumen no superior a 25 pl, y se incubé en hielo durante 10 min. Posteriormente,
se pasé la mezcla a un bafio a 37°C durante 5 min (shock térmico) para lograr que el cambio abrupto de
temperatura permitiera el ingreso del ADN al interior de las células. Para la expresion de la resistencia
antibidtica portada por el plasmido se agrego a la mezcla de transformacion 2 ml de LB y se incubd en
bafio con agitacion a 30°C por 3 h aproximadamente. Para la seleccion de los clones transformantes se
sembraron alicuotas de la mezcla de transformacidn en placas de LB con el antibidtico correspondiente y
se incubaron a 30°C. En paralelo, se sembraron en igual medio alicuotas solo de bacterias competentes,
tratadas como la mezcla de transformacion, a modo de control del experimento. En el apartado de

resultados solo se consigno el crecimiento de aquellos clones que exhibieron particularidades.
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4.7. Ensayo de produccion de Colicina V

La produccion de ColV por una cepa bacteriana se determind mediante la aparicion de halos de inhibicién
del crecimiento sobre una cepa sensible a este antibidtico. Se utiliz6 MC1400 como cepa indicadora,
sensible a ColV. Esta se sembré en forma de tapiz sobre una placa de medio minimo y se inocul6 por
picada sobre el agar con las cepas experimentales a ensayar. Las placas se incubaron a 37°C por 20 h. En
el caso de que las cepas experimentales fueran capaces de secretar correctamente ColV se lograria
observar el halo de inhibicion del crecimiento. Se usaron las cepas control MC4100 (pValColV) como
productora de ColV y MC4100 (pBRiC) como no productora.

4.8. Ensayo de réplica en placa

Para el ensayo fue necesario tener dos tipos de placas: la primera es la placa matriz, que tiene las colonias
de los clones a las que se les busca determinar un fenotipo adicional, y la segunda placa, denominada
réplica, permitiria distinguir el fenotipo adicional, uno de produccion de ColV vy el otro de susceptibilidad
a Tc. Para evaluar la produccién de ColV, se sembré sobre una placa de medio minimo un tapiz de células
indicadoras sensibles al antibiotico, y para determinar la resistencia/sensibilidad a tetraciclina se empled
una placa de LB suplementado con Tc. El patrén espacial de las colonias de la placa matriz se reprodujo
pulsandola sobre un trozo de terciopelo estéril, de modo que las bacterias se adhirieron al terciopelo
dejando una huella. Luego, el material celular se transfirié a la placa réplica apoyando ésta sobre el
terciopelo previamente inoculado. Posteriormente, ambas placas se incubaron a 30°C por 18 h.
Comparando el patron de crecimiento de una placa a otra, se detectaron las colonias que expresaban el
fenotipo de interés en la placa réplica y éstas se seleccionaron en la placa matriz.

4.9. Ensayos de produccidn de las variantes hormonales

4.9.1 Anadlisis del crecimiento de las cepas

A partir de una estria fresca (menos de 48 h de crecida) se hizo un cultivo de las estirpes BL21(DE3)
(pValAB), BL21(DE3) (pET-PTH34), BL21(DE3) (pET-PTH84), BL21(DE3) (pValAB; pET-PTH34) y
BL21(DE3) (pValAB; pET-PTH84) inoculando un matraz con 5 ml de medio Zym 5052 modificado (sin

lactosa agregada, denominado Zym mod), suplementado con 60 pg/ml de Cm y/o 60 pug/ml de Km, segln
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correspondiera. El matraz se incubé a 30°C durante 14 h a 120 rpm de agitacion y se midié la DOgoo asi
como se realizé un recuento de viables de cada cultivo.

Para el caso de las cepas experimentales se continud el andlisis de su crecimiento haciendo una dilucién
1/100 del cultivo anterior en 50 ml del mismo medio y se incub6 el matraz en las mismas condiciones,
midiendo la DOgoo en lapsos de una hora hasta que llego a 1. Ademas, se realizo el recuento de viables del

cultivo a tiempo final como se menciond anteriormente.

4.9.2 Cultivos para la produccion de las variantes hormonales

A partir de precultivos de las cepas control y experimentales, que llegaron a la fase estacionaria de
crecimiento con una DOsoo de ca. 9, se hizo una dilucion 1/100 para empezar los ensayos de produccion
en matraces con 10 ml de medio Zym mod con los respectivos antibioticos. Los cultivos se incubaron en
agitacion a 30°C con 120 rpm. Luego de cuatro horas de incubacion se les agregd IPTG a 0.5mM como
inductor de la expresion génica. Luego de 20 h posteriores a la induccion se tomd una muestra de 5 ml,

de los cuales una alicuota se usé para hacer recuento de viables y el resto se proceso.

4.9.3 Procesamiento de los sobrenadantes y de las fracciones celulares

Se separaron las células del sobrenadante (SN) por centrifugacion a 7.000 rpm por 10 min a 4°C usando
la macrocentrifuga Sorvall ST16R de Thermo Scientific (codigo 261.09). EI SN se filtr6 con una
membrana de nitrocelulosa de didmetro de poro de 0.45 um (Sartorius 11306) de modo tal que se
eliminaron las células remanentes. Una vez filtrados, los sobrenadantes se fraccionaron en alicuotas de 1
ml y se guardaron a -20°C. Por su parte, las células se resuspendieron en tamp6n PBS 1x (Anexo |) hasta
alcanzar una DOsoo = 5, y se lisaron por sonicado inmersas en hielo. Se sigui6 el protocolo de trabajo para
E. coli: 2 s de ultrasonido a una potencia del 50% y 3 s de intervalo, repitiendo el proceso hasta alcanzar
un tiempo total de 15 min, en el equipo Benchmark Pulse 150 Ultrasonic Homogenizer (N° serie
2020122081). Se guardo una alicuota de la fraccion total (FT) del lisado y el resto de la mezcla se
centrifugé a 7.000 rpm por 10 min para descartar los restos celulares. El sobrenadante obtenido se
centrifug6 a 15.000 rpm por 30 min, para separar las fracciones proteicas soluble (FS) e insoluble (FI).

Todas las fracciones celulares se fraccionaron en alicuotas de 1 ml y se guardaron a -20°C.

4.9.4 Determinacion de la actividad p-galactosidasa
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La actividad B-galactosidasa (B-gal) se determind siguiendo el protocolo descrito por Miller, 1992, que se
basa en evaluar la actividad de la enzima mediante la hidrélisis del sustrato cromogénico O-nitrofenil-f-
D-galactosido (ONPG). Brevemente, alicuotas de los cultivos y de sus sobrenadantes (v: volumen de la
muestra en ml) de las cepas control y experimentales se mezclaron con tampon Z (Anexo 1), hasta un
volumen final de 1 ml, y se les agregdé gotas de cloroformo y SDS al 0.1% para lisar las células.
Posteriormente, a cada mezcla se le adiciond 200 ul de ONPG (4 mg/ml en tampén Z) y se incub0 a 28°C
hasta que se desarrollara color. La reaccion se detuvo agregando 500ul de carbonato de sodio 1M y se
midio la absorbancia del producto a 420 nm. Las unidades de enzima B-gal se calcularon de acuerdo a la
siguiente formula: DO420— (1.75 X DOssp) / t (min) x v (ml) X DOsoo. El valor de DOsoo correspondio al

alcanzado por cada cultivo al momento de su procesamiento.

4.9.5 Electroforesis en geles de poliacrilamida

Las proteinas contenidas en los sobrenadantes y en las fracciones celulares se separaron segin su peso
molecular aparente por electroforesis en geles de poliacrilamida SDS-PAGE. Debido a que los péptidos
de interés tienen una masa molecular de entre 5y 12 kDa, se hicieron geles de tricina al 10% siguiendo el
protocolo establecido por Shagger H, 2006 (88). Se mezclé cada muestra con el tampén de carga A segun
lo formulado (88) y se calentd a 80°C por 30 min, previo a sembrarlas en el gel. En este caso se aplicaron
voltajes diferentes a los sugeridos, siendo de 30V el inicial, 50V el intermedio y 90V para el final de la
corrida. Como proteinas control se us6 1ug de PTH 34 (ab269813) y de PTH 84 (ab51234) puras, tratadas
como las muestras, y como marcador de peso molecular Prestained Protein Ladder — Extra broad
molecular weight (5 — 245 kDa) (ab116029), todos de la marca ABCAM. Luego de la corrida
electroforética, se fijaron las proteinas en el gel con solucion de fijacion (Anexo 1) por 30 min y
posteriormente se tifieron con una solucion de Azul de Coomassie R250 por 18 h (Anexo I).

4.9.6. Espectrometria de masas
Las bandas de interés obtenidas en los geles de electroforesis se analizaron por espectrometria de masas
LTQ Velos + ETD, Thermo asociado a nano HPLC y por MALDI TOF-TOF en la Unidad de Bioguimica

y Protedmica Analiticas del Instituto Pasteur de Montevideo.
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4.9.7. Inmunoensayos

4.9.7.1.Dot Blot

En una membrana de nitrocelulosa de 0.2 um (Biorad) se depositaron alicuotas de 3-10 pl de muestra que
se dejaron absorber a 30°C por 15 min. La membrana se embebi6 en solucion de bloqueo (Anexo I) por
al menos 40 min y luego se incubd con el anticuerpo (Ac.) primario policlonal anti — hPTH obtenido de
conejo (269813, ABCAM) en una nueva solucién de bloqueo por 1 h a temperatura ambiente. Después de
tres lavados de 5 min cada uno con TBS 1x-Tween-20 0.05% (Anexo I), la membrana se incub6 con el
Ac. secundario anti-conejo conjugado a peroxidasa (HRP) (205718, ABCAM) por 30 min a temperatura
ambiente. Finalmente, se hicieron tres lavados con TBS 1x-Tween-20 0.05% de cinco minutos cada uno,
para retirar los restos de anticuerpo. Se emplearon distintas diluciones de los anticuerpos primario y

secundario para encontrar la combinacion que detectara de forma especifica las proteinas de intereés.

4.9.7.2.Western Blot

Las proteinas migradas en geles de tricina SDS — PAGE se transfirieron a una membrana de 0.2 pum,
usando el equipo Mini-trans Blot Electrophoretic Transfer Cell (Biorad), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Primero, el gel y la membrana se embebieron en tampdn de transferencia por 15 min (Anexo
I) para después transferir las proteinas durante ca. 2:30 h a corriente entre 250-340 mA. Una vez finalizada
la transferencia, la membrana se incubd en solucion de blogueo por 24 h a 4°C. Luego, la membrana se
incubd con una dilucién 1/5.000 del anticuerpo primario policlonal anti — hPTH (269813, ABCAM) o
anti-Histag obtenido de raton (A00186, GenScript), en solucion de bloqueo por 1 h a temperatura
ambiente. Se hicieron tres lavados de 5 min con TBS 1x-Tween-20 0.05% y luego se incub6 la membrana
con una dilucion 1/20.000 del Ac. secundario anti-conejo (205718, ABCAM) o anti-ratdén conjugado a
peroxidasa (HRP) (A0545-1ML, Sigma), en tampdn TBS 1x-Tween-20 0.05% por 30 min a temperatura
ambiente. Finalmente, se hicieron tres lavados con TBS 1x-Tween-20 0.05% de cinco minutos cada uno,

para retirar los restos de anticuerpo.
Para el revelado de ambos inmunoensayos se utilizo el kit para quimio-luminiscencia aumentada de Biorad
(Clarity Max TM Western ECL Substrate, 100 ml #170565), con un tiempo de incubacion de entre 3a 5

min. La membrana se expuso en el equipo de quimioluminiscencia GBOX Chemi System XT4 de
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SynGene (N° serie 22393*19504), haciendo dos exposiciones seriadas de 1 minuto cada una.
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5. RESULTADOS

La propuesta de trabajo consistié en producir de forma recombinante en E. coli dos variantes de la
hormona paratiroidea humana haciendo uso de los transportadores AB y EF para secretarlas. Para ello, se
esperaba que los transportadores reconocieran y cortaran durante la secrecion el DS de ColV agregado al
extremo N-terminal de las variantes 1-34 PTH y 1-84 PTH, de modo de poder recuperarlas desde el medio

extracelular sin secuencias adicionales (Fig. 3).

E. coli BL21 (DE3)

Plasmido codificante =

para DS-PTH

Medio extracelular/
sobrenadante de cultivos

Figura 3. Modelo de produccion de las variantes hormonales. 1) Sintesis del péptido DS-PTH. 2) Reconocimiento y corte
del DS del péptido por parte del exportador ABC, finalmente la variante hormonal es secretada al medio extracelular. Ml:
membrana interna; PP: periplasma; ME: membrana externa.

El disefio experimental comprendié cuatro grandes pasos: (i) clonado de los genes codificantes para los
transportadores AB y EF, (ii) disefio de las fusiones génicas conformadas por la secuencia codificante
para el dominio de secrecién de ColV unida en fase con la secuencia que codifica para cada una de las
variantes hormonales seguida de una etiqueta de seis histidinas (6xHis); (iii) expresion de cada una de las
fusiones génicas en la cepa de E. coli B BL21 (DE3) en presencia de cada uno de los transportadores; y
(iv) evaluacion de la secrecién de 1-34 PTH-6xHis y 1-84 PTH-6xHis.
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5.1. Clonado de los genes codificantes para los transportadores AB y EF

En ensayos preliminares se habia constatado que los transportadores expresados desde vectores multicopia
tendian a alterar el crecimiento y finalmente la viabilidad de las cepas que los sintetizaban (74). Dada la
localizacion de los sistemas de secrecion tipo | en las membranas, formando canales que comunican el
citoplasma bacteriano con el medio extracelular, se hipotetizd que una cantidad incrementada de los
mismos podria generar la desestabilizacion de la envoltura celular, comprometiendo la viabilidad de la
bacteria. Por ende, se procedi6 a clonar los genes de los transportadores en el vector oligocopia pUCYC5,
de tal forma que se disminuyera su dosis génica en la bacteria.

Para clonar los operones de secrecion se disefiaron dos parejas de oligonucleétidos de sintesis que tenian
las siguientes caracteristicas: el cebador “forward” complementaba desde la secuencia Shine-Dalgarno
hacia el inicio del primer gen, de modo que los genes carecieran de su propio promotor y quedaran bajo
el influjo del POlac provisto por el pUCYCS5; el cebador “reverse” hibridaba a pocos nucleétidos del
coddn de terminacién del segundo gen. EI amplicon correspondiente al operén cvaAB, codificante del
transportador AB, se obtuvo utilizando la pareja de cebadores pvAB-F y pvAB-R, mientras que la
amplificacion del operdn mchEF, codificante para el transportador EF, se realizé con la pareja pvEF-F y
pvEF-R. Como molde para la amplificacion de los genes que expresan las proteinas del transportador AB,
se us6 un lisado celular de la cepa productora de ColV, PAP222. Para el caso de la amplificacion de los
genes mchEF se empled una extraccion de pMV D41, plasmido que contiene los genes de secrecion. Cabe
mencionar que para obtener una buena cantidad de amplicones de cada transportador fue necesario realizar
varias reacciones de PCR. Luego de varios intentos se obtuvieron los fragmentos de PCR esperados: uno
de 3.414 pb y otro de 3.436 pb correspondientes a los genes cvaAB y mchEF, respectivamente. A
continuacion, los amplicones se purificaron y se ligaron con el vector pUCYCS5 previamente linearizado
con la enzima Smal que genera extremos romos. Las mezclas de ligacion se utilizaron para transformar
células competentes de DH5a y los transformantes se sembraron en placas de LB Cm X-gal, de modo que
se seleccionaron los clones resistentes a Cm y se detectaron los recombinantes Lac™ por el sistema de
complementacion en o para la f-galactosidasa. Se purificaron cuatro clones transformantes Lac™ (blancos)
mediante dos estrias sucesivas en medio LB Cm X-gal. Se extrajo el ADN plasmidico de dos clones para
realizar el analisis fisico. Se corrobord por restriccion que los plasmidos tenian el tamafio esperado y la
orientacion de los genes de los transportadores en relacion al POlac se determind por restriccion o por
PCR. Los plasmidos asi obtenidos se denominaron pValEF (6.346 pb) y pValAB (6.324 pb) (Fig. 4)
(Anexo Il: Fig Aly A2).
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Figura 4. Estructura genética de los plasmidos pValEF y pValAB. A. pValEF, donde se indica el sitio de corte Sacl que lo
lineariza, y gel con el amplicdn purificado de los genes mchEF. B. pValAB, donde se indica el sitio de corte Sacl que lo
lineariza, y gel con el amplicon purificado de los genes cvaAB. L: Ladder 1 kb, marcando con * la banda de 3 kb.

Posteriormente, se realizd un ensayo para determinar si los genes clonados en pValAB y pValEF
codificaban para transportadores funcionales. Para ello, se eligié evaluar la secrecion de ColV, ya que es
secretada naturalmente por el transportador AB y de manera heterdloga por EF (33). La prueba consistio
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en expresar cada uno de los transportadores en una cepa que sintetizara la inmunidad (gen cvi) y el péptido
antibidtico ColV (gen cvaC) y evaluar la secrecion mediante la aparicion de halos de antibiosis sobre un
tapiz de células sensibles. El didmetro de los halos se compar6 con el generado por una cepa control que
portaba el sistema genético ColV completo. Por ende, fue necesario clonar tanto el sistema genético ColV
completo como el operon cvi-cvaC en vectores oligocopia de modo de garantizar una sintesis moderada
del toxico, salvaguardando la viabilidad celular.

Para clonar el sistema genético ColV, se eligio el vector pUCYC5 ya que, ademés de ser oligocopia por
tener el replicon p15A, permitia detectar los clones recombinantes por el sistema de complementacion en
a para la B-galactosidasa. ElI amplicon que codifica para el sistema genético ColV se obtuvo por PCR
combinando los oligonucleétidos V-L y pABFw, usando como molde un lisado celular de PAP222. El
cebador V-L hibrida corriente arriba del inicio del gen cvi, que amplificaria desde la region promotora del
operdn cvicvaC, y el cebador pABFw hibrida corriente arriba del inicio del gen cvaA, también apostando
a que se incluiria el promotor del operén cvaAB (Fig. 5) (Anexo I1). El amplicon de 4.278 pb se purifico,
se ligd con el plasmido pUCYC5 digerido con Smal y la mezcla de ligacion se emple6 para transformar
células competentes de DH5a. Se seleccionaron y detectaron los clones recombinantes sembrados en
medio LB Ap X-gal y se purificaron cuatro clones blancos (Lac’). Posteriormente, se evalud la actividad
de ColV de los clones recombinantes mediante el ensayo de produccién de ColV. Los cuatro clones
generaron halos de antibiosis, confirmando que portaban plasmidos con el sistema genético ColV. Luego,
se purificd el plasmido contenido en uno de estos clones para linearizarlo con la enzima Sall.
Efectivamente, tenia el tamafio esperado de unos 7.188 pb y se denominé pValColV. En el caso del operdn
cvicvaC se eligio clonar en el vector pBR322, porque tiene el replicon pMB1 compatible con el replicon
pl5A de los plasmidos pValAB y pValEF. Esto era necesario para mantener establemente ambos
plasmidos en la celula y poder realizar el ensayo de funcionalidad de los transportadores mediante
complementacion para la secrecion de ColV. El operdn cvicvaC se amplifico con la pareja de cebadores
V-Ly V-R a partir de un lisado celular de PAP222. Se generd un amplicén de 781 pb, que incluy6 ambos
genes, desde una regidn corriente arriba de su inicio, donde se encontraria el promotor, hasta el terminador
de la transcripcion (Fig. 5) (Anexo Il: Fig. 3A). Por su parte, el vector pBR322 se linearizé con la enzima
EcoRV, cuyo sitio de restriccion se localiza en el gen de resistencia a Tc que quedaba interrumpido al
clonar el amplicén, generando un fenotipo de sensibilidad al antibidtico en los clones recombinantes.
Ademas, esta digestién dejaba extremos romos lo que permitio ligar el vector con el amplicon. Se

transformo la cepa DH5a. con la mezcla de ligacion y los clones resultantes se seleccionaron en placas de
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LB Ap. Posteriormente, los transformantes se analizaron para su susceptibilidad a Tc mediante la técnica
de réplica en placa. Se identificaron las colonias sensibles a Tc y se purificaron cuatro de ellas mediante
dos estrias sucesivas en LB Ap. Con los plasmidos extraidos a partir de dos de los clones puros, se digirid
con la enzima EcoRV vy se corrobord que el plasmido tenia el tamafio esperado de unos 5.142 pb. De esta

manera se obtuvo el plasmido denominado pBRiC (Anexo II: Fig. A3).

2 -
V-R V-L
—_— <+
pABFw 1. V-L
—_— <+
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| —> |
cvaA cvaB 4 \cva C<£

Figura 5. Sistema genético ColV y amplicones clonados. Se indican los cebadores y el amplicén generado que contiene el
sistema genético ColV (1) y el operén cvicvaC (2).

Una vez obtenidas las construcciones genéticas necesarias, se procedié a realizar el ensayo de
funcionalidad de los transportadores. Para ello, se emple6 la cepa MC4100 porque tiene un crecimiento
mas robusto y estable que DH5a. ES asi que primero se construyeron por transformacion las cepas
MC4100 (pValAB) y MC4100 (pValEF). Luego de purificarlas, ambas estirpes se transformaron con el
plasmido pBRIC, seleccionando en placas de LB Cm Ap, y se analizé la secrecion de ColV de los clones
resultantes a través de una réplica sobre un tapiz de células sensibles a la microcina. Todos los clones de
MC4100 (pValAB; pBRIiC) y MC4100 (pValEF; pBRIiC) produjeron halos de antibiosis, con lo cual se
corrobor6 que los plasmidos pValAB y pValEF codificaban para transportadores funcionales (Fig. 6A y
B). Una vez que se comprobo la funcionalidad, se compar6 su produccion con la de la cepa que portaba
todo el sistema ColV, MC4100 (pValColV). Para llevar a cabo este analisis fue necesario construir la cepa
MC4100 (pValColV) y obtener sus clones puros al igual que se obtuvieron los de MC4100 (pValAB,;
pBRIC) y MC4100 (pValEF; pBRIiC). Posteriormente, se realizd el ensayo de produccion de ColV
evaluando cuatro clones de cada cepa (Fig. 6C).
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Matriz Réplica

Comparacion de la
MC4100 (pValEF; pBRiC) 2 produccion de ColV

MC4100 (pValColV)
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Estrias de cepas que

D. expresan los transportadore

Figura 6. Ensayo de funcionalidad de los transportadores EF y AB. Andlisis de la secrecion de ColV por la aparicion de
halos de inhibicidn del crecimiento sobre un tapiz sensible. Ensayos de réplica en placa: A) MC4100 (pValEF, pBRIC) y B)
MC4100 (pValAB, pBRIC). C) Comparacion de la produccion de ColV MC4100 (pValEF, pBRiC) y MC4100 (pValAB,
pBRIC) con la cepa control MC4100 (pValColV). D) Estrias de las cepas recién transformadas: (i) MC4100 (pValEF) y (ii)
MC4100 (pValAB).

Los clones que expresaban el transportador AB presentaron halos de diametros muy similares entre si y
con el generado por la cepa control MC4100 (pValColV). Sin embargo, aquéllos que expresaban el
transportador EF exhibieron halos de distintos tamafios, dos de ellos notoriamente méas pequefios que el
de la cepa control.

El ensayo anterior planted la pregunta de si las variaciones en los halos de antibiosis eran debidas a
alteraciones genéticas en el plasmido pBRiC o en los plasmidos pValAB y pValEF. Cabe resaltar que la
cepa MC4100 (pValEF) exhibi6 vacios en la zona de crecimiento confluente y heterogeneidad de las
colonias en sus estrias mientras que MC4100 (pValAB) no exhibié mayores alteraciones en su crecimiento
(Fig. 6D). Por lo tanto, se decidio llevar a cabo un ensayo de estabilidad genética de los plasmidos pValAB
y pValEF.
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5.1.1.Ensayo de estabilidad genética de los plasmidos pValAB y pValEF

Antes de empezar los ensayos de produccion de las variantes de la hormona paratiroidea, era importante
garantizar que la estructura genética de los plasmidos codificantes para los transportadores permanecia
estable a lo largo de las generaciones de bacterias. El ensayo consistio en hacer sucesivos repiques de las
cepas portadoras de pValAB y pValEF y analizar en algunos de ellos la capacidad de los transportadores
de secretar ColV. Para ello, se utilizaron las estirpes MC4100 y MC4100 Alon AompT::kan. Este ultimo
contexto doble mutante para proteasas se incluyd porque las pruebas de produccién de las hormonas se
realizaron en BL21 (DE3), que también es deficiente para estas proteasas, y es muy utilizada para la
produccidn de proteinas recombinantes (83).

Primero, se transformé cada una de las cepas con los plasmidos pValAB y pValEF recién construidos,
seleccionando en LB Cm. Se purificaron algunos clones, consignados como RO, a partir de los que se
hicieron cuatro repiques (R1 a R4), siempre en LB Cm, a lo largo de 28 dias, de modo tal que la diferencia
entre cada repique fuera de siete dias. Una muestra de las cepas correspondientes a RO, R2 y R4 se
transformd con el plasmido pBRIC y se evalud la secrecion de ColV de los clones resultantes por réplica
en placa para evidenciar la funcionalidad de los transportadores (Fig. 7). Por Gltimo, algunos de estos
clones se purificaron para hacer ensayos de produccion de ColV.

(o] [7] [m] [2] [2]

RO R1 R2 R3 R4

Transformacion
con pBRIC y
ensayo de
produccion de
ColV

Figura 7. Disefio experimental del ensayo de estabilidad de los plasmidos pValAB y pValEF.

Cabe aclarar que se muestran los resultados del experimento hecho en el contexto doble mutante, debido
a que en éste fue méas notorio lo ocurrido con el plasmido pValEF (Fig. 8). En el caso del transportador
AB, en ambos contextos genéticos, las estrias tuvieron buen crecimiento y con colonias de tamafio
homogéneo en todos los repiques. En cuanto a la secrecion, todos los clones transformados con pBRiC

fueron productores de ColV (Fig. 8A). Asimismo, los clones puros surgidos a partir de la transformacion
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de los tres repiques (RO, R2 y R4), en ambos contextos, generaron halos de antibiosis de similar tamafio
al producido por la cepa control, MC4100 (pValColV) (Fig. 8B).

Por su parte, las cepas que portaban pValEF presentaron un menor crecimiento y colonias de distinto
tamario. Se notd que en los sucesivos repiques las estrias mejoraban su crecimiento. A diferencia de lo
ocurrido con pValAB, la funcionalidad del transportador EF se fue perdiendo a lo largo de los repiques.
Concretamente, MC4100 (pValEF) mantuvo la secrecion de todos los clones transformados con pBRiC
hasta el repique R2 pero para el repique R4 algunos clones habian perdido la capacidad de generar halos
de antibiosis. En el caso de los clones correspondientes al contexto carente de proteasas, la ausencia de
halos se comenzd a observar en algunos clones desde el repique R2 y ya para el repique R4 ninguno de
los clones transformantes generd halos de antibiosis (Fig. 8A). En cuanto a los clones transformantes
puros, hubo variacion en el tamafio de los halos entre clones procedentes de un mismo repique en el
contexto MC4100. El contexto mutante, en cambio, mostré clones con dos fenotipos opuestos:
productores y no productores de ColV (Fig. 8B). Es importante sefialar que todas las transformaciones
realizadas con pBRIC se efectuaron con la misma preparacion y cantidad de ADN plasmidico. Por lo
tanto, se descartd que la pérdida de la produccién de ColV fuera debida a una alteracion de pBRIC, asi
que se apunto a analizar el plasmido pValEF.

Se extrajo el DNA plasmidico a partir de clones puros de MC4100 Alon AompT::kan (pValEF) desde RO
hasta R4, ya que el fendmeno fue méas notorio en este contexto. Al resolverlos en una electroforesis, se
detect6 un Unico tipo de plasmido pValEF del tamafio esperado (6.346 pb) en RO, pero en los repiques
aparecio un segundo tipo de plasmido de mayor tamafio que fue siendo mayoritario en los sucesivos
repiques hasta ser el unico en R4 (Fig. 9A). Después se amplificaron los genes mchEF con la pareja de
cebadores pvEF-F y pvEF-R a partir de cada una de las extracciones plasmidicas. Se obtuvo un amplicon
del tamafio esperado (3.436 pb) a partir de los plasmidos contenidos en RO, R1 y R2, mientras que en el
caso de R3 y R4 el amplicon resultante fue de mayor tamafio, ca. 4.100 pb (Fig. 9B). Por lo tanto, se
comprobé que el plasmido de mayor tamarfio era un derivado de pValEF que presentaba una insercion en

el operon mchEF, lo que resulto en la pérdida de funcionalidad del transportador
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A.
MC4100 Alon AompT::kan (pValAB; pBRiC) MC4100 Alon AompT::kan (pValEF; pBRIiC)

Matriz Réplica Matriz Réplica

. RO
. - 1. MC4100 (pValColV)
MCA100 (pralcolV) = 2 MC4100 (pValEF; pBRIC)
;}Ej i 33 (Pzziﬁg P%‘;‘J.CC?) 3 MC4100 (pValAB. pBRIC)
(PYalAB. p ) 4. MC4100 AlonAompT::km (pValEF; pBRiC)
5.

MC4100 AlonAompT: :km (pValEF, pBRiC)
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Figura 8. Ensayo de estabilidad genética de los plasmidos codificantes de los transportadores AB y EF. A. Evaluacion de
la estabilidad de los plasmidos pVal AB y pValEF a través de la secrecién de ColV mediante réplica en placa. B. Prueba de
produccion de ColV de clones puros de las estrias transformadas con ColV y su inmunidad.

Mediante este ensayo se pudo determinar que pValAB mantenia su estructura genética en las sucesivas
generaciones, codificando siempre para un transportador funcional. Sin embargo, pValEF derivo y no
mantuvo su estructura genética original. Por lo anterior, se decidié continuar trabajando Unicamente con
el transportador AB codificado desde pValAB. Para ello se realiz6 nuevamente una prueba de
funcionalidad esta vez usando el exportador AB en la cepa BL21 (DE3), ya que fue el sistema de
produccion elegido para las variantes hormonales. Esta consistié en hacer cinco repiques sucesivos de la
cepa BL21 (DE3) (pValAB) desde RO hasta R4, y transformar tres de ellos (RO, R2 y R4) con el plasmido
pBRIC. En este caso para la construccién de la estirpe, su purificacion y los repiques se usé medio Zym
mod. adicionando una mayor concentracién de Cm (60 pg/ml) para ejercer mas presion de seleccion, ya
que BL21 (DE3) alcanza mayor crecimiento en Zym por ser éste un medio mas rico que el LB. Para
empezar, se construyd por transformacion la cepa BL21(DE3) (pValAB) y se purificaron cuatro clones.
Las estrias mostraron buen crecimiento, notdndose homogeneidad en las colonias, lo que permanecid asi
a lo largo de los repiques (Fig. 10A). La produccién de ColV se mantuvo en todos los clones
transformantes BL21 (DE3) (pValAB; pBRIC) hasta el ultimo repique en R4.
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Figura 9. Analisis genético de la pérdida de funcionalidad del transportador EF. A. Extracciones de ADN plasmidico a
partir de los sucesivos repiques de MC4100 Alon AompT::kan (pValEF). 1: pValEF (recién construido). Repiques: 2.R0, 3:
R1, 4: R2, 5: R3, 6: R4. B. Amplificacion del operén mchEF a partir de las extracciones plasmidicas de A. 1: RO, 2: R1, 3: R2,

4: R3, 5: R4, 6: Ladder 1 kb (Biolabs).

BL21 (DE3) (pValAB; pBRiC)
Matriz Réplica
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Figura 10. Ensayo de estabilidad genética del plasmido pValAB en BL21 (DE3). A. Crecimiento de la estria RO de BL21
(DE3) (pValAB). B. Ensayo de réplica en placa para la evaluar la estabilidad y funcionalidad del plasmido pValAB a lo largo
de sucesivas generaciones.

5.2. Disefio de los plasmidos codificantes para los péptidos DS-PTH34 y DS-PTH84

Habiendo demostrado que el plasmido codificante para el transportador AB es estable en la cepa BL21
(DE3), el siguiente paso consistio en generar fusiones génicas que codificaran para péptidos formados por
el dominio de secrecion de ColV seguido de cada una de las variantes hormonales, 1-34 PTH o 1-84 PTH.
Para su expresion, se eligi6é un sistema que permitiera una transcripcién fuerte y con induccién modulable.
Es asi que se eligid para el clonado un vector pET vy la estirpe BL21 (DE3) como contexto genético. Estos
vectores contienen el promotor del gen para la ARN polimerasa del fago T7 junto con el operador lac, el
gen lacl que codifica para el represor del operon lactosa y el terminador del fago T7. Por su parte, BL21
(DEQJ) tiene integrado en su cromosoma el gen lacly el gen para la ARN polimerasa del fago T7 sujeto al
influjo transcripcional del PlacUV5. De esta manera, al inducir el sistema con lactosa o IPTG se sintetiza
la ARN pol. de T7 que uniéndose a su promotor en el pET permite la expresion de las fusiones génicas.
Esta polimerasa es muy eficiente y selectiva reconociendo Unicamente su propio promotor, de modo que
en condiciones de induccion se alcanzan altos niveles de transcriptos del gen de interés. Adicionalmente,
el promotor lacUV5 tiene una mutacion puntual que impide que la proteina CAP se le una, por ende, es
insensible a la represion catabolica y solo queda regulado por lactosa o IPTG.

El vector elegido fue el pET26b(+) que tiene un tamafio de 5.400 pb, es multicopia (20-40
copias/cromosoma) por poseer el origen de replicacion pMBL1, y porta un gen de resistencia a Km.

Asimismo, provee de una secuencia Shine-Dalgarno (RBS) de alta eficiencia y del codon stop TAA
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predominante en E. coli. Por ltimo, contiene la secuencia codificante para una etiqueta de seis histidinas
(6xHis) que quedaria afiadida al extremo carboxilo terminal de la proteina sintetizada y permitiria su
purificacion mediante una cromatografia de afinidad a metales, en caso de ser requerido.

Las fusiones génicas se disefiaron de modo tal que quedaran en fase las secuencias codificantes del DS de
ColV con la de cada una de las variantes hormonales. Posteriormente, se optimizé al uso de codones de
E. coli la porcién de la fusion que correspondia a la secuencia codificante para la hormona, usando el
programa ofrecido por el servicio de sintesis nucleotidica GenScript en su pagina web. Se solicitd a este
servicio el clonado de las fusiones entre los sitios Ndel y Blpl del pET26b(+) de modo que cada plasmido
recombinante portara una unica fusion génica que diera lugar al péptido hibrido con una etiqueta de
histidinas en su extremo C-terminal. Una vez recibidos los plasmidos, se introdujeron por transformacion
en DHS5a. Los clones transformantes se seleccionaron en LB Km y se purificaron algunos de ellos para
posteriormente extraer su ADN plasmidico y corroborar el tamafio del plasmido. En ambos casos se digirio
con la enzima Smal, que lineariza los plasmidos, y se constatd que tenian el tamafio esperado. A estos
plasmidos se les denominé pET-PTH34 y pET-PTH84 (Fig. 11 y 12) (Anexo II: Fig. A4 y Ab).
Finalmente, como parte del disefio se estimaron los pesos moleculares de los péptidos hibridos y sus
variantes carentes del DS en caso de que fueran procesadas por el transportador AB (Tabla 4). Este dato

era importante para definir la estrategia de basqueda de los péptidos en los sobrenadantes de los cultivos.

6xHis Terminador T7 6xHis Terminador T7
DS-PTH34 DS-PTH84
RBS RBS

Operador lac )\{Y— ; Operador lac /z\;‘r—
Promotor T7 \ '{\A,‘ Promotor T7 ¥
/- >

/

PET-PTH34 PET-PTH84
5378 bp ’ 5528 bp ,

s
< ()
S ~
~ ®
® )
Q

Figura 11. Estructura genética de los plasmidos pET-PTH34 (A) y pET-PTH84 (B).
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A

promotor T7 operador lac
gcgtagaggatcgagatctcgatcccgcgaaaﬂtaatacgactcactatdgdggaattgtgagcggataacaatd base pairs
cgcatctcctagctctagagctagggcgectttaattatgectgagtgatatccccttaacactecgectattgttaa 1-75

Ndel ds-pth34-6xhis
cctctagaaataattttgtttaactttaagaagqagatatacatatgagaactctgactctaaatgaattaga base pairs
ggggagatctttattaaaacaaattgaaattcttcctctatatgtatactcttgagactgagatttacttaatct 76 to 150

M R T L T L N E L D

ttctgtttctggtggttcagtaagtgaaatacaactaatgcacaatttgggtaaacatctgaatagcatggagecg base pairs
aagacaaagaccaccaagtcattcactttatgttgattacgtgttaaacccatttgtagacttatcgtacctcge 151 to 225
S v s G G S V.S EI Q LM HNILGI KIULNSMETRYV

cgtggaatggctgcgtaagaagectgcaggacgttcataaccatcaccaccaccaccactaataagatccggettc base pairs
gcaccttaccgacgcattcttcgacgtcctgcaagtattggtagtggtggtggtggtgattattctaggeccgaag 226 to 300
E W L R K K L Q DV H N F HHHHHH - -
BlpI —»
tgctaacaaagcccgaaaggaagctgagttggctgctgccaccgctgagcaataactagcataaccccttggggc base pairs
acgattgtttcgggctttceccttecgactcaaccgacgacggtggecgactegttattgategtattggggaacceceg 301 to 375

terminador T7
ctctaaacgggtcttgaggggttttttgctgaaaggaggaactatatccggat base pairs
gagatttgcccagaactccccaaaaaacgactttcectecttgatataggecta 376 to 428

B.

promotor T7 operador lac
gcgtagaggatcgagatctcgatcccgcgaaaﬂtaatacgactcactatdgﬂggaattgtgagcggataacaatﬂ base pairs
cgcatctcctagctctagagctagggcgetttaattatgectgagtgatatccccttaacactecgectattgttaa 1-75

Ndel ds-pth84-6xhis
cctctagaaataattttgtttaactttaagaaggagatatacatatgagaactctgactctaaatgaattaga base pairs
ggggagatctttattaaaacaaattgaaattcttcctctatatgtatactcttgagactgagatttacttaatct 76 to 150

M R T L T L N E L D
ttctgtttctggtggttcagtaagtgaaatacaactaatgcacaatttgggtaaacatctgaatagcatggagecg base pairs
aagacaaagaccaccaagtcattcactttatgttgattacgtgttaaacccatttgtagacttatcgtacctege 151 to 225

s vs G G s v s EI Q LM HNULGI KIU LNSMMER YV

tgttgagtggctgcgtaagaagttgcaggatgtgcataacttcgtggccctgggegegecgetggecgecgegega base pairs
acaactcaccgacgcattcttcaacgtcecctacacgtattgaagcaccgggacccgecgecggcgaccgeggegeget 226 to 300
V E WL R K KL Q DV HNUFVALGA AUPULAUPIRD

tgcgggtagccaacgtccgecgcaagaaggaggacaacgtgctcgtcgagageccatgaaaagtctectgggtgaage base pairs
acgcccatcggttgcaggcgegttcecttectectgttgcacgagecagetecteggtacttttcagagacccactteg 301 to 375
A G S Q R P R KIKUEDNUVLV E S HEI K S UL G E A

ggacaaagcagacgttaacgttttgaccaaagctaaatcccagcatcaccaccaccaccactaataagatccgge base pairs
cctgtttcgtctgcaattgcaaaactggtttcgatttagggtcgtagtggtggtggtggtgattattctaggccg 376 to 450
D K A DV NV L T K A K S Q H H H H H H -
BlpI >
tgctaacaaagcccqaaaggaagctgagttggctgctgccaccgctgagcaataactagcataaccccttggggc base pairs
acgattgtttcgggctttccttcgactcaaccgacgacggtggcgactecgttattgatcgtattggggaaccceg 451 to 525

terminador T7
ctctaaacgggtcttgaggggttttttgectgaaaggaggaactatatceggat base pairs
gagatttgcccagaactccccaaaaaacgactttcctecttgatataggecta 526 to 578

Figura 12. Secuencia de las fusiones génicas clonadas en pET26b(+). Se muestran las secuencias nucleotidicas de los
insertos y de las adyacencias del vector y se subrayan las secuencias Shine-Dalgarno. Se indican las secuencias aminoacidicas
deducidas de las fusiones. En azul la secuencia del Dominio de Secrecidn (DS) y en rojo cada una de las variantes de PTH. A.
fusién ds-pth34-6xhis. B. fusién ds-pth84-6xhis.
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Tabla 4. Caracteristicas de los péptidos hormonales

Péptido | Secuencia aminoacidica Ext. P.M @
DS- ¢ 55aa. 6,5 kDa
PTH34- MRTLTLNELDSVSGGSVSEIQLMHNLGKHLNSMERVEWLRKKLQDVHNFHHHHHH
6xHis
PTH34- 40aa. 4,9 kDa
St SVSEIQLMHNLGKHLNSMERVEWLRKKLQDVHNFHHHHHH

XHIS
DS- ¢ 105aa. 11,8 kDa

PTH84- | MRTLTLNELDSVSGGSVSEIQLMHNLGKHLNSMERVEWLRKKLQDVHNFVALGAPLAPRDAG
SQRPRKKEDNVLVESHEKSLGEADKADVNVLTKAKSQHHHHHH

6xHis

PTH84- 90aa. 10,2 kDa
. SVSEIQLMHNLGKHLNSMERVEWLRKKLQDVHNFVALGAPLAPRDAG

BxHis SQRPRKKEDNVLVESHEKSLGEADKADVNVLTKAKSQHHHHHH

Se indica en azul el DS de ColV, en rojo la secuencia hormonal, en negro la etiqueta de histidinas y con una flecha el sitio de

corte del transportador AB. ® Peso molecular estimado.

5.3. Construccion de las cepas para la produccion de las variantes de la hormona paratiroidea
humana
Los ensayos de produccion se hicieron en la cepa BL21 (DE3) porque permite la expresion de los genes
clonados en pET-PTH34 y pET-PTH84, favoreciendo ademas la alta produccion de proteinas foraneas al
ser deficiente para las proteasas Lon'y OmpT (89). Cabe recordar que se decidio trabajar inicamente con
el transportador AB para evaluar la secrecion de las variantes hormonales. Los plasmidos codificantes
para las fusiones se usaron para transformar BL21 (DE3) y BL21 (DE3) (pValAB) seleccionando los
clones resultantes en LB Km y LB Cm Km, respectivamente. Las estirpes BL21 (DE3) (pET-PTH34) y
BL21 (DE3) (pET-PTHB84) se construyeron con la finalidad de verificar que la produccion intracelular de
los péptidos no generaba una cantidad importante de lisis celular y que las células no secretaran los
péptidos por vias desconocidas. Estas, junto con BL21 (DE3) (pValAB) se consignaron como cepas
control. Esta Gltima estirpe evidenciaria el patron de proteinas extracelulares secretadas en ausencia de los
péptidos hibridos. Las estirpes BL21 (DE3) (pValAB; pET-PTH34) y BL21 (DE3) (pValAB; pET-
PTH84), fueron consignadas como cepas experimentales ya que eran, justamente, las que se esperaba que
secretaran las variantes hormonales producto de la actividad del transportador AB (Tabla 5). Luego de
obtener los transformantes, se purificaron cuatro clones de cada tipo en el mismo medio de seleccion. Las
estrias de las cepas control que portaban pET-PTH34 y pET-PTH84 exhibieron buen crecimiento con

colonias de mediano tamafio, mientras que las cepas experimentales mostraron un crecimiento mas
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delicado con vaciado en la zona confluente y colonias de tamarios diferentes (Fig. 13). Esta inestabilidad
fue més notoria para la cepa BL21 (DE3) (pValAB; pET-PTH34).

Tabla 5. Cepas empleadas para los ensayos de produccién

Cepas Caracteristicas Resistencias
antibidticas
BL21 (pValAB; pET-PTH34) Sintesis de DS-PTH34 y del CmyKm
transportador AB. ;Secrecion de
PTH34?
Experimentales
BL21 (pValAB; pET-PTH84) Sintesis de DS-PTH84 y del CmyKm
transportador AB. ;Secrecion de
PTH84?
BL21(pET-PTH34) Sintesis de DS-PTH34 Km
Controles BL21 (pET-PTH84) Sintesis de DS-PTH84 Km
BL21 (pValAB) Sintesis del transportador AB Cm

Figura 13. Crecimiento de las cepas portadoras de los plasmidos pET-PTH34 y pET-PTHB84. A. Estrias de (i) BL21
(DE3) (pValAB; pET-PTH34) y (ii) BL21 (DE3) (pValAB; pET-PTH84). B. Estrias de (i) BL21 (DE3) (pET-PTH34) y (ii)

BL21 (DE3) pET-PTH84.

5.4. Evaluacion de la produccion recombinante de las variantes hormonales

5.4.1. Anélisis del crecimiento de las cepas control y experimentales

Para los ensayos de produccién se trabajé con un medio mas rico que el LB, eligiendo una version
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modificada del medio Zym 5052, donde la solucidén 5052 carecia de lactosa, ya que se usé IPTG como
inductor de la expresion de las fusiones génicas. En base a lo establecido por Studier, 2005, el IPTG se
adiciona cuando el cultivo alcanza una DOsgo de 1 (89). Inicialmente, se evalud el crecimiento en medio
Zym mod. liquido y se determin6 que en fase estacionaria las cepas que portaban pET-PTH34 o pET-
PTH84 alcanzaban una DOsoo de ca. 9 y un recuento de viables en el orden de 10° ufc/ml. En el caso de
la cepa que solo portaba pValAB se registré una DOsoo de 11y un recuento de viables en el orden de 10%°
ufc/ml. Teniendo en cuenta que las cepas control portadoras de pET-PTH34 o pET-PTH84 tenian un
crecimiento similar a las experimentales, se hizo un andlisis del crecimiento solo con estas Ultimas de tal
manera que se pudiera establecer el tiempo que les tomaba alcanzar una DOsoo de 1 en el medio escogido.
Al realizar el ensayo, se determind que ambas cepas experimentales alcanzaban una DOsoo de ca. 1 después
de cuatro horas de incubacion y un recuento de viables de aprox. 3,5x108 ufc/ml. Con lo anterior se
evidencio que BL21 (DE3) (pValAB; pET-PTH34) y BL21 (DE3) (pValAB; pET-PTH84) tienen tasas de

crecimiento similares, que concuerdan con lo descrito por Studier, 1986 (83) para la cepa BL21 (DE3).

5.4.2. Andlisis de los sobrenadantes

Se procedi6 a hacer los ensayos de produccion de las variantes hormonales enfocados en el anélisis de los
sobrenadantes de los cultivos. En un primer experimento se obtuvieron las muestras correspondientes a
los sobrenadantes de los cultivos de todas las cepas a las 4 y a las 20 h después de la induccion con IPTG.
Los recuentos para las cepas que portaban pET-PTH34 y pET-PTH84, tanto como unico plasmido como
co-residiendo con pValAB, estaban en el orden de 4-7x108 ufc/ml y 1-2x10° ufc/ml luego de 4 h'y 20 h
de la induccidn, respectivamente. En cambio, BL21 (DE3) (pValAB) tuvo recuentos mas altos, del orden
de 10% ufc/ml en ambas condiciones.

Posteriormente, se procesaron los sobrenadantes y se analizé el contenido proteico de cada uno mediante
electroforesis en geles de tricina SDS-PAGE al 10%, resolviendo alicuotas de cada SN. Se adicionaron en
la corrida alicuotas de las variantes hormonales puras comerciales, PTH34 y PTH84. En el caso de los SN
procesados a las 4 h posinduccién, el perfil de bandas fue muy similar entre los experimentales y los
controles, no evidenciandose bandas que correspondieran a péptidos hormonales. Por el contrario, se
obtuvieron bandas de aproximadamente 5,2 kDa y 10 kDa que podian corresponder a los péptidos hibridos
PTH34-6xHis y PTH84-6xHis, respectivamente, en los SN experimentales luego de 20 h de induccion
(Fig. 14A). Por lo tanto, se extrajeron las bandas de interés para su andlisis por espectrometria de masas

asociado a nano HPLC, usando una base de datos construida con los contaminantes mas abundantes en
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este tipo de experimentos, el proteoma de E. coli BL21-DE3 (bajado de Uniprot) méas las secuencias
PTH34-6xHis y PTH84-6xHis. Posteriormente, se realizo el analisis afiadiendo las secuencias de los
péptidos hibridos DS-PTH34-6xHis y DS-PTH84-6xHis. Se determind que las bandas correspondian a
los péptidos PTH34-6xHis y PTH84-6xHis. Mas aln, en ambos casos se detectd el péptido triptico N-
terminal cuya secuencia comenzaba en el aminoacido inmediatamente posterior al dominio de secrecion,
con lo cual se constatd que los péptidos hibridos habian sido procesados por el transportador AB (Fig.
14B) (Anexo Il1: PTH34 y PTH84). Por el contrario, el anélisis no reveld la presencia de los péptidos sin

procesar.
A
1. PTH 84 pura (1pg)
2. pValAB; pET-PTHS4
3. pET-PTHS4
4. Ladder
5. pValAB
6. pValAB; pET-PTH34
7. pET-PTH34
8. PTH 34 pura (1pg)
B.
Espectrometria de masas asociado a nano HPLC
Péptidos de PTH34
SVSEIQLMHN LGKHLNSMER VEWLRKKLQD VHNF HHHHHH -- 20/40 = 0.5 de cobertura

Péptidos de PTH84
SVSEIQLMHN LGKHLNSMER VEWLRKKLQD VHNFVALGAP LAPRDAGSQR PRKKEDNVLV ESHEKSLGEA
DKADVNVLTK AKSQ HHHHHH —- 62/90 =0.7 de cobertura

Figura 14. Secrecién de las variantes de PTH. A. Gel de tricina SDS-PAGE. Se resuelven 10 pl de SN de cultivos de BL21
(DE3) con los plasmidos consignados. B. Espectrometria de masas asociado a nano HPLC de las bandas sefialadas con asterisco
en A. En rojo se resaltan los péptidos que se identificaron en el analisis.

A partir de estos resultados se continu6 trabajando siempre procesando los cultivos a 20 h después de la

induccion.
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En ensayos posteriores, se realizaron pruebas para confirmar que los péptidos identificados en los
sobrenadantes de las cepas experimentales eran producto de la secrecion y no de lisis celular. Es asi que
se hizo un ensayo para determinar la actividad p-galactosidasa en los sobrenadantes ya que al ser una
enzima de localizacion citoplasmaética (90), la deteccion de su actividad hidrolitica era sugestiva del grado
de lisis celular. La prueba incluyd, ademas de los SN de las cepas experimentales, los correspondientes a
los de las cepas control. Se tomaron como referencia las medidas de actividad de los cultivos, siendo en
promedio de ca. 1600U tanto para las cepas experimentales como para las control. En el caso de los SN,
se obtuvieron valores de actividad dispares entre las cepas, pero todos ellos fueron mucho menores a los
de los cultivos, siendo alrededor de 14U para las experimentales, 65U para las cepas portadoras de pET-
PTH34 o pET-PTH84 y menor a 10U para la que portaba solo pValAB. Dada la diferencia entre las
actividades enzimaticas de los cultivos y de los sobrenadantes, se descartd que hubiera una importante

lisis celular.

Asimismo, las muestras de SN se evaluaron a través de un Western Blot, de manera que se pudiera detectar
los péptidos hormonales en caso de que estuvieran en bajas concentraciones o que éstos estuvieran
formando agregados. Para ello fue necesario hacer ensayos de Dot Blot para determinar la concentracion
de anticuerpo primario y secundario que revelara especificamente las variantes hormonales. Cabe sefialar
que el Ac. primario anti-PTH era policlonal e iba dirigido contra la fraccion 1-34 de la hormona
paratiroidea humana, por lo cual se esperaba que reconociera dicha porcién en los dos péptidos secretados,
PTH34-6xHis y PTHB84-6xHis. En estos ensayos se incluyeron los SN de las cepas control y
experimentales. Luego de probar varias concentraciones se evidencido que todos ellos emitian
fluorescencia, especialmente el correspondiente al cultivo de BL21 (DE3) (pValAB). Finalmente, se hizo
un Western Blot, que evidencié una Unica banda en los SN de todas las cepas que migraba como el patrén
de 65kDa del peso molecular. Dichas bandas se extrajeron del gel idéntico para su analisis por
espectrometria de masas, el cual concluyé que no se trataban de las variantes hormonales sino de otra
proteina inespecifica. Incluso el anticuerpo primario no reconocid las proteinas puras de PTH, de manera
que se descart6 su uso. Frente a este inconveniente, se decidié hacer un nuevo Western Blot empleando
un anti-Histag como anticuerpo primario, dirigido contra la cola de seis histidinas ubicada en el extremo
C-terminal de los péptidos hibridos. Cabe mencionar que el Ac. secundario correspondiente fue provisto
amablemente por Juan J. Marizcurrena de la Seccién de Bioguimica y Biologia Molecular de la Facultad
de Ciencias. El nuevo inmunoensayo ahora si genero resultados concluyentes: los sobrenadantes de ambas

cepas experimentales revelaron bandas de los pesos moleculares esperados para PTH34-6xHis y PTH84-
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6xHis. Méas aun, en los SN de las tres cepas control no aparecieron bandas, confirmando asi la
especificidad del Ac. primario y la identidad de los péptidos secretados. Ademas, se pudo determinar que
no habia altos niveles de lisis celular en las cepas control BL21 (DE3) (pET-PTH34) y BL21 (DE3) (pET-
PTH84) (Fig. 15).

(pValAB)

Libre

(pET-PTH34)
(pET-PTHS4)

(pVal AB; pET-PTH34)
Libre

(pVal AB ; pET-PTHS84)
Libre

Ladder

Pu— 11kDa

© 0 MO

5kDa

Figura 15. Identificacion por Western Blot de los péptidos hormonales secretados. Se resuelven 10 pul de SN de los cultivos
de BL21 (DE3) con los pldsmidos consignados. Ac primario anti-Histag y Ac secundario anti- 1gG de ratdn conjugado a
peroxidasa.

5.4.3 Anélisis de las fracciones celulares

Para determinar si las variantes hormonales se estaban sintetizando y acumulando correctamente dentro
de la célula se evaluaron las fracciones celulares correspondientes a las células de los cultivos a las 20 h
posinduccion, analizando la fraccion total, soluble e insoluble de las cepas experimentales y control,
resolviéndolas por electroforesis de tricina SDS-PAGE. En general, no se evidenciaron bandas intensas
del peso molecular esperado para los péptidos hormonales. Ademas, se hicieron analisis por Western Blot
para evaluar las fracciones total y soluble. También se analizaron las fracciones insolubles para todas las
muestras, sin embargo no se encontrd En este caso se emple6 el Ac. primario anti-Histag, el cual logré
identificar especificamente los péptidos hibridos. Aun asi, los resultados fueron poco concluyentes,
especialmente porque nunca se evidenciaron bandas en las fracciones de las cepas que portaban el
plasmido pET-PTH34. Sin embargo, en aquéllas derivadas de las cepas que portaban pET-PTH84 se
lograron ver bandas en las fracciones de la cepa experimental, pudiendo identificar el péptido monomérico

DS-PTH84-6xHis, asi como bandas tenues de menor y mayor peso molecular relacionadas con los
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péptidos hibridos. En cuanto a su cepa control, se observaron mayormente bandas con el mismo patron de
migracion que las de menor peso exhibidas por la experimental (Fig. 16A). En su conjunto, estos
resultados indicaron que las células contenian el péptido no procesado DS-PTH84-6xHis, mas formas
multiméricas y productos de degradacion. En el mismo experimento se extrajeron bandas correspondientes
a la fraccion total de la cepa experimental que contenia pET-PTH84 del gel homdlogo tefiido con
Coomassie, segun se muestra en la Fig. 16B. Las bandas se analizaron por espectrometria de masas
MALDI TOF-TOF empleando la base de datos de Uniprot y la secuencia DS-PTH84-6xHis (Fig. 16C)
(Anexo Ill: FTBAY FTBB). Se constat6 que la banda A correspondia al péptido no procesado DS-PTH84-
6xHis. Por su parte, la banda B era ancha, probablemente doble, de modo que los resultados de la
espectrometria corresponderian a ese conjunto. En esta ultima banda, no se identificd ni el DS ni la porcion
N-terminal de PTH84, de modo que podria tratarse de péptidos derivados degradados o, tal vez, del

procesado por el transportador.
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Resultados del analisis por espectrometria de masas

A. MRTLTLNELD SVSGGSVSEI QLMHNLGKHL NSMERVEWLR KKLQDVHNEFV ALGAPLAPRD AGSQRPRKK
EDNVLVESHE KSLGEADKAD VNVLTKAKSQ HHHHHH - 28/40= 70% de cobertura

B. MRTLTLNELD SVSGGSVSEI QLMHNLGKHL NSMERVEWLR KKLQDVHNFV ALGAPLAPRD AGSQRPRKK
EDNVLVESHE KSLGEADKAD VNVLTKAKSQ HHHHHH - 43/90= 52.2% de cobertura

Figura 16. Analisis de las fracciones celulares. A. Western Blot. Se resuelven 10 pl de fracciones total (FT) y soluble (FS)
de BL21 (DE3) con los plasmidos consignados. Ac primario anti-Histag y Ac secuendario anti- IgG de ratén conjugado a
peroxidasa. B. Gel de tricina del que se extrajeron las bandas A y B para analisis MALDI TOF — TOF (2.) y PTH84 pura (1.).
C. Resultados del andlisis por espectrometria de masas. En rojo, péptidos identificados.
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6. Discusion

La secrecion de proteinas recombinantes en E. coli continta siendo un tema de investigacion de gran
interés para la industria biotecnologica. Es por ello que en este trabajo se aposto a evaluar dos sistemas de
secrecion tipo I de las microcinas de mayor masa molecular, los cuales exponen caracteristicas Utiles para
su uso como herramienta de secrecion de péptidos foraneos. Para estos ensayos se eligieron las variantes
1-34 y 1-84 de la hormona paratiroidea humana, porque son péptidos que no superan la extension de las
microcinas, no tienen modificaciones postraduccionales y, ademas, son usadas como tratamiento de
enfermedades Oseas. El contexto celular elegido fue la cepa E. coli B BL21 (DE3), de la cual se tiene
evidencia respecto a su robustez para sintetizar grandes cantidades de proteinas recombinantes sin sufrir
mayor lisis celular (89).

Se logro determinar que uno de los dos SS1 evaluados, el transportador AB, es capaz de secretar las dos
variantes hormonales unidas a una etiqueta de seis histidinas. En efecto, dicho transportador secreta los
péptidos foraneos a través del reconocimiento y procesamiento del DS de su sustrato natural ColV, tal y
como se planteo en la hipotesis. Varias son las evidencias experimentales que asi lo confirman. Primero,
las bandas reveladas a partir de los SN de las cepas experimentales en el gel de tricina SDS-PAGE (Fig.
14) fueron sugestivas de la presencia de los péptidos hormonales en el medio extracelular, o que
posteriormente se confirmo al analizarlas por espectrometria de masas. Mas aun, dicho analisis evidencio
que se trataba de los péptidos hormonales carentes del dominio de secrecion. En consonancia, el Western
Blot (Fig. 15) reafirmd la identidad e integridad de los péptidos PTH34-6xHis y PTH84-6xHis en el
sobrenadante de las cepas experimentales. Uno de los puntos clave en este trabajo fue determinar el origen
de la presencia de los péptidos hormonales en el sobrenadante de los cultivos. Para ello, el procesamiento
de los sobrenadantes incluy6 siempre su filtracién por lo que se descartd que la presencia de los péptidos
proviniera de las células remanentes luego de la centrifugacion. Otro aspecto relevante para consolidar el
resultado de la secrecidn fue descartar que los cultivos tuvieran un alto porcentaje de lisis celular. A priori,
las imagenes de los geles de SDS-PAGE revelaron que las cantidades de proteinas en los SN fueron bajas,
de acuerdo a lo esperado segun antecedentes de la literatura (49). Ademas, a traves de la medida de
actividad B-galactosidasa, se constato que los cultivos tenian valores alrededor de tres drdenes de magnitud
mayores a los de sus correspondientes SN tanto de las cepas experimentales como de las control. Esto
revelo claramente que la B-galactosidasa permanecia en el interior de las células, no siendo liberada por

lisis al exterior celular. Por lo tanto, la expresion separada o conjunta de los péptidos y el transportador no
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estaria generando grandes alteraciones en la integridad de las células. En este sentido, la caida
relativamente discreta en el numero de células de los cultivos que expresan los péptidos hormonales a las
20 h posinduccion no seria consecuencia de lisis celular, sino de un enlentecimiento del crecimiento. Este
hallazgo puede deberse a varias razones. Por un lado, la hiperexpresion de las fusiones génicas y por otro,
no se puede descartar un cierto efecto toxico de los péptidos hormonales producidos. Otra razén podria
ser que el exportador B utiliza ATP y Ca?* para procesar y secretar los péptidos hibridos, consumiendo
energia celular en detrimento del crecimiento. Esto Ultimo seria improbable ya que ocurriria solo en las
cepas experimentales (en presencia del sustrato), sin embargo, el efecto se extiende a las cepas control.
En contraparte, la cepa que unicamente porta pValAB crecié de forma muy similar sin y con induccion.
Todo lo anterior sugiere que la presencia del transportador en la envoltura celular no estaria afectando de
forma significativa la viabilidad.

Es preciso notar que existen muy pocos trabajos de secrecién de proteinas recombinantes que incluyan la
filtracion del SN previo a su andlisis (55,91,92). En cuanto a la lisis celular del cultivo, tampoco es general
su determinacién, habiendo algunas descripciones que evalian la actividad B-galactosidasa, como en este
trabajo, 0 la presencia de proteinas citoplasméaticas mediante Western Blot, mayormente cuando la
estrategia de secrecion comprende la alteracion de la membrana externa (91,93-97). En particular, la
mayoria de los trabajos que emplean el transportador ABC de la a-hemolisina u otro, no abordan este
aspecto. En su mayoria, realizan un seguimiento de la curva de crecimiento de las células por mediciones
de densidad Optica, deduciendo que su nula o baja alteracion sugiere que la lisis celular es despreciable
(28,59,93,98).

En cuanto al sistema de produccion, se eligié una induccion moderada de la expresion génica de los
péptidos hibridos (0.5mM de IPTG), tal como se sugiere en el caso de proteinas que se secretan, en virtud
de mantener la integridad de la envoltura celular (99). En efecto, los reportes de secrecion usando el
transportador HlyBD que inducen la sintesis del sustrato con IPTG, en su mayoria agregan 0.5mM cuando
el cultivo se encuentra en fase exponencial de crecimiento (DOeoo: 0.5-1) (51,55,100-102). Por su parte,
en la mayoria de las descripciones, la expresion de los genes del transportador no es inducida (como en
este trabajo) o sujeta a una induccion muy moderada por arabinosa (55,92,98,101-103). Con esta
estrategia se visualizaron las variantes hormonales a partir del SN correspondiente a 10 ul de cultivo luego
de 20 h de la induccion. Teniendo en cuenta que se evalud una alicuota pequefia de sobrenadante sin
concentrar, parece que el transportador AB secreta con eficiencia los péptidos hormonales. Sin embargo,

para poder confirmar esta hipdtesis, seria necesario hacer experimentos donde se cuantifique la proteina
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desde el sobrenadante.

Un inconveniente importante en estos ensayos fue el bajo nivel de reproducibilidad de los resultados, y en
consecuencia tanto los sobrenadantes como las fracciones celulares analizados no provienen de un mismo
experimento. En efecto, no se logrd volver a evidenciar la secrecion con una banda tan contundente como
en el primer experimento. De hecho, se halld en el Western Blot la variante hormonal 1-84 PTH degradada
en las fracciones celulares. En la cepa experimental si bien se llegaron a reconocer los péptidos DS-
PTHB84-6xHis y PTH84-6xHis, también se evidenciaron bandas mas pequefias. Méas aun, en el caso de la
cepa control, no se observé una banda correspondiente al péptido DS-PTH84-6xHis, como era esperado,
y sélo se encontraron bandas menores (Fig. 16). En base a lo anterior, se deduce que muy probablemente
la variante 1-34 PTH también se habria degradado, ya que hubo ausencia total de bandas (tanto en ensayos
de Western Blot como en geles de tricina) en las fracciones celulares de la cepa experimental como control
(Fig. 16). En suma, la degradacion de los péptidos hormonales podria ser la causa en el descenso de la
concentracion de éstos en el sobrenadante. Cabe recordar que la hormona paratiroidea es naturalmente
inestable, por lo que solucionar el problema de degradacion es un desafio en cuanto a su produccién
recombinante (104). De hecho, se han producido las variantes hormonales en el medio intracelular
fusionadas a proteinas como Tiorredoxina (77), Factor X (105), Glutation transferasa (75) y B-
galactosidasa (78,106) para estabilizar su estructura y facilitar su purificacion. Asimismo, se logré
recuperar la variante 1-34 PTH sintetizada como un tetramero desde el medio intracelular (107). Si bien
este abordaje de producir PTH fusionada a otras proteinas logra subsanar mayormente el problema,
implica etapas posteriores de separacion de la proteina fusion y purificacion de la hormona. Asimismo,
los dos trabajos de secrecion que existen hasta el momento se basaron en sintetizar las hormonas
fusionadas a otras proteinas y transportarlas al periplasma para que finalmente alcancen el medio
extracelular gracias a la permeabilizacion de la envoltura de E. coli. Cabe resaltar que ninguno de ellos
emple6 un método de deteccion de lisis celular y se limit6 al seguimiento de la curva de crecimiento
(76,77). En este trabajo se logro secretar las variantes hormonales con un sistema de secrecion que
transloca los péptidos en un solo paso. Cabe anotar, que la estrategia permitio secretar las variantes
hormonales sin que estuvieran fusionadas a otras proteinas, més alla del dominio de secrecion. En efecto,
se logro obtener ambas variantes integras en el sobrenadante de los cultivos, sugiriendo que la ausencia
de proteasas y la baja concentracion de proteinas del medio extracelular favorece su estabilidad. No
obstante, se detecté degradacion en el medio intracelular, lo cual podria deberse a la diferencia de dosis

génica entre sustrato y transportador que determinaria un desfasaje entre la sintesis y la secrecion, por lo
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cual la hormona permaneceria en el citoplasma expuesta a la degradacion. Una mejora para este
inconveniente podria ser equiparar la expresion del transportador y de los péptidos hormonales de modo
de lograr un equilibrio entre la cantidad de péptidos sintetizados y la tasa de secrecion.

Para considerar los transportadores AB y EF como herramienta de secrecidn de péptidos recombinantes,
antes de realizar los ensayos de produccién se evaluo la estabilidad genética de los plasmidos que los
codificaban. Cabe sefalar que el resultado fue inesperado, considerando la alta homologia de secuencia
entre ambos transportadores asi como su capacidad de secretar de forma heterdloga las microcinas H47 y
ColV (32,33). Si bien las construcciones genéticas eran idénticas, pValEF derivd rapidamente en un
plasmido mutado en los genes de secrecion a diferencia de pValAB, cuya estructura genética se mantuvo
indemne. La pérdida de funcionalidad del transportador EF fue independiente de la presencia del sustrato
ColV y ocurri6 tanto en el contexto salvaje como en el deficiente para las proteasas Lon y OmpT, siendo
incluso més acentuado en este Gltimo. Esto sugiere que el transportador EF estaria afectando mas la
viabilidad de la célula, haciendo que s6lo aquéllas que inhabilitaron su funcion sobrevivan. Actualmente,
no se tiene una explicacion para este fendbmeno, por lo que se requieren mas ensayos y estudios con el
transportador EF.

Cabe sefialar que, tratandose de transportadores dedicados a la secrecion de antibioticos, fue posible
ensayar su funcionalidad a través de la complementacion para la produccién de ColV. Por el contrario, en
el caso del transportador de la a-hemolisina, al secretar una toxina que afecta la célula eucariota, no es
posible un ensayo fenotipico sencillo como el desarrollado en este trabajo. No obstante, ninguna
descripcion en la que se empled el transportador HIlyBD u otro ABC en la produccién de proteinas
recombinantes refiere un analisis de la estabilidad genética ni de la funcionalidad del transportador
(55,60,98,101). Se enfatiza aqui entonces la importancia de los ensayos de estabilidad, gracias a los cuales
se evidenciaron las diferencias entre los transportadores EF y AB, lo que determind que se ensayara la
produccion de las hormonas Unicamente con el transportador AB.

Si bien en este trabajo se buscé evaluar el transportador AB como una herramienta para la secrecién de
proteinas recombinantes en E. coli, este tipo de analisis aporta también informacion sobre la fisiologia por
la cual el exportador opera la secrecion del sustrato. En este sentido, se postula que los exportadores con
dominio cistein-proteasa funcional, una vez unen el sustrato, desencadenan las etapas de reconocimiento
del DS, procesamiento del DS y secrecién del péptido de forma sucesiva e inexorable. Esta hipdtesis fue
postulada en base a estudios bioquimicos y estructurales que daban cuenta del procesamiento de péptidos

por la porcién cistein-proteasa del exportador (3,37,41,108-110). Es asi que cobra importancia el analisis
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de la fraccion celular procedente de la estirpe que sintetiza los péptidos hibridos en presencia del
transportador AB. En este sentido, los datos obtenidos con la variante PTH84 permitieron identificar la
presencia del péptido DS-PTH84-6xHis y de un péptido menor que podria ser PTH84-6xHis (Fig. 16).
Esto podria indicar que hay una pequefia cantidad de péptido procesado en el medio intracelular, hallazgo
que concuerda con lo obtenido previamente en la evaluacion de la secrecion de Interleuquina 15 por el
transportador AB. En este caso, no se observd el péptido sin procesar sino s6lo una versién de menor
tamafio, compatible con el peptido procesado, en los extractos celulares (74). Por lo tanto, estos resultados
podrian contradecir el modelo de secrecion de etapas inexorablemente sucesivas para estos
transportadores, planteado en la literatura. Se considera que este tipo de ensayos realizados en nuestro
laboratorio podrian aportar al entendimiento de la fisiologia de estos exportadores ABC.

En suma, en esta tesis se aporta informacion sobre la secrecion heteréloga de un péptido recombinante
por un sistema de secrecion de tipo | de microcinas en el contexto E. coli. Si bien los resultados son
preliminares, se logré probar la secrecion especifica de la paratohormona por el transportador AB de

Colicina V.
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Conclusiones

El transportador AB de Colicina V es capaz de secretar ambas variantes de la hormona paratiroidea
humana.

El exportador B reconoce y procesa especificamente el dominio de secrecion de ColV unido a cada
variante, de manera que son secretadas al medio extracelular sin secuencias adicionales.

La expresion del transportador AB no parece afectar de manera significativa la viabilidad de E.
coli, y su funcionalidad se mantiene estable a lo largo de las generaciones.

El transportador EF no se mantuvo funcional en las células, por lo que se descartd su uso para los
andlisis de secrecion de las hormonas.

Las variantes de la hormona paratiroidea humana exhibieron degradacion en el medio intracelular
lo cual dificulté la reproducibilidad de los experimentos de secrecion.

El transportador AB tendria el potencial de concebirse como una herramienta para la secrecion de
proteinas recombinantes en E. coli.
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ANEXO I: medios de cultivo y soluciones

Medio Luria Bertani (LB)

Bactotriptona................... 10 gr
Extracto de levadura .......... 5.0gr
NaClo..oooiiiiiiii, 10 gr
Agua destilada............... c.s.p. 1L

El medio LB sélido se prepara afiadiendo 15 gr de agar por litro de medio de cultivo. Se esteriliza
por autoclave (30 min. a 121°C).

Medio minimo M63 (MM)

KoHPOg4....ooiiii 98 ¢
KH2PO4.....ovveviin 4,5¢
(NH4)2SO4.....veiinn, 2¢g
Agua destilada................ c.s.p 1L

El MM so6lido se prepara afiadiendo 15 gr de agar por litro de medio de cultivo. Se esteriliza por
autoclave (30 min. a 121°C) y posteriormente se agrega 1 ml de MgSO4x7H20, 10 ml de glucosa
al 20% y 1 ml de vitamina B1 (1 mg/ml).

Medio Zym 5052
Solucion Zym 250

Triptona...........ccooeveninni. 29r
Extracto de levadura.........19
MgS0O4 (20mM)............... 400 pl
Oligoelementos.................40 pl
Solucion M “25X”
Na2HPO4................oo.l. 88¢g
KH2PO4........cooii 85¢g
NHACL. ..., 6,7¢
Na2SO4.....covvvviiiiiinennn. 1,79
Volumen final.................. 100 ml
Solucion “5052”
Glicerol...........ccovviiiiinn. 12,5¢g
Glucosa........ccovvvviiniinnnnn. 12,5¢g
Lactosa........coovvvvviiiiiiinnnn. S5¢g

Volumen final.................. 100 ml



La solucion Zym 250 se enraza hasta 184 ml. Luego de autoclavar todas las soluciones, se adiciona
a la solucion Zym 250 8 ml de las soluciones M y 5052, hasta completar un volumen final de 200
ml de medio. En el caso de Zym mod. se hace el mismo procedimiento sin agregar lactosa a la
solucion 5052.

SOLUCIONES
TAE 1X

Tis-base pH7.6

Acido acético glacial

EDTA (0.5M) (pH 8.0)

Se utiliza como solvente agua destilada.

Tampdn de carga para muestras de electroforesis

SACAIOSA ..'vveeieieet et 49
Azul de bromofenol ......................... 25¢
Xilencianol ... 25¢g
Aguadestilada ......................... c.s.p. 1L
PBS 1X

KCle 0,29
NaCl.....oooi 8¢
NaH2POsanhidrido.................. ...... 0,2¢g
NaH2P04.12H20...........cccveee o, 2,899
Aguadestilada.......................... cs.plL
Tampén Z
Na2HPO4.7H20........cccceviiiiiinnn 60 mM
NaH2PO4.H20..........ccoceiiiiaal. 40 mM
KClLo 10 mM
MgSO4.7TH20.....ccoiiiiiiiann 1 mM
2-mercaptoetanol.......................... 0.05M

AjustarelpHa7
Solucién de fijacion de proteinas
Acido acltico ....ovvneeeiiei 10%

Etanol ... 20%
Aguadestilada .................o c.s.p. 1L



Solucidn de tincion para geles de SDS-PAGE

Azul brillante de coomasie R — 250....... 0.25%
ACido aChtiCO. . ..evveei e 10%
Metanol..........ocoooiii 50%
AQUAL ... 39.7%

Acido acético.....oovvvirieeiii, 7.5%
Metanol.......oooeeeeieiii ... 5%
Agua... ... 87.5%
Inmunoensayos

TBS 1X

NaCl. oo, 150 mM
Tris-HCL ..o 20 mM

SeajustapHa7.5

Solucioén de bloqueo

S 1 0.05%
Leche descremada..................... 6%
PBS 13X oo, 93.9%

TriS-base.......ccoovviiiiiiiiiiiiinn, 100mM
SDS .. 0,1%
Tricina. ..o 100 mM
Metanol..............ccooiiiiiinn.. 20%

Aguadestilada ......................... csplL



Anexo 2: inserto de los plasmidos pBRIiC, pValColV, pValAB y pValEF

Inserto de pValAB

PVAB-F cvaA
caaactaatagtatgcaaggagacattatttgtttcgccaggatgctttagaaaacagaaaaatgaagtggcagg
gtttgattatcatacgttcctctgtaataaacaaagcggtcctacgaaatcttttgtectttttacttcaccgtcee

M F R Q DAL ENUZRIKMIEKWQ
gacgggcaatattacttcccggaataccactgtggttaatcatgctgggaagcattgtgtttattacggecattte
ctgcccgttataatgaagggccttatggtgacaccaattagtacgaccecttecgtaacacaaataatgeccgtaaag
G RAILILUPGTIUPILWILTIMTLSG S IV F I TATF
tgatgttcattattgttggtacctatagccgeccgtgttaatgtcagtggtgaggtcacaacctggeccaagagetg
actacaagtaataacaaccatggatatcggcggcacaattacagtcaccactccagtgttggaccggttctcgac
L M F I I Vv G T Y S R RV NV S G EV TTWP R A
tcaatatatattcaggtgtacagggatttgttgtcaggcagtttgttcatgaagggcagttgataaaaaaagggg
agttatatataagtccacatgtccctaaacaacagtccgtcaaacaagtacttcccgtcaactatttttttccce
vV NI Y s GV Q G F V V ROQVFV HEG GO QTULTIIKIKG
atcctgtttatctgattgacatcagtaaaagtacacgcaatggtattgtcactgataatcatcgeccgggatatag
taggacaaatagactaactgtagtcattttcatgtgcgttaccataacagtgactattagtagcggccctatatc
D PV Y L I DI S K S TI RNUGTIVTUDNUHIRIRIDI
aaaaccagctggttcgtgtggacaacattatttcccgtctggaagaaagtaaaaaaataacgctagataccctgg
ttttggtcgaccaagcacacctgttgtaataaagggcagaccttctttcatttttttattgecgatctatgggacc
E N Q L V R V DN I I S R L E E S KK I T UL D T L
aaaaacaacgtctgcaatacacagatgcgttccgtcecgectcatcagacattatacagecgtgcagaggaagggataa
tttttgttgcagacgttatgtgtctacgcaaggcagcgagtagtctgtaatatgtcgcacgtctecttecectatt
E K Q R L Q ¥ T DA F R R S S D I I Q R A E E G I
aaataatgaaaaataatatggagaattacagatactatcagtcaaaaggactgattaataaagatcaattaacta
tttattactttttattatacctcttaatgtctatgatagtcagttttcctgactaattatttctagttaattgat
K I M K N NMENYURY Y Q S K GL I NI KUDOQTULT
accaagttgcattatattatcaacaacaaaacaaccttctcagtctgagcggacaaaatgaacaaaatgcecctge
tggttcaacgtaatataatagttgttgttttgttggaagagtcagactcgecctgttttacttgttttacgggacg
N Q VA L ¥ Y Q Q Q N NL L S L S G Q N E Q N A L
agataaccactctggagagtcagattcagactcaggcagcagattttgataatcgtatctatcagatggaactgce
tctattggtgagacctctcagtctaagtctgagtccgtcgtctaaaactattagcatagatagtctaccttgacg
Q I T T L E S Q I Q T Q A A D F D NUR I Y Q M E L
aacgactcgaattgcagaaagaactggttaacactgatgtggaaggcgaaatcattatccgggegttgtctgacyg
ttgctgagcttaacgtctttcttgaccaattgtgactacaccttccgectttagtaataggcccgcaacagactge
Q R L E L Q K E L V NT D V E G E I I I R A L S D
ggaaagttgactccctgagtgtcactgtagggcaaatggtcaataccggagacagecttctgcaggttattectg
cctttcaactgagggactcacagtgacatcccgtttaccagttatggecctctgtcggaagacgtccaataaggac
G K vD S L SV TV GGQMVNTGUD S L L Q V I P
agaacattgaaaactattatcttattctctgggtcccgaatgatgctgtteccttatatttcggectggtgacaaag
tcttgtaacttttgataatagaataagagacccagggcttactacgacaaggaatataaagccgaccactgtttce
E N I E N Y Y L I L W V P ND AV P Y I S A G D K
tgaatattcgttatgaagccttccecctcagaaaaatttgggcagttctectgctacggttaaaactatatccagga
acttataagcaatacttcggaaggggagtctttttaaacccgtcaagagacgatgccaattttgatataggtcect
vV N I R Y EA F P S E K VF G Q F S A TV KT I S R
ctcctgcgtcaacacaggaaatgttgacctataagggagcacctcaaaatacgccgggtgectectgttececctggt
gaggacgcagttgtgtcctttacaactggatattccctecgtggagttttatgecggecccacggagacaagggacca
T P A S T Q E ML T Y K G AUPQNTUPGA A S V P W
ataaagtcattgcgacgcctgaaaagcagataatcaggtatgacgaaaaatacctccctctggaaaatggaatga
tatttcagtaacgctgcggacttttcgtctattagtccatactgetttttatggagggagaccttttaccttact
Y K v I A T PEI KOQ I I R Y DEI K YULUPULUENGM
aagccgaaagtacactatttctggaaaaaaggcgtatttaccagtggatgctttctectttcectatgacatgaaac
ttcggctttcatgtgataaagacctttttteccgecataaatggtcacctacgaaagaggaaagatactgtactttg
K A E S T L F L E K R R I Y Q WMUL S P F Y D M K

cvaB
acagtgcaacaggaccgatcaatgactaacaggaatttcagacaaattataaatctgcttgatttgcgctggcecaa
tgtcacgttgtcctggctagttactgattgteccttaaagtctgtttaatatttagacgaactaaacgcgaccgtt

H S A T G P I N D -
M T N R N F R Q I I N L L D L R W Q

cgtcgtgtteccggttattcatcagacggagaccgectgaatgtggactggectgectagecaatgatatgeggteat
gcaqcacaagqccaataaqtaqtctqccictqgcqacttacacctgaccqgacggatcgttactatacgccagta
R RV P V. I H Q T E T AU ET CGULATCTLAMTITCSGH
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pairs
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pairs
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pairs
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base
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pairs
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376 to 450

base

pairs
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base
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pairs
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base
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676 to 750

base
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751 to 825
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826 to 900

base
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901 to 975
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base
1126

base
1201
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to 1125
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to 1275

pairs
to 1350

pairs
to 1425



tttggtaagaatattgacctgatatatcttcgccggaagtttaatctctcectgeccgtggagcaacccttgecagga
aaaccattcttataactggactatatagaagcggccttcaaattagagagacgggcacctcgttgggaacgtcet
F G K N I DL I Y LRI RI KU FNILS AURGA ATTULAG
atcaatggaatagcggagcaactggggatggccacccgggcectctttcactggagttggatgaacttcgagtecte
tagttaccttatcgcctcgttgaccectaccggtgggeccgagaaagtgacctcaacctacttgaagectcaggag
I N G I A E Q L. GMATI R AL S LETULUDETLIRV L

aaaacgccgtgtattctccactgggatttcagtcacttcgtegttctggtcagecgtaaagecgtaaccgttatgta
ttttgcggcacataagaggtgaccctaaagtcagtgaagcagcaagaccagtcgcatttcgecattggcaatacat
K T p C I L HWD F S HF V V LV S V KU RNIR YV
ctgcatgatccggccaggggcataagatatatcagccgggaggaaatgageccgatattttacaggegttgecactt
gacgtactaggccggtcccegtattctatatagtcggecctectttacteggetataaaatgtcegcaacgtgaa
L H D P ARGTIURYTI S REIEMSU RYVFTG V A L
gaggtctggcccggaagtgaattccagtcggaaaccctgcagaccecgcataagtecttegttcactgattaacagt
ctccagaccgggecttcacttaaggtcagectttgggacgtctgggegtattcagaagcaagtgactaattgtca
E V W P G S E F Q S ETUL Q T R I S L R S L I N S
atttacggtattaaaagaacgctggcgaaaattttctgtctgtcagttgtaattgaagcaatcaatctgctaatg
taaatgccataattttcttgcgaccgcttttaaaagacagacagtcaacattaacttcgttagttagacgattac
I ¥ G I K R TULAI KIUVFOCULSV VI EA ATINILTLM
ccggtggggacacagctggttatggatcatgctattcctgecgggggacagagggectactgacgectaatttctget
ggccacccctgtgtcgaccaatacctagtacgataaggacgccccctgtcectceccgatgactgegattaaagacga
P VvV G T Q L V.M DHATI P AGD RSGTLIULTTULTI S A
gctcttatgttttttatattactcaaagctgcaacgagtacgctgcgcgcatggtcttcactggttatgagcacyg
cgagaatacaaaaaatataatgagtttcgacgttgctcatgcgacgcgegtaccagaagtgaccaatactcgtge
A L M F F I L L K A AT S TULIRW AW S S L VM ST
ctcatcaatgtacagtggcagtcggggctgttcgatcatcttctcagactaccgectggegttttttgaacgecga
gagtagttacatgtcaccgtcagccccgacaagctagtagaagagtctgatggcgaccgcaaaaaacttgeggcet
L I NV Q WQ $S G L F D HULULIZRULUPIULA ATFU FERR
aaattaggtgatatccagtcacgttttgactcccttgacacattgagggccacatttaccaccagtgtgatcggg
tttaatccactataggtcagtgcaaaactgagggaactgtgtaactcccggtgtaaatggtggtcacactagecc
K L G bDbI 9 S R F D S LDTULURA ATV FTT S V I G
ttcataatggacagcattatggttgtcggtgtttgtgtgatgatgctgttatacggaggatatctcacctggata
aagtattacctgtcgtaataccaacagccacaaacacactactacgacaatatgcctcctatagagtggacctat
F I M D S I M V V GGV CVMMULULYG G Y L T W I
gttctctgctttaccacaatttacatttttattcgactggtgacatacggcaattaccgacagatatcagaagaa
caagagacgaaatggtgttaaatgtaaaaataagctgaccactgtatgccgttaatggctgtctatagtcttectt
v L ¢C FTTTI Y I F I R L VT Y G N YR QI S E E
tgtcttgtcagggaggcccgtgeccgectectattttatggaaacattatatggtattgeccacggtaaaaatccag
acagaacagtccctccgggcacggcggaggataaaatacctttgtaatataccataacggtgceccatttttaggte
C L V REA AR AAS Y FMETTUL Y G I ATV KTIQ
gggatggtcggaattcggggggcacactggcttaatatgaaaatagatgcgataaattcgggtattaagctaacce
ccctaccagccttaageccceccecgtgtgaccgaattatacttttatcectacgectatttaageccataattcgattgg
G MV GI R GAHWIULNMMIEKTIU DA ATINSGTII KT TLT
aggatggatttgctcttcggaggaataaatacctttgttaccgecctgtgatcagattgtaattttatggctggga
tcctacctaaacgagaagcctccttatttatggaaacaatggcggacactagtctaacattaaaataccgaccct
R M DLL F G G I NTVF V T AT CTDOQTIVIULWIL G
gcaggccttgtgatcgataatcagatgacaataggaatgtttgtagcgtttagttcttttcgtgggcagttttcg
cgtccggaacactagctattagtctactgttatccttacaaacatcgcaaatcaagaaaagcacccgtcaaaagc
A G L VI D NOQMTTIGMU FV AU F S S F R G Q F s
gaaagagttgcctctctgaccagttttcttcttcagectaagaataatgagtctgcacaatgagcgcattgecagat
ctttctcaacggagagactggtcaaaagaagaagtcgattcttattactcagacgtgttactcgecgtaacgtcta
E RV A S L T S F L L Q L R I M S L HNJETIRTIA ATD
attgcattacatgaaaaggaggaaaagaaacctgaaattgaaatcattgctgatatggggccaatatccctggaa
taacgtaatgtacttttcctcecttttctttggactttaactttagtaacgactatacccecggttatagggacctt
I A L HEKEEI K KU©PETIETITIATIDMMG?®PTI S L E
accaatggtttaagctatcgttatgacagtcagtcagcaccgatattcagtgctctgagtttatctgtagetceg
tggttaccaaattcgatagcaatactgtcagtcagtcgtggctataagtcacgagactcaaatagacatcgaggce
T N G L S ¥ R Y D S Q s A P I F S A L S L S V A P
ggggaaagtgtggctataactggtgcttccggtgcgggaaaaaccacattaatgaaagtactatgtggactattt
ccccectttcacaccgatattgaccacgaaggccacgcectttttggtgtaattactttcatgatacacctgataaa
G E s vaAITGASSGAGI KTTTU LM KV YVULCGTULF
gaacctgatagcgggagggtactgataaatggtatagatatacgccaaattggaataaataattatcaccggatg
cttggactatcgccctcccatgactatttaccatatctatatgeggtttaaccttatttattaatagtggectac
E P D S GR VL I NGTIDTI R OQTIGTINNYHT RM
atagcctgtgttatgcaggatgaccggctattttcaggctcaattcgtgaaaatatctgtggttttgecagaggaa
tatcggacacaatacgtcctactggccgataaaagtccgagttaagcacttttatagacaccaaaacgtctcecctt
I A CVMOQDD RULU F S G S IR RENITCGT FAEE
atggatgaagagtggatggtagaatgtgccagagcaagtcatattcatgatgttataatgaatatgccaatggga
tacctacttctcacctaccatcttacacggtctcgttcagtataagtactacaatattacttatacggttaccet
M D E EWMVYVECA AR ASHTIHDVIMNMMTPMG
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tatgaaacattaataggtgaacttggggaaggtctttctggcggtcaaaaacagegtatatttattgcacgagec base pairs
atactttgtaattatccacttgaaccccttccagaaagaccgccagtttttgtcgecatataaataacgtgectcecgg 3151 to 3225
Y E T LI G E L G E G L S G G Q K Q R I F I A R A
ttataccggaaaccaggaatattatttatggatgaggcaaccagtgctcttgattcagagagtgaacatttcgtg base pairs
aatatggcctttggtccttataataaatacctactccgttggtcacgagaactaagtctctcacttgtaaagcac 3226 to 3300
L YR KU?P G I L FMDE AT S AULUDSE S EUHVF V

aatgttgccataaaaaacatgaatatcaccagggtaattattgcacacagagaaacaacgttgagaactgttgat base pairs
ttacaacggtattttttgtacttatagtggtcccattaataacgtgtgtctcectttgttgcaactcttgacaacta 3301 to 3375
N v A I K NMNTIT®RUVITIAUHIRETTTULIRT V D
agagttatttctatttaaaccatagaggaattacaagcg base pairs
tctcaataaagataaatttggtatctccttaatgttecge 3376 to 3414

R VvV I s I - PVAB-R

Figura Al. Amplicon de 3.414 pb que contiene el operon cvaAB. Se indican los genes y su
secuencia aminoacidica deducida. Se sefialan con gris los cebadores y se subrayan las posibles
secuencias Shine-Dalgarno.

Inserto de pValEF

pVvEF-F mchE
gtgagtaagaggagctattttgtttcgtcaggatgctttagaaaacagaaaaatgaagtggcagggacgggcaat base pairs
cactcattctcctcgataaaacaaagcagtcctacgaaatcttttgtctttttacttcacecgteccctgeecgtta 1 to 75
M F R Q DALENUZRIKMMIEKWIOQGIRATI
attacttcccggaataccactatggttaatcatgctgggaagcattgtgtttattacggcatttctgatgttcat base pairs
taatgaagggccttatggtgataccaattagtacgacccttcgtaacacaaataatgccgtaaagactacaagta 76 to 150
L L P GI PLWULTIMULSG S IV F I T ATZFTULMT FI
tattgttggtacctatagccgccgtgttaatgtcagtggtgaggtcacaacctggccaagagctgtcaatatata base pairs
ataacaaccatggatatcggcggcacaattacagtcaccactccagtgttggaccggttctecgacagttatatat 151 to 225
I v G T Y S RRVNV S GEVTTWU?PIRAUVNTIZY
ttcaggtgtacagggatttgttgtcaggcaatttgttcatgaagggcagttgataaaaaaaggggatcctgttta base pairs
aagtccacatgtccctaaacaacagtccgttaaacaagtacttcccecgtcaactattttttteccecctaggacaaat 226 to 300
S GV Q G F V V RQF V HE GO QTULTIIXKIZ KGTDU?PUV Y
tctgattgacatcagtaaaagtacacgtagtggtattgtcactgataatcatcggcgggatatagaaaatcagect base pairs
agactaactgtagtcattttcatgtgcatcaccataacagtgactattagtagccgccctatatcttttagtcga 301 to 375
L I D I S K S T R S G I vV T D NHIRIRD I E N Q L
ggttcgtgtggacaacattatttccecgtctggaagaaagtaaaaaaataacgttagataccctggaaaaacaacg base pairs
ccaagcacacctgttgtaataaagggcagaccttctttcatttttttattgcaatctatgggacctttttgttge 376 to 450
V RV DN I I s R L EE S KK I TUL DTTULEI KQR
tctgcaatacacagatgcgtttcgtcgetcatcagatattatacagecgtgcagaggaagggataaaaataatgaa base pairs
agacgttatgtgtctacgcaaagcagcgagtagtctataatatgtcgcacgtctecttecctatttttattactt 451 to 525
L Q YT DAV F R R S S DI I Q RAEUETGTII KTIMHK
aaacaatatggagaattacagaaactatcaggcaaaagggctgattaataaagatcagttaactaaccaggtgge base pairs
tttgttatacctcttaatgtctttgatagtccgttttceccgactaattatttctagtcaattgattggtccaccg 526 to 600
N N M E N Y RN Y Q A K G L I N KD QL T N Q V A
attatattatcagcaacaaaacaatcttctcagcctgagcggacagaacgaacagaatgccctgcagataaccac base pairs
taatataatagtcgttgttttgttagaagagtcggactcgecctgtettgettgtcttacgggacgtctattggtg 601 to 675
L ¥ Y Q Q Qg NNILZLIL S L S G QNZEI QN ATLUGQTITT
tctggagagtcagattcagactcaggctgcagattttgataaccgtatctaccagatggaactgcaacggtacga base pairs
agacctctcagtctaagtctgagtccgacgtctaaaactattggcatagatggtctaccttgacgttgecatget 676 to 750
L E S Q I 9 T Q A A DVF DNIRTIYOQMUETLOQIR Y E
gttacagaaagaactggttaacactgatgtggagggcgaaattattatccgggecgttgactgacgggaaagttga base pairs
caatgtctttcttgaccaattgtgactacacctcccecgetttaataataggcccgecaactgactgececctttcaact 751 to 825
L Q K E L VvV N TD V E G E I I I RAL TD G K V D
ctccctgagtgtcactgtcgggcaaatggtcaataccggagacagecttctgcaggttattcctgagaacattga base pairs
gagggactcacagtgacagcccgtttaccagttatggectctgtcggaagacgtccaataaggactecttgtaact 826 to 900
s L. s v T VvV G Q MV NTGD S L L Q V I P E NI E
aaactattatcttattctctgggtcccaaatgatgctgttecttatatttcggectggtgacaaagtgaatattcg base pairs
tttgataatagaataagagacccagggtttactacgacaaggaatataaagccgaccactgtttcacttataage 901 to 975




N ¥ ¥ L I L WV P ND AV P Y I S A G DKV N IR
ttatgaagcctttccggcagaaaaatttgggcagttctcectgectacggttaaaactatatccaggactecctgegtce
aatacttcggaaaggccgtctttttaaacccgtcaagagacgatgccaattttgatataggtcctgaggacgecag

Y E A F P A EI KV F G QF S ATV KTTI S RT P A S
aacacaggaaatgttgacctataagggtgcaccacagaatacgccgggcgectctgttecctggtataaagtcat
ttgtgtcctttacaactggatattcccacgtggtgtcttatgecggecccgecggagacaagggaccatatttcagta

T Q EML T Y K GAUPQNTUPGA A SV P W Y K VI
tgcgatgcctgaaaagcagattatcagatatgacgaaaaatacctcecctcectggaaaatggaatgaaagccgaaag
acgctacggacttttcgtctaatagtctatactgctttttatggagggagaccttttaccttacttteggettte

A M P E K Q I I R Y DEI KYULU®PULUENSGMMIE KA AE S
tacactatttctggaaaaaaggcgtatttaccagtggatgctttctectttctatgacatgaaacacagtgcaac
atgtgataaagaccttttttccgcataaatggtcacctacgaaagaggaaagatactgtactttgtgtcacgttyg

T L F L E X RRTI Y QWMUL S P F Y DMI KU H S AT

mchF
aggaccgctcaatgactaacgggagtttcagacaaattataaatcagcttgatatgecgectggecgacgtegtgtte
tcctggcgagttactgattgeccctcaaagtctgtttaatatttagtcgaactatacgcgacecgectgcagcacaag

G P L N D -

M T N G S FR QI I NQLDMU®BRWI®RIRI RV
cggttattcatcagacggagaccgctgaatgtggactggcctgectggcaatgatatgecggtcattttggtaaga
gccaataagtagtctgcecctctggcgacttacacctgaccggacggaccgttactatacgccagtaaaaccattet
P VvV I H Q T ETA AUETCGI LA AT CULM AMTITCGUHUF G K
atattgacctgatatctcttcgccggaagtttaatctctecggecccgtggagcaaaccttgcaggaatcaatggaa
tataactggactatagagaagcggccttcaaattagagagccgggcacctecgtttggaacgteccttagttacctt
N I D L I S L R R KV FNULS AIRGA ANU LA ATGTING
tagcggagcagctggggatggtcacccgggetctttcactggagectggatgaacttggtgecctcaaaatgeegt
atcgcctecgtcgacccctaccagtgggececcgagaaagtgacctcecgacctacttgaaccacgggagttttacggea
I A EQ LGM VTR RA ALSULETLUDETLGA ATLI KMMTP
gtattctccactgggatttcagtcactttgtcgtgctggtcagcgtaaagcgtaaccgttatgtactgcatgate
cataagaggtgaccctaaagtcagtgaaacagcacgaccagtcgcatttcgecattggcaatacatgacgtactag
cCc I L. H WD F S HVF V VL V S YV KRNIRY V L HD
cggccagaggcagaagatatctcggtcgggaggaaatgageccggtattttacgggcattgcacttgaggtctgge
gccggtctcececgtcecttctatagagccagecctectttactecggeccataaaatgeccgtaacgtgaactceccagaccyg
P AR GRURYULGIREIEMSU RYFTGTI ATLEVW
ctggaagtgaattcctggcggaaacccagcagatccgcataagtctecgttcactgattaacagtatttacggta
gaccttcacttaaggaccgcecctttgggtcgtctaggcgtattcagaggcaagtgactaattgtcataaatgeccat
P G S E F L A ETQ QI RTI S LR S UL INSTI Y G
ttaaaagaacactggcgaaaattttctgtctgtcagttgtaattgaagcaatcaatctggtaatgcecggtgggga
aattttcttgtgaccgcttttaaaagacagacagtcaacattaacttcgttagttagaccattacggccacccct
I K R TLAI KIVFCULSVVIEA ATINULUVMMUZPV G
ctcagctggttatggatcatgcgattccggcgggggacagagggctgctgacgettatttectgectggectgatgt
gagtcgaccaatacctagtacgctaaggccgcccecctgtecteccgacgactgecgaataaagacgaccggactaca
T Q L. vV.M D HATI PAGU DU RGULIULTTULTI S AGTULM
tctttatattgctcagggccgecggtgagtatgectgegtgcatggtectcactggttatgagcacgctcatcaata
agaaatataacgagtcccggcgccactcatacgacgcacgtaccaggagtgaccaatactcgtgcgagtagttat
F F I L L. R A AV S ML R AW S S L VM S TUL I N
tacagtggcagtcgggtctgtttaaccatcttctcagactgeccgetggegttttttgaacgecgtaaattaggtyg
atgtcaccgtcagcccagacaaattggtagaagagtctgacggcgaccgcaaaaaacttgecggcatttaatccac
I Q WQ S G L FNUHULULIRULU®PILA ATFUFEIRI BRI KILG
atatccagtcgcgttttggctcceccttgacactttgagggccacctttaccacctgtgtggttggggcaatcatgg
tataggtcagcgcaaaaccgagggaactgtgaaactcccggtggaaatggtggacacaccaaccccgttagtacce
D I Q S R F G S L DT LR ATV FTTCV V G A I M
acagtattatggttgtgggggtttttgtgatgatgctgttatatggaggatatcttacctggatagtgctecggtt
tgtcataataccaacacccccaaaaacactactacgacaatatacctcctatagaatggacctatcacgagccaa
D s I M V'V GV F VMMILIULYG G Y L T WTI VL G
ttaccatggtttacgttcttattcgtctggtgacatacggctattaccggcaaatatcggaagaaactcttgtca
aatggtaccaaatgcaagaataagcagaccactgtatgccgataatggccgtttatagecttctttgagaacagt
F T M V ¥ V L I R L VT Y G Y Y R QI s EETTLV
ggggggcccgggccagctectattttatggaaagectgtatggtattgeccacggtaaaaatccaaggtatggetg
ccccccecgggeccggtcgaggataaaatacctttcecggacataccataacggtgeccatttttaggtteccataccgac
R GA RA S S Y F ME SUL Y GIA ATV KTIOQGMMA
ggatccggggaacacactggcttaacctgaaaatagatgcgatcaattcaggtattaagttaaccaagatggatt
cctaggccccttgtgtgaccgaattggacttttatctacgctagttaagtccataattcaattggttctacctaa
G I R G T H W L N L K I DA INS G TI KL T K M D
tgctcttcggggggataaatacttttgttgcegectgtgatcaggtggecgattttatggectgggtgcaagecttyg
acgagaagcccccctatttatgaaaacaacggcggacactagtccaccgctaaaataccgacccacgttcggaac
L L F G G I N TV F VA ACD GQV ATITULWIULGA A S L
tgatcgataatcagatgacaatagggatgtttgtggcatttggttcttttcgtgggcagttttcggatcgggttyg
actagctattagtctactgttatccctacaaacaccgtaaaccaagaaaagcacccgtcaaaagcctagcccaac
v IiDDNOQMTTIGMT FVAUVFG S FRGQVF s DR V
cttcgctgaccagttttcttcttcaactgagaataatgagtctgcataatgagcgcattgcagatattgcactac
gaagcgactggtcaaaagaagaagttgactcttattactcagacgtattactcgecgtaacgtctataacgtgatg
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A S L T s F L L QL R I M S L H N EURTIADTIA AL
atgaaaaggaagaaaagaaaccggaaattgaaatcgttgctgacatgagcccggtttcactggaaaccactgatt
tacttttccttettttctttggectttaactttagcaacgactgtactcgggccaaagtgacctttggtgactaa
H E K E E K K P E I E I VvV A DM S P V S L ETT D
taagctaccggtatgacagccagtcagcacaggtattcagtggtctgaatttgtctgtggctccgggagaaagtyg
attcgatggccatactgtcggtcagtcgtgtccataagtcaccagacttaaacagacaccgaggccctctttcac
Y R Y D S Q S A Q VvV F S GL NL S V A P G E S
tggctataactggtgcctcecggtgccggaaaaaccacattaatgaaagtattatgtggactgtttgaaccagata
accgatattgaccacggaggccacggcctttttggtgtaattactttcataatacacctgacaaacttggtctat
v A I TG A S GAG K TTILMI KVLCGULTVFE PD
gtggaaaagtactggttaatggcacggatatacgtcaacttggaataaataattatcaccgtatgatagecctgtg
caccttttcatgaccaattaccgtgcctatatgcagttgaaccttatttattaatagtggcatactatcggacac
S G K VL V NGT DI RQUL G I NNDNYHI RMMTINASTC
ttatgcaggacgaccggctattttcaggatcaattcgtgaaaatatctgtgggtttgcagaagaaacagacgacg
aatacgtcctgctggccgataaaagtcctagttaagcacttttatagacacccaaacgtettetttgtcectgetge
vV v Q DD RULU F S G S I RENITCGT FA AEETDTD
aatggatgacagaatgtgccagagcaagtcatattcatgatgtgataatgaaaatgccaatggggtatgaaacgt
ttacctactgtcttacacggtctcgttcagtataagtactacactattacttttacggttaccccatactttgca
E WM TETCA AIRA A SHTIHDVIMIEKMZPMMGTIET
taataggtgaactgggggaaggtctttccggecggtcaaaaacagcgtatattcattgecccgagetttataccgga
attatccacttgaccceccttccagaaaggccgeccagtttttgtegecatataagtaacgggctcgaaatatggeet
L I G EL GEGU LS GG OQ K Q R I F I A RAUL YR
aacctggaatattatttatggatgaggctacaagttctcttgatacagaaagtgaacgtttcgtgaatgctgecca
ttggaccttataataaatacctactccgatgttcaagagaactatgtctttcacttgcaaagcacttacgacggt
K P G I L. F M D EATS S LD TE S EIRVF VN AA

taaaaaaaatgaatatcacccgggtgattattgcacacagagaaactacgttgagaactgttgacaggattattt
attttttttacttatagtgggcccactaataacgtgtgtctctttgatgcaactcttgacaactgtcctaataaa
I K K M NI TWRUVITIAHIRETTTIL®RTVDRTITI
ctatttaaaatccactggtgtaactttgtaaggagttttgtcgatgggggaggttaagaag base pairs
gataaattttaggtgaccacattgaaacattcctcaaaacagctaccccctccaattectte 3376 to 3436
s I - pvEF-R

Figura A2. Amplicon de 3.436 pb que contiene el operon mchEF. Se indican los genes y su
secuencia aminoacidica deducida. Se sefialan con gris los cebadores y se subrayan las posibles

secuencias Shine-Dalgarno.
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Inserto de pBRIC

PV-R
gaggaattacaagcgtatgaggaatatttcttcctgttataattcctegttatgectcagatatectgttggaggtyg base pairs
ctccttaatgttcgcatactccttataaagaaggacaatattaaggagcaatacgagtctatagacaacctccac 1 to 75

gaatggaagatagacaatccaccaagaagaaatatcattctgtgtggattgtccaataactgttctttcttatat base pairs
cttaccttctatctgttaggtggttcttctttatagtaagacacacctaacaggttattgacaagaaagaatata 76 to 150

taaataatactatttataaacaaacatcactaagattatttggactccaattacacaatcttcccgcagcatagt base pairs
atttattatgataaatatttgtttgtagtgattctaataaacctgaggttaatgtgttagaagggcgtcgtatca 151 to 225
- L ¢C vV D S L N NP S WDNCULIRGA AWM A YN

tccatgcttctgaaggtatceccttecgggtttttgettaattgttcecectaaaccggatggagacattgcaggat base pairs
aggtacgaagacttccatagggaagcccaaaaacgaattaacaagggggatttggcecctacctctgtaacgtceccta 226 to 300
W A E S P I G E P K Q K I TG G UL G S P S M A P N

taggtttgtgagtggatgcatagtcatatattgcacctccagccacacccccagcagetgetceccaattectectg base pairs
atccaaacactcacctacgtatcagtatataacgtggaggtcggtgtgggggtcgtcgacgaggttaaggaggac 301 to 375

P K HT s A YD YTIAG GG AV GG A AW AGTISGGA
caacaaattgcccggatagtgttcctatageccatcgcaatatcacgeccctgaagcaccaccagaaacagaatcta base pairs
gttgtttaacgggcctatcacaaggatatcggtagegttatagtgecgggacttecgtggtggtetttgtecttagat 376 to 450

vV F Q G s L. T G I A MATIUDUZRTGS SA ASGTG S V s DL

cvaC

attcatttagagtcagagttctcatatgatctcctttttatcttatcggatattgaataataattatcaccaaca base pairs
taagtaaatctcagtctcaagagtatactagaggaaaaatagaatagcctataacttattattaatagtggttgt 451 to 525

E N L T L T R M
aagtaacatattgcagacattaatgcagagaagcaaaatgtatgcatggataaaaagtcctttcctctaaaaaca base pairs
ttcattgtataacgtctgtaattacgtctcttecgttttacatacgtacctatttttcaggaaaggagatttttgt 526 to 600

caatcatatatagctaatgcaatatatattgcggtggcatttattataaatgcaaataacaactctaattttgtt base pairs
gttagtatatatcgattacgttatatataacgccaccgtaaataatatttacgtttattgttgagattaaaacaa 601 to 675

+— .
ctttttctatccattactttttatcccattactttctatcccattaccacacaaacactaacgataatgattatc base pairs
gaaaaagataggtaatgaaaaatagggtaatgaaagatagggtaatggtgtgtttgtgattgctattactaatag 676 to 750

gttaacatagtcaagagtgaagggtaggagg base pairs
caattgtatcagttctcacttcccatcctece 751 to 781
pV-L

Figura A3. Amplicon de 781 pb que contiene el operdn cvi-cvaC. Se indican los genes y su
secuencia aminoacidica deducida. Se sefialan con gris los cebadores y se subrayan las posibles
secuencias Shine-Dalgarno.



Inserto de pValColV

PAB-Fw
tcctgataactctcctatgttgtatgtttatatgatttteccttgaaacatataatgcaaattttcgatttatttt
aggactattgagaggatacaacatacaaatatactaaaaggaactttgtatattacgtttaaaagctaaataaaa

cvaA

ccatcattaatccagataaacaacaaactaatagtatgcaaggagacattatttgtttciccaggatgctttaga
ggtagtaattaggtctatttgttgtttgattatcatacgttcctctgtaataaacaaagCggtcctacgaaatct
M F R Q D A L E
aaacagaaaaatgaagtggcagggacgggcaatattacttcccggaataccactgtggttaatcatgectgggaag
tttgtctttttacttcaccgtcecctgeccegttataatgaagggecttatggtgacaccaattagtacgacectte
N R KM K WQ GRATIULTULU®PGTIU®PULMWILTIMMILG S
cattgtgtttattacggcatttctgatgttcattattgttggtacctatagccgeccgtgttaatgtcagtggtga
gtaacacaaataatgccgtaaagactacaagtaataacaaccatggatatcggcggcacaattacagtcaccact
I v F I T A F LMV F I I V GGT Y S RURV NV S G E
ggtcacaacctggccaagagctgtcaatatatattcaggtgtacagggatttgttgtcaggcagtttgttcatga
ccagtgttggaccggttctcgacagttatatataagtccacatgtccctaaacaacagtccgtcaaacaagtact
v T T W P R AV NI ¥ S GV Q G F V V R Q F V HE
agggcagttgataaaaaaaggggatcctgtttatctgattgacatcagtaaaagtacacgcaatggtattgtcac
tcccgtcaactatttttttcccctaggacaaatagactaactgtagtcattttcatgtgegttaccataacagtyg
G Q L I K K GGD P V Y L I DI S K S TU RNSGTIUVT
tgataatcatcgccgggatatagaaaaccagctggttcgtgtggacaacattatttceccgtctggaagaaagtaa
actattagtagcggccctatatcttttggtcgaccaagcacacctgttgtaataaagggcagaccttetttcatt
D NHRIRUDTIENOQILV RV DNTITISURIULEE S K
aaaaataacgctagataccctggaaaaacaacgtctgcaatacacagatgcgttccgtcgctcatcagacattat
tttttattgcgatctatgggacctttttgttgcagacgttatgtgtctacgcaaggcagcgagtagtctgtaata
K I T L D T LE K Q R L Q ¥ T D AU F IR R S S D I I
acagcgtgcagaggaagggataaaaataatgaaaaataatatggagaattacagatactatcagtcaaaaggact
tgtcgcacgtctccttcectatttttattactttttattatacctcttaatgtctatgatagtcagttttecctga
Q R A E E G I K I MKNNMMEN YR Y Y Q S K G L
gattaataaagatcaattaactaaccaagttgcattatattatcaacaacaaaacaaccttctcagtctgagcgg
ctaattatttctagttaattgattggttcaacgtaatataatagttgttgttttgttggaagagtcagactcgec
I N KD Q L TNOQ V A L Y Y Q Q Q NNTILTUL S L S G
acaaaatgaacaaaatgccctgcagataaccactctggagagtcagattcagactcaggcagcagattttgataa
tgttttacttgttttacgggacgtctattggtgagacctctcagtctaagtctgagtccgtecgtctaaaactatt
Q N E Q NA L Q I T TULE S Q I Q T Q A A D F D N
tcgtatctatcagatggaactgcaacgactcgaattgcagaaagaactggttaacactgatgtggaaggcgaaat
agcatagatagtctaccttgacgttgctgagcttaacgtctttcttgaccaattgtgactacaccttececgettta
R I ¥ Q M EL Q R L EUL Q K EUL V NTUDV E G E I
cattatccgggcgttgtctgacgggaaagttgactccctgagtgtcactgtagggcaaatggtcaataccggaga
gtaataggcccgcaacagactgccctttcaactgagggactcacagtgacatcccgtttaccagttatggectcect
I I R AL S DG K VD S L S VTV GQMV NTGD
cagccttctgcaggttattcctgagaacattgaaaactattatcttattctctgggtcccgaatgatgectgttece
gtcggaagacgtccaataaggactcttgtaacttttgataatagaataagagacccagggcttactacgacaagg
S L L. Q VI PENTIENY YL I L WV P NIDA AV P
ttatatttcggctggtgacaaagtgaatattcgttatgaageccttcccctcagaaaaatttgggcagttcectectge
aatataaagccgaccactgtttcacttataagcaatacttcggaaggggagtctttttaaacccgtcaagagacg
Y I s A G D KV NI R Y E AU FUP S EKVF G Q F S A
tacggttaaaactatatccaggactcctgcgtcaacacaggaaatgttgacctataagggagcacctcaaaatac
atgccaattttgatataggtcctgaggacgcagttgtgtcctttacaactggatattccctecgtggagttttatg
T v KX T I s RT P A s T Q EMTL T Y K G AP Q NT
gccgggtgectctgttcecectggtataaagtcattgecgacgectgaaaagcagataatcaggtatgacgaaaaata
cggcccacggagacaagggaccatatttcagtaacgctgcggacttttegtctattagtccatactgetttttat
P G A SV PWY K VI ATUPEI KU QTITIIZRYUDEI KY
cctccctctggaaaatggaatgaaagccgaaagtacactatttctggaaaaaaggcgtatttaccagtggatget
ggagggagaccttttaccttactttcggctttcatgtgataaagaccttttttccgecataaatggtcacctacga
L P L ENGMI KA AUE S TULF L EI KU RI RTIUYOQMWMIL

cvaB
ttctcctttctatgacatgaaacacagtqcaacaqgaccgatcaatgactagcaggaatttcagacaaattataa
aagaggaaagatactgtactttgtgtcacgttgtcctggctagttactgattgteccttaaagtctgtttaatatt

s P F Y DMK KH S ATG P I ND -

M T N R N F R Q I I
atctgcttgatttgcgctggcaacgtcgtgttccggttattcatcagacggagaccgctgaatgtggactggeet
tagacgaactaaacgcgaccgttgcagcacaaggccaataagtagtctgectcectggecgacttacacctgaccgga
N L L D L R W QR RV P VI HOQTETA AETCGTUL A
gcctagcaatgatatgcggtcattttggtaagaatattgacctgatatatcttcgecggaagtttaatctetetg
cggatcgttactatacgccagtaaaaccattcttataactggactatatagaagcggcecttcaaattagagagac
cC LA MIOCGH FSGI KN NTIDIU LTI VYULURI RI KT FNTIL S
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cccgtggagcaacccttgcaggaatcaatggaatagcggagcaactggggatggecacccgggetctttecactgg
gggcacctcgttgggaacgtccttagttaccttatcgectegttgacccectaccggtgggececcgagaaagtgacce
A R G A TULA G I NGTIAUEOQULGMATURA ATL S L
agttggatgaacttcgagtcctcaaaacgccgtgtattctccactgggatttcagtcacttecgtegttctggtcea
tcaacctacttgaagctcaggagttttgecggcacataagaggtgaccctaaagtcagtgaagcagcaagaccagt
E L D E LRV LK TUPCTIULUHWT DV F S HUVF V V L V
gcgtaaagcgtaaccgttatgtactgcatgatccggeccaggggcataagatatatcagecgggaggaaatgagece
cgcatttcgcattggcaatacatgacgtactaggccggtcccegtattectatatagtcggecctectttactegg
S V XK R NR Y VL HDPAIRGTIIZRYTI S REEMS
gatattttacaggcgttgcacttgaggtctggcccggaagtgaattccagtcggaaacecctgcagaceccgeataa
ctataaaatgtccgcaacgtgaactccagaccgggccttcacttaaggtcagectttgggacgtectgggegtatt
R Y F T GV A LEVWUPG S EVF Q S ETULOQTRI
gtcttcgttcactgattaacagtatttacggtattaaaagaacgctggcgaaaattttctgtctgtcagttgtaa
cagaagcaagtgactaattgtcataaatgccataattttcttgcgaccgcttttaaaagacagacagtcaacatt
S L R S L I N SI Y G I KRTULAI KTIU FIC CTUL S VYV
ttgaagcaatcaatctgctaatgccggtggggacacagctggttatggatcatgctattecctgegggggacagag
aacttcgttagttagacgattacggccacccctgtgtcgaccaatacctagtacgataaggacgcccectgtcte
I EA I NL L MP V GGT QL V M DHATIUPA ASGT DR
ggctactgacgctaatttctgctgctcttatgttttttatattactcaaagctgcaacgagtacgctgcgegecat
ccgatgactgcgattaaagacgacgagaatacaaaaaatataatgagtttcgacgttgctcatgcgacgecgegta
G L L. T LI s AA LMV FVF I L L K A AT S TUL R A
ggtcttcactggttatgagcacgctcatcaatgtacagtggcagtcggggctgttcgatcatcttctcagactac
ccagaagtgaccaatactcgtgcgagtagttacatgtcaccgtcageccccgacaagctagtagaagagtctgatyg
W s s L VM S TULTINUVQWOQS GG UL FDUHTULTULRL
cgctggcecgttttttgaacgccgaaaattaggtgatatccagtcacgttttgactecccttgacacattgagggeca
gcgaccgcaaaaaacttgcggcttttaatccactataggtcagtgcaaaactgagggaactgtgtaactceccggt
P L A F F ERURKULSGDTIOQSU RV FD S L DTTULIRA
catttaccaccagtgtgatcgggttcataatggacagcattatggttgtcggtgtttgtgtgatgatgctgttat
gtaaatggtggtcacactagcccaagtattacctgtcgtaataccaacagccacaaacacactactacgacaata
T F T T s Vv I GF I M D S I M VYV GV CVMMTL L
acggaggatatctcacctggatagttctctgctttaccacaatttacatttttattcgactggtgacatacggca
tgcctcctatagagtggacctatcaagagacgaaatggtgttaaatgtaaaaataagctgaccactgtatgecgt
Yy 6 G Y L. T wIVLCU FTTTI Y I F I RL V T Y G
attaccgacagatatcagaagaatgtcttgtcagggaggcccgtgcecegectcecctattttatggaaacattatatg
taatggctgtctatagtcttcttacagaacagtccctccgggcacggcggaggataaaatacctttgtaatatac
N Y R Q I s E EC L V R E AR AA S Y FMETTUL Y
gtattgccacggtaaaaatccaggggatggtcggaattcggggggcacactggcttaatatgaaaatagatgega
cataacggtgccatttttaggtcccctaccagecttaagecccecececgtgtgaccgaattatacttttatctacget
G I A TV KI QGMV GGIRGAHWTLNMMIKTITDA
taaattcgggtattaagctaaccaggatggatttgctcttcggaggaataaatacctttgttaccgectgtgate
atttaagcccataattcgattggtcctacctaaacgagaagecctccttatttatggaaacaatggcggacactag
I N s G I K L T R MDULULF G G I NTF V T A C D
agattgtaattttatggctgggagcaggccttgtgatcgataatcagatgacaataggaatgtttgtagecgttta
tctaacattaaaataccgaccctcgtccggaacactagctattagtctactgttatceccttacaaacatcgcaaat
Q I vI LWL GAGULV IDDNOMTTIGMMT FV A F
gttcttttcgtgggcagttttcggaaagagttgecctctectgaccagttttecttecttcagectaagaataatgagte
caagaaaagcacccgtcaaaagcctttctcaacggagagactggtcaaaagaagaagtcgattcttattactcag
S S F R G Q F S ERV A SLT S FLULQULURTIMS
tgcacaatgagcgcattgcagatattgcattacatgaaaaggaggaaaagaaacctgaaattgaaatcattgctg
acgtgttactcgcgtaacgtctataacgtaatgtacttttectecttttectttggactttaactttagtaacgac
L H N E R I A DI AULUHEI KEEI KI K?©PETIETITIA
atatggggccaatatccctggaaaccaatggtttaagctatcgttatgacagtcagtcagcaccgatattcagtyg
tataccccggttatagggacctttggttaccaaattcgatagcaatactgtcagtcagtecgtggectataagtcac
p MG P I S L ETNGUL S Y R Y D S Q S A P I F S
ctctgagtttatctgtagctccgggggaaagtgtggectataactggtgettecggtgegggaaaaaccacattaa
gagactcaaatagacatcgaggcccecctttcacaccgatattgaccacgaaggccacgecctttttggtgtaatt
A L S L S V A P G E s vaA I TG AS G AGI KTTL
tgaaagtactatgtggactatttgaacctgatagcgggagggtactgataaatggtatagatatacgccaaattg
actttcatgatacacctgataaacttggactatcgccctcccatgactatttaccatatctatatgecggtttaac
M K VL CGULVF E P D S GR VL I NGTIT DTIUZ RZQTI
gaataaataattatcaccggatgatagcctgtgttatgcaggatgaccggctattttcaggctcaattcgtgaaa
cttatttattaatagtggcctactatcggacacaatacgtcctactggeccgataaaagtccgagttaagcacttt
G I NN Y HRMTIACVMOQDID U RIULF S G S I R E
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atatctgtggttttgcagaggaaatggatgaagagtggatggtagaatgtgccagagcaagtcatattcatgatg
tatagacaccaaaacgtctcctttacctacttctcacctaccatcttacacggtctcgttcagtataagtactac
N I C G F A EEMDEEWMVYVET CM AIRA ASUHTIMHD
ttataatgaatatgccaatgggatatgaaacattaataggtgaacttggggaaggtctttctggecggtcaaaaac
aatattacttatacggttaccctatactttgtaattatccacttgaaccccttccagaaagaccgeccagtttttyg
vV I M NMPMGYETTULTIGETLTGETGTU LS G G Q K
agcgtatatttattgcacgagccttataccggaaaccaggaatattatttatggatgaggcaaccagtgetecttg
tcgcatataaataacgtgctcggaatatggecctttggteccttataataaatacctacteccgttggtcacgagaac
Q R I F I A RALYRI KU&PGTIULU FMUDE AT S A L
attcagagagtgaacatttcgtgaatgttgccataaaaaacatgaatatcaccagggtaattattgcacacagag
taagtctctcacttgtaaagcacttacaacggtattttttgtacttatagtggtcccattaataacgtgtgtctc
D S E S EH F V NV AI K NMNTITWRUVYVITIAUHR
aaacaacgttgagaactgttgatagagttatttctatttaaaccatagaggaattacaagcgtatgaggaatatt
tttgttgcaactcttgacaactatctcaataaagataaatttggtatctccttaatgttcgcatactccttataa
E T T L R T V DRV I S I -
tcttecctgttataattectegttatgctcagatatctgttggaggtggaatggaagatagacaatccaccaagaa
agaaggacaatattaaggagcaatacgagtctatagacaacctccaccttaccttctatctgttaggtggttctt

gaaatatcattctgtgtggattgtccaataactgttctttcttatattaaataatactatttataaacaaacatc
ctttatagtaagacacacctaacaggttattgacaagaaagaatataatttattatgataaatatttgtttgtag
- L C VvV D
actaagattatttggactccaattacacaatcttcccgcagcatagttccatgecttctgaaggtatececcttecggg
tgattctaataaacctgaggttaatgtgttagaagggcgtcgtatcaaggtacgaagacttccatagggaagecc
S L N NP S WDNCTULURGA A AYNDNWA AE S P I G E P
tttttgcttaattgttcceccctaaaccggatggagacattgcaggattaggtttgtgagtggatgcatagtcata
aaaaacgaattaacaagggggatttggcctacctctgtaacgtcctaatccaaacactcacctacgtatcagtat
K Q K I T 6 G L G S P S MAPNUPI KU HT S A Y D Y
tattgcacctccagccacacccccagcagctgctccaattectecctgcaacaaattgeccggatagtgttectat
ataacgtggaggtcggtgtgggggtcecgtcgacgaggttaaggaggacgttgtttaacgggecctatcacaaggata
I A G GA V GGAAAGTIGGA AV F QG S L T G I
cvaC
agccatcgcaatatcacgccctgaagcaccaccagaaacagaatctaattcatttagagtcagagttctcatatg
tcggtagcgttatagtgcgggacttcecgtggtggtctttgtcttagattaagtaaatctcagtctcaagagtatac

A MAIDRG S AGSG SV S DULENIZLTTLTIRM
atctcctttttatcttatcggatattgaataataattatcaccaacaaagtaacatattgcagacattaatgcag
tagaggaaaaatagaatagcctataacttattattaatagtggttgtttcattgtataacgtctgtaattacgtc

agaagcaaaatgtatgcatggataaaaagtcctttcctctaaaaacacaatcatatatagctaatgcaatatata
tcttcgttttacatacgtacctatttttcaggaaaggagatttttgtgttagtatatatcgattacgttatatat

N e —
ttgcggtggcatttattataaatgcaaataacaactctaattttgttctttttctatccattactttttatccca
aacgccaccgtaaataatatttacgtttattgttgagattaaaacaagaaaaagataggtaatgaaaaatagggt

ttactttctatcccattaccacacaaacactaacgataatgattatcgttaacatagtcaagagtgaagggtagg

aatgaaagatagggtaatggtgtgtttgtgattgctattactaatagcaattgtatcagttctcacttcccatce
pvV-L

agg base pairs

tcc 4276 to 4278

Figura A4. Amplicon de 4.278 pb que contiene el sistema genético ColV. Se indican los genes y
su secuencia aminoacidica deducida. Se sefialan con gris los cebadores y se subrayan las posibles

secuencias Shine-Dalgarno.
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