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RESUMEN

Mycobacterium tuberculosis (Mtb) es el agente etiolégico de la tuberculosis, enfermedad que
causa en el mundo 1.3 millones de muertes por afio. Aunque existe quimioterapia, esta
enfermedad sigue siendo un problema debido a multiples factores, el diagnéstico y
tratamiento tardio o abandono de éste debido a su larga duracion, la aparicion de cepas
multirresistentes, el deterioro de la salud general de la poblacion y la falta de fondos
suficientes a nivel mundial. Se estima que una de cada cuatro personas se infecta con Mtb y
un 10% desarrolla la enfermedad. Dentro de las estrategias para evadir la respuesta inmune
Mtb introduce en el citosol diversos factores de virulencia. Uno de ellos es la fosfatasa de
tirosina PtpA, proteina que nuestro grupo demostré interacciona con proteinas humanas
relacionadas al metabolismo. En este contexto, es relevante para el grupo obtener cepas
micobacterianas que carezcan de dicho gen o que el mismo esté silenciado. Recientemente
se ha aplicado con éxito la estrategia CRISPR-dCas9 interferente en la generacion de cepas
mutantes de micobacterias. Con este método se puede modular el nivel de expresion de un
gen, insertando al genoma bacteriano un plasmido que contenga la secuencia de la proteina
dCas9 y el sgRNA. La enzima dCas9 es incapaz de cortar la doble hebra de ADN debido a
mutaciones en sus dominios nucleasa y se une al sgRNA, cuya secuencia fue disefiada de
forma de que complemente y se hibride al gen que codifica para PtpA, formando un
complejo que inhibe la transcripcién de dicho gen. En el presente trabajo se aplicd dicha
estrategia a Mycobacterium bovis BCG y Mycobacterium smegmatis, siendo exitosa para
esta Ultima micobacteria, ya que se detectd una reduccioén significativa de los niveles de
PtpA en extractos proteicos bacterianos. A su vez, los resultados sugieren que en las
condiciones de cultivo utilizadas en la tesis la PtpA de Mycobacterium smegmatis producida
no se secreta ya que se detecta principalmente en los extractos celulares y no en el
sobrenadante de los cultivos de Mycobacterium smegmatis.
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1. Introduccion

1.1. La tuberculosis

La tuberculosis (TB) es una zoonosis de incidencia mundial que afecta a humanos,
bovinos y otras especies. Los agentes etiolégicos de la TB son las micobacterias incluidas
en el Mycobacterium tuberculosis complex (MTC), grupo que incluye al patégeno humano
Mycobacterium tuberculosis (Mtb) (Vogelnest, 2013). El bacilo Mtb responsable de esta
enfermedad fue descubierto por el Dr. Robert Koch el 24 de marzo de 1882, por lo que hoy
nos referimos a Mtb también como “Bacilo de Koch”. Histéricamente es una de las
enfermedades infecciosas mas letales en el mundo. En los ultimos 20 afos la TB ha
causado la muerte de 30 millones de personas, a una tasa promedio 1.5 millones por afio,
ocupando el primer lugar hasta la aparicion de COVID-19. En 2022 se estimaron 10.6
millones de casos, 7.5 millones de ellos fueron personas diagnosticadas por primera vez
(5.8 millones fueron hombres, 3.5 millones mujeres y 1.3 millones nifios). En las Américas
se estima un incremento del 14% de casos de TB en comparacion con 2015 (Global
tuberculosis report, 2023). Particularmente en nuestro pais en 2023 se reportaron 1350
casos, de los que 1171 fueron casos nuevos, lo que hace a un indice de incidencia de 35,9
casos cada 100,000 habitantes. Desde 2006 Uruguay presenta un aumento sostenido de la
incidencia, mayor que el promedio de las Américas (31 cada 100,000 habitantes) (CHLAEP,
2024).

La udnica vacuna aprobada contiene el Bacilo Calmette y Guérin (BCG) que
corresponde a una cepa atenuada de Mycobacterium bovis (Mb BCG) (Lange et al., 2022).
En 1921 fue administrada con éxito por primera vez a un bebé recién nacido cuya madre
habia perecido de TB. Existen varias cepas vacunales que difieren levemente entre si
(“Pasteur”, “Copenhagen”, etc.), las cuales fueron atenuadas a partir de una cepa original de
M. bovis mediante 230 pasajes seriados. La cepa vacunal, se mantuvo en medio liquido,
demostrando su no-virulencia en diferentes modelos animales (como vacas, ratones y
monos) (Hesseling, 2009; Moise et al., 2009), lo cual indica que las mutaciones inducidas en
el atenuamiento son estables (Mahairas etal., 1996). Posteriormente, se demostré que
algunas mutaciones interrumpen con el funcionamiento del sistema de secrecion del factor
de virulencia ESAT-6 (early secretory antigenic target 6 kD) (Harboe et al., 1996) y varios
polimorfismos de un solo nucleétido que afectan diversos sistemas, tales como la
produccion de ciertos acidos micodlicos (lipidos de la membrana de Mib) (Belley et al., 2004)
y el correcto funcionamiento de una proteina regulada por AMP ciclico (CRP) (Spreadbury
et al., 2005). La vacuna BCG no logra actualmente prevenir de forma efectiva la TB y es
eficaz principalmente en nifios (Mangtani et al., 2014). Una de las razones principales de
esto es que las cepas circulantes de Mtb son mucho mas virulentas que las cepas que
circulaban 100 afios atras. Nuevas vacunas se vienen desarrollando basadas en el uso de
diferentes estrategias, siendo MTBVAC una de las que estaran disponibles préximamente.
MTBVAC se basa en el uso de una cepa atenuada de Mtb, a la que se le eliminaron los
genes phoP (Rv0757) y fadD26 (Rv2930) (Zhuang et al., 2023). PhoP es un factor de
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transcripcién que regula la expresién de alrededor del 2% del genoma de Mib, incluyendo la
sintesis de lipidos de la membrana celular como las aciltrealosas y la secreciéon de ESAT-6
(Frigui etal., 2008). Por otra parte, la delecién en fadD26 interfiere en la sintesis de
Phthiocerol dimycocerosate (PDIM), lipidos de la envoltura bacteriana (Camacho et al.,
1999). Por lo tanto, gracias a la delecion de estos genes, se genera una desestabilizacién
de las membranas y envolturas celulares y una disminucion de la secrecion de factores de
virulencia. Actualmente se encuentra en la fase tres de pruebas clinicas, que incluye la
prueba de su eficiencia en nifios y adolescentes (Zhuang et al., 2023).

Existe una quimioterapia que permite tratar la TB, los antibiéticos mas comunes y de
primera linea son: isoniacida, rifampicina, etambutol y pirazinamida (Tabla 1). No obstante,
no se ha logrado erradicar la enfermedad a nivel mundial debido a varias razones. Entre
ellas, no toda la poblacion tiene acceso a estos antibidticos, los pacientes abandonan el
tratamiento debido a que es largo (de cuatro meses a un afio), en ciertos casos el
tratamiento no es el adecuado y muchas veces el diagndstico es tardio presentandose
cuadros clinicos mas complicados e infecciones mas avanzadas. Todo esto ha contribuido al
surgimiento de cepas resistentes a uno, dos o todos los antibiéticos existentes (Liebenberg
et al., 2022; Global tuberculosis report, 2023). Sumado a esto, el deterioro de la salud
general de la poblacion (infeccion por HIV, COVID-19, adicciones, diabetes, malnutricién)
dificulta aun mas el tratamiento de la TB, la adherencia a este y empeora el pronéstico de
salud en las personas infectadas. Otro factor relevante es que los fondos dedicados a la
investigacion, prevencion y tratamiento de la TB son insuficientes a nivel mundial, del orden
de la mitad de los que se necesitaria para erradicar la TB (Global tuberculosis report, 2023).

Tabla 1: Mecanismo de accion y resistencia de los antibioticos de primera generacion utilizados en la
quimioterapia contra TB (Shi et al., 2007).

Antibioético Blanco/Mecanismo Resistencia
Rifampicina Se une a la ARNpolimerasa micobacteriana y Asociada a una mutacién en el
bloquea asi la elongacién del ARN que esta gen de la subunidad b de la ARN
siendo sintetizado. polimerasa (gen rpoB).
Isoniazida Entra a la bacteria como una pro-droga y es Asociada a mutaciones en los
activada por la enzima catalasa-peroxidasa genes katG, inhA (NADH enoil acil
KatG de Mtb generando una amplia variedad carrier proteina reductasa), kasA
de especies reactivas con actividad bactericida (cetoacil ACP sintasa), ndh
que afectan la sintesis de acido micdlico, dafian (NADH deshidrogenasa), ahpC
el ADN, oxidan lipidos, y alteran el metabolismo (hidroperoxido reductasa).
del NAD+.
Etambutol Interfiere con la sintesis e integridad de la Asociada a mutaciones en el locus
pared celular de la micobacteria al inhibir las embCAB, principalmente en
arabinosil transferasas codificadas por el locus embB.
embCAB esencial para la sintesis de
arabinogalactano (embAy embB) y
lipoarabinomanano (embC).
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Pirazinamida Pro-droga activada por enzima pirazinamidasa | Asociada a mutaciones en el gen

-nicotinamidasa de Mtb, codificada por el gen pncA.

pncA. Su mecanismo de accién continta sin

comprenderse completamente, sin embargo

estudios recientes sugieren que se une a la

enzima aspartato decarboxilasa, y promueve
asi su degradacion (Gopal et al., 2020).

La pandemia de Covid 19 generdé un estado de emergencia global en el que disminuyé la
cantidad de casos de TB reportados, dado que los sistemas de salud no tuvieron la
capacidad de diagndstico necesaria debido a su estado de saturacion, falta de recursos vy el
estimulo a la poblacién a permanecer confinado. En la Figura 1 se observa la estimacién de
muertes causadas por TB mundialmente en los ultimos 12 afios. Durante los afios de la
pandemia (2019-2021) se interrumpe la reduccion sostenida en el numero de muertes,
observandose un aumento, que impide llegar a la meta propuesta para 2025 por la OMS
(Global tuberculosis report, 2023). Asimismo, la epidemia por TB histéricamente ha afectado
mayoritariamente a personas de edad avanzada y nifos, sin embargo en los ultimos afos se
ve mayor incidencia y circulacion en la poblacién activa, entre los 15 y 45 afios (CHLAEP,
2024; Global tuberculosis report, 2023).
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Figura 1: Tendencias globales en el numero estimado de muertes causadas por TB entre los afios 2010 y 2022.
La linea en negro muestra los casos totales, en azul los casos de personas HIV negativas y en celeste personas
HIV positivas. La linea punteada muestra la meta para 2025 de la “End TB strategy” (reduccion del 75% en el
numero de muertes totales por TB). Las areas sombreadas representan intervalos de 95% de incertidumbre.
Imagen tomada de Global tuberculosis report, 2023.

1.2. Caracteristicas de Mycobacterium tuberculosis

Mtb es una bacteria aerobia facultativa de crecimiento lento, forma parte del MTC, un
grupo de micobacterias que causan TB en humanos y otros animales. Posee una alta
resistencia a diversos antibioticos gracias a la estructura de su compleja envoltura celular
(Figura 2), caracterizada por la presencia de una primera capa de peptidoglicanos unidos a
la membrana plasmatica, tipica en las bacterias Gram positivas, y una segunda capa de
arabinogalactanos unidos covalentemente a los peptidoglicanos. Los arabinogalactanos se
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encuentran ligados a acidos micdlicos, los que representan la mayor parte de esta
estructura celular y le dan su caracteristica hidrofébica y la ya mencionada resistencia a los
antibioticos (Hett & Rubin, 2008; Raffetseder, 2016). La ultima capa de la pared celular
consiste principalmente en glicanos (y en menor medida lipidos y proteinas) unidos no
covalentemente con el resto de la pared (Lemassu & Daffé, 1994; Ortalo-Magné et al.,
1995). Entre los lipidos que componen la pared celular nos encontramos con glucolipidos
tales como lipoarabinomanano (LAM), lipomanano (LM) y mandsidos de fosfatidil inositol,
capaces de anclarse a la membrana plasmatica y cuyas funciones se encuentran
relacionadas a las etapas iniciales de la infeccion por Mtb, como el reconocimiento por parte
de células del sistema inmune vy la fagocitosis por parte de los macréfagos (Brennan, 2003;
Pitarque et al., 2008). Por otra parte, la gran densidad de los lipidos de la pared celular
también interfiere en la tincién Gram, por lo que las micobacterias son sometidas a tinciones
acido-resistentes, como la tincién Ziehl-Neelsen (ZN).
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Figura 2: Esquema representativo de la estructura de la pared celular micobacteriana. La primera capa se
caracteriza por la presencia de peptidoglicanos, largos polimeros de N-acetilglucosamina (NAG) y acido
N-acetiimuramico (NAM) unidos mediante enlaces peptidicos, pueden encontrarse glicosilados. Una segunda
capa consistente en arabinogalactanos, conecta los peptidoglicanos a los lipidos principales de la tercera capa,
los &cidos micdlicos. Ademds, presentan una capsula externa compuesta mayormente por polisacaridos
(glucanos, arabinanos y arabinomananos), y en menor medida proteinas y lipidos. Tomada de Kieser & Rubin,
2014.

Peptidoglycan

La principal forma de transmision de Mitb es mediante particulas en el aire que
ingresan al cuerpo humano por las vias respiratorias e infectan inicialmente macrofagos
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alveolares (Cambier et al., 2014). Un 10% de los infectados por Mtb generan una infeccion
activa y por ende la TB. En el resto de los infectados la bacteria se mantiene en un estado
de latencia durante largos periodos de tiempo contenidos en granulomas, formados en
consecuencia de la respuesta inmune. Estos se encuentran constituidos por nucleos de
macrofagos infectados y células necréticas rodeadas de células especializadas derivadas de
macrofagos (Figura 3). Cuando el hospedero se encuentre en una situacion comprometida,
como la edad avanzada o con alguna enfermedad inmunosupresora (por ejemplo HIV), Mtb
se reactivara, pasara a su estado activo y causara la enfermedad al diseminarse a otros
organos. Infecciones extrapulmonares de Mtb pueden afectar diversos 6rganos y tejidos,
principalmente ganglios linfaticos cervicales y pleura, y en menor medida el sistema
nervioso central, el torrente sanguineo (considerada una de sus formas mas letales) y el
sistema esquelético (Moule & Cirillo, 2020).
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Figura 3: Ciclo infectivo de Mtb. La infeccion por Mtb comienza cuando particulas de aerosol con bacterias,
provenientes de un individuo con la enfermedad activa, llegan a los pulmones de un individuo sano. Los
macréfagos del epitelio pulmonar fagocitaran a las bacterias y promoveran asi el reclutamiento de una nuevos
macrofagos y linfocitos que formaran el granuloma. El granuloma limita la expansion de la infeccién, sin
embargo, las bacterias dentro de este pueden generar la necrosis de los macréfagos infectados, promoviendo la
replicacion de estas, su diseminacion y transmision. Imagen tomada de Cambier et al., 2014.

La interaccion con los macréfagos alveolares comienza principalmente mediante el
reconocimiento de Mtb por parte de receptores de lectina tipo C y receptores barrenderos.
En particular, el reconocimiento de LAM (lipoarabinomanano) y ManLAM (manosil-LAM) por
parte del receptor de manosa (ManR) lleva a la internalizacion de Mtb (Hossain & Norazmi,
2013; Kang et al., 2005). Una vez el patdégeno es internalizado en el fagosoma, las lineas de
defensa de los macréfagos son diversas, entre ellas se encuentra la fusion del fagosoma
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con el lisosoma formando el fagolisosoma que se acidifica y mata la bacteria, la produccion
de moléculas antimicrobianas, activacién de la autofagia y la apoptosis. Sin embargo, Mtb
logra evadir la respuesta inmune y manipular asi a su hospedero, por ejemplo, puede
inhibirla apoptosis y autofagia de los macrofagos, lo que favorece la persistencia de la
bacteria dentro de las células eucariotas y evita la externalizacion de componentes
intracelulares que serian antigenos clave en el desarrollo de una respuesta inmune
adaptativa (Koul et al., 2004); o promover la necrosis en ciertas etapas de la infeccion que
permiten la diseminacion del patégeno a otros tejidos (Bo et al., 2023; Zhang et al., 2005).

1.3. Fosfatasa de tirosina PtpA en diferentes micobacterias

Dentro de los factores de virulencia implicados en la persistencia de Mtb se
encuentra la fosfatasa de tirosina PtpA. PtpA es una fosfatasa de tirosina de bajo peso
molecular introducida en el citosol (Bach et al., 2008) y en el nucleo (Wang et al., 2017) de
los macréfagos durante la infeccidn. Su secuencia carece de sefial de exportacién conocida
y se ha sugerido es introducida en los macréfagos mediante el sistema de secrecion SecA2
o ESX/tipo VII micobacteriano (Sullivan et al., 2012; Wong et al., 2013). Se ha descrito que
PtpA, al interaccionar con proteinas eucariotas, es capaz de inhibir la formacion del
fagolisosoma (Bach et al., 2008; Wong et al., 2011), modular la respuesta inmune al inhibir la
produccion de ciertas citoquinas proinflamatorias (TNFa, IL-1B3, y IL-12) (Wang et al., 2015),
e inhibir la apoptosis (Poirier et al., 2014), favoreciendo la sobrevida de la bacteria dentro del
macrofago. Segun la hipétesis de nuestro grupo, PtpA podria, ademas, regular el
metabolismo energético del macrofago (Margenat et al., 2015, 2023). Si bien el gen ptpA no
es un gen esencial para el crecimiento de la bacteria, se ha demostrado que es relevante
durante la infeccion de macréfagos humanos derivados de monocitos THP-1 y ratones SPF
C57BL/6v (Bach et al., 2008).

La cepa Mb BCG, a pesar de ser menos virulenta que Mtb, cuenta con un gen que
codifica para PtpA idéntico al de Mtb, cuyo producto se ha demostrado es introducido en el
citosol de los macréfagos durante la infeccion, como ocurre con Mtb (Wang et al., 2017). Por
otro lado, entre los genes de Mycobacterium smegmatis (Msmeg) se observa que mas de
2800 genes codifican para proteinas con ortélogos en Mtb, con identidad en aminoacidos
mayor a 50% (Judd et al., 2021). Msmeg no pertenece al MTC, ya que es una especie que
no causa TB y es de crecimiento rapido. Si bien esta bacteria posee el gen que codifica para
PtpA y su homologia de secuencia con respecto a la PtpA de Mb es de 75,64%, no hay
reportes de que se secrete durante la infeccion. El hecho que Msmeg pueda ser manipulada
en laboratorios de bioseguridad BSL1 y que su crecimiento sea rapido, la hacen un modelo
mas favorable ante otros como Mtb o Mb BCG que requieren largos tiempos de incubacion y
laboratorios de mayor nivel de bioseguridad (BSL-3 o BSL-2, respectivamente) (Sparks
et al., 2023). Sin embargo, este modelo también tiene sus limitaciones debido a su menor
patogenicidad y divergencia genética respecto a los miembros del MTC, lo que hace que no
sea conveniente utilizarlo al momento de estudiar los mecanismos de infeccion de Mtb. Las
micobacterias de crecimiento lento, como Mb BCG y Mycobacterium marinum, son mejores
modelos ya que se encuentran mas estrechamente relacionadas con Mtb y presentan una
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interaccion bacteria-hospedero y factores de virulencia semejantes (Shiloh & Champion,
2010).

Para abordar la hipotesis sobre el potencial papel de PtpA en la modulacion del
metabolismo lipidico del macréfago, es relevante para nuestro equipo contar con estrategias
de mutagénesis que nos permitan generar cepas micobacterianas mutantes en el gen de la
fosfatasa PtpA. Hemos logrado con éxito, y gracias a la colaboracién con el grupo liderado
por la Dra. Fabiana Bigi, la cepa mutante para el gen que codifica para PtpA en una cepa
virulenta de Mtb (CDC1551) (Fleischmann et al., 2002; Irving, 2022). Esta cepa se genero
mediante la estrategia clasica de recombinacion homadloga (Irving, 2022), estrategia que no
ha podido ser aplicada con éxito en Uruguay para Mb BCG, en el marco de la tesis de
maestria de la Lic. Tania Garcia. La recombinacién homdloga aplicada a la generacion de
micobacterias mutantes consiste en dos etapas principales, la primera es la transformacion
por electroporacion de Mtb con un plasmido que expresa las recombinasas RecE y RecT,
que promueven el intercambio alélico, y contiene resistencia a kanamicina. En una segunda
etapa se realiza una segunda electroporacion con la finalidad de introducir el fragmento a
recombinar, un cassette de higromicina que interrumpira el gen que codifica para PtpA. De
esta forma se interrumpe el gen e inhibe de forma permanente su transcripcion. El problema
fundamental ha sido la baja eficiencia en las transformaciones por electroporacién de Mb
BCG. Asi, buscando sortear las dificultades, se considero aplicar la estrategia de CRISPR
(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats), y la cual ha sido utilizada en
micobacterias con éxito (Meijers et al., 2020; Yan et al., 2020). Una de las ventajas de esta
estrategia es que requiere Unicamente de una etapa de transformaciéon por electroporacién
de la bacteria y no dos como en la estrategia de recombinacién homéloga. Por lo tanto, con
éste método las bacterias son sometidas a menor cantidad de estrés por el shock eléctrico
de la electroporacién, lo que hace mas viable y rapida la obtencibn de mutantes. A
continuacion se describe el origen y caracteristicas de dicho sistema que permite interferir
con la transcripcion de genes de interés.

1.4. CRISPR en micobacterias

Muchas bacterias y arqueas poseen secuencias palindrémicas cortas repetidas en
su ADN, que se encuentran rodeando secuencias singulares, generalmente provenientes de
ADN viral, denominados espaciadores. Esto es a lo que llamamos hoy en dia CRISPR, que
junto con los genes codificantes de las proteinas Cas, capaces de cortar ADN, forman un
sistema de defensa de estos organismos (Jinek et al., 2012). Este sistema puede haber
surgido como resultado de la exposicion de estas bacterias a elementos génicos de fagos
y/o plasmidos, seguido de una posterior integracién de fragmentos pertenecientes a estos
elementos dentro del arreglo CRISPR. También puede considerarse como un registro o
recuerdo de infecciones previas, que definen la capacidad de defensa de las células
procariotas, generando una maquinaria de prevencion para posibles infecciones de los
mismos patdgenos en el futuro (Barrangou et al., 2007; Jiang & Doudna, 2017). Asi, cuando
un virus introduce su ADN en el citoplasma de una bacteria que posee el arreglo CRISPR,
esta es capaz de integrar pedazos de ese ADN entre sus secuencias palindromicas
repetidas, y dejar asi un registro del ADN foraneo. Luego, el arreglo CRISPR, incluyendo los
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espaciadores, se transcriben dando lugar a un primigenio pre-crRNA. El procesamiento de
este pre-crRNA depende de qué sistema tenga la bacteria o arquea, puede ser cortado por
una proteina Cas o por la enzima endonucleasa ARNasa lll, dando lugar a moléculas de
ARN tipo interferentes de aproximadamente 40 nucledtidos de largo (crRNA). El crRNA se
une a la proteina Cas9 y forman asi el sistema efector de la funcién, capaz de reconocer y
cortar los &cidos nucleicos complementarios dando lugar a la edicion génica (Jiang &
Doudna, 2017). Sin embargo, se precisa algo mas para que ocurra el procesamiento: la
presencia de un frans-activating-crRNA (tracrRNA), que se hibrida con el pre-crRNA y dirige
tanto su procesamiento como la formacion del complejo con Cas9, ahora si capaz de
realizar edicion génica (Deltcheva etal., 2011). El tracrRNA es un pequefio ARN no
codificante que actua junto con la ARNasa lll permitiendo la activacién del complejo
crRNA-Cas9, mediante la formacion del duplex tracrRNA:crRNA, que llamaremos de ahora
en adelante guide RNA (gRNA). El tracrRNA se encuentra codificado en cercania al operén
cas y del arreglo CRISPR, y su secuencia es parcialmente complementaria a la de los
repetidos palindromicos. El tracrRNA:crRNA involucra la unién de las ultimas 22 bases del
extremo 3’ terminal de crRNA con las bases de un segmento cercano al extremo 5 de
tracrRNA. Por lo tanto, este duplex junto a Cas9, vigila la célula y busca el ADN blanco que
se complemente con algun espaciador en su repertorio. Luego, este complejo desenhebra el
ADN exdgeno y permite la hibridacion con el gRNA. Finalmente, se induce un corte doble
hebra y asi se elimina el ADN exégeno (Barrangou et al., 2007; Jiang & Doudna, 2017).
Asimismo, gracias a la presencia en el ADN exdégeno de las secuencias llamadas
Protospacer Adjacent Motif (PAM) este sistema es capaz de diferenciar ADN exdgeno de los
espaciadores (ADN exogeno previamente incorporado). Las secuencias PAM son
reconocidas por proteinas Cas, enzimas que reconocen PAM distintas dependiendo de la
especie bacteriana. Por lo tanto, durante el proceso de incorporacion de los espaciadores se
eligen fragmentos de ADN adyacentes a secuencias PAM, que no formaran parte del
espaciador. Por lo tanto, si el complejo Cas9-gRNA reconoce una secuencia de ADN
complementario con un PAM adyacente, el sistema reconoce que es ADN exdgeno y sera
capaz de realizar el corte doble hebra. En la figura 4 resumen los elementos descritos del
sistema CRISPR mostrando el hibrido ADN blanco:crRNA:tracrRNA.

Yy pam protospacer 2
non-complementary 5- -TTATATGAACATAACTCARTTTGTAAAARAGGGTATTCOGGAATTCATTA-3 target DNA
[ [T ‘1 RN RRRRARE
(ﬂmplamentary 3 =AATATACTTGTATTGAGTTARACATTTTTTCCCAT AACCCCTTARGTAAT =51

REAARERARARANARNAAE
5 ¢ = AUARCUCARUUUGUAA AR BUTTIAGNGEUNIGEUGUUING - 1 crRNA-sp2
S| HEI= DELIRTLERT

AGCCACCEUGAAAAAGUICAACUAUUGCCUGAUCGGARUARRRIY COAUACGACARRACTUACCARGG-5"
G [l GAR
vCeEUscUUuUUUU-2 . tracrRNA

Figura 4: Representacion esquematica del hibrido ADN blanco:crRNA:tracrRNA. En la figura se muestra el ADN
blanco (protospacer 2 target DNA), la secuencia resaltada en rojo indicando la regiéon de complementariedad del
crRNA con el tracrRNA y en amarillo la secuencia complementaria al ADN blanco. Imagen adaptada de Jinek
etal., 2012.
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Las investigadoras E. Doudna y J. A. Charpentier, galardonadas con el Premio Nobel
de Quimica en 2020, fueron las primeras en demostrar el uso de un corte doble hebra en
ADN con el sistema CRISPR-Cas9 (Jinek etal., 2012). Estas investigadoras también
disefiaron un gRNA quimérico (single guide RNA, sgRNA) que combina el crRNA y el
tracrRNA, en una sola molécula, lo que simplifica el sistema. Entonces, el sistema puede ser
programado para cortar cualquier porcion de ADN, solamente con el cambio de la secuencia
del espaciador. Asimismo, es posible controlar el tipo de cambio que se genera al utilizar el
sistema ya que el corte doble hebra puede ser reparado mediante unién de extremos no
homologos, que tiende a cometer errores causando deleciones o inserciones; o por
recombinacion homoéloga, que se puede utilizar para realizar una modificacion mas precisa
utilizando una secuencia molde. Por lo tanto, nos encontramos con una técnica de edicién
génica que no solamente posee gran precision, sino que es adaptable a casi cualquier
condicién que uno quiera imponer y con la que se puede obtener una gran variedad de
resultados.

Una variacion de la estrategia clasica que es muy popular al trabajar con genes no
esenciales es el CRISPR-dCas9 interferente (CRISPR-dCas9i). Esta estrategia se basa en
la aplicacion de una proteina Cas9 incapaz de cortar la doble hebra de ADN, llamada
dCas9, debido a mutaciones D10A y H840A en sus dominios nucleasa (Qi et al., 2013), lo
que le permite unirse a su ADN blanco e interferir en la transcripcion, como se observa en la
Figura 5.
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Figura 5: Dibujo explicativo de la regulaciéon de la expresion génica con CRISPR-Cas9 interferente mediante
impedimento estérico de dCas9 a la ARN polimerasa. El complejo formado por dCas9 y la secuencia blanco de
ADN bloquea el pasaje de ARN polimerasa y por lo tanto la elongacién de la transcripcién. Imagen tomada de
Choudhary et al., 2015.

Esta técnica ha sido aplicada con éxito en micobacterias (Rock et al., 2017). Para ello, un
plasmido codificando los diferentes componentes del sistema CRISPR-dCas9i y un promotor
inducible por anhidrotetraciclina (ATc) es insertado en el ADN micobacteriano. Para ello, en
la primera etapa se introducen dos plasmidos en la micobacteria, uno de los cuales se
insertara en el genoma micobacteriano, mediante recombinacién sitio especifica, sin
interrumpir el gen blanco. Esto es posible gracias a que el segundo plasmido introducido
posee un gen que codifica de forma constitutiva para la L5 integrasa, la cual proviene de un
fago de Mycobacterium smegmatis. Esta integrasa reconoce un sitio attp presente en el
plasmido que codifica para los componentes del sistema CRISPR-dCas9i y un sitio attb en

13


https://www.zotero.org/google-docs/?fNteKZ
https://www.zotero.org/google-docs/?i45smx
https://www.zotero.org/google-docs/?wXUSu4
https://www.zotero.org/google-docs/?WVtnqR

el genoma micobacteriano y es capaz de mediar la recombinacién entre los dos sitios. La
segunda etapa es la de induccién del sistema con la droga ATc, que da lugar a la expresion
de dCas9 (proveniente de Streptococcus thermophilus) y del sgRNA, que formaran el
complejo capaz de silenciar parcial o totalmente la transcripcion del gen blanco. La cantidad
de ATc utilizada define el nivel de silenciamiento, suele ser mayor si se trata de
micobacterias de crecimiento lento que de crecimiento rapido, posiblemente debido a la
diferencia en la regulacion de los promotores o a una menor permeabilidad de Mtb a las
tetraciclinas. Ademas se ha demostrado que la ATc funciona correctamente durante
infecciones de macréfagos con micobacterias mutantes obtenidas con esta estrategia (Ehrt
et al., 2005). Por otro lado, el sistema CRISPR-dCas9i puede regularse y adaptarse para
cumplir diversas funciones, se puede silenciar total o parcialmente un solo gen, asi como
multiples genes simultdneamente. Uno de los principales objetivos con los que se ha
utilizado esta técnica en micobacterias ha sido probar la esencialidad de varios genes, por
ejemplo, en el trabajo realizado por de Wet et al., 2020, se estudiaron 263 genes en Msmeg
con ortélogos directos en Mtb, visualizando los cambios morfolégicos en las células luego
del knockdown de estos genes.

En el presente trabajo se propone aplicar la estrategia de CRISPR-Cas9i para el gen de la
fosfatasa micobacteriana PtpA, utilizando las cepas Mb BCG de crecimiento lento y la cepa
Msmeg de crecimiento rapido. Obtener estas herramientas resulta de suma importancia
para caracterizar las cepas mutantes y compararlas con las cepas salvajes. Ademas
contribuird a evaluar los cambios en el metabolismo del macréfago que puedan estar
asociados a PtpA, realizando ensayos de infecciéon con cepas que podamos manipular en
Uruguay, como Mb BCG y Msmeg, dada la carencia de un laboratorio de bioseguridad
adecuado para manipular las cepas virulentas.

2. Hipoétesis

Es posible modificar genéticamente a Mb BCG y Msmeg utilizando la técnica
CRISPR-dCas9i, de manera de silenciar la expresion del gen que codifica para PtpA.

3. Objetivo general y especificos

Objetivo general

Poner en marcha la técnica de CRISPR-dCas9i con el propdsito de silenciar la expresion del
gen que codifica para PtpA en Mb BCG y Msmeg.
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Objetivos especificos

1) Obtener cultivos puros de Mb BCG y Msmeg a partir del stock del laboratorio

2) Obtener el plasmido pIRL58 que expresa el sgRNA para el gen que codifica para
PtpA necesario para aplicar el método de CRISPR-dCas9i

3) Aplicar con éxito el sistema CRISPR-dCas9i en Mb BCG y Msmeg

4. Materiales y Métodos

4.1. Materiales

La composicion y preparacion de las soluciones utilizadas en las diferentes
metodologias se describen en la seccion de Materiales del Anexo. En cada caso se
especificod la marca de los reactivos utilizados.

4.2. Ensayo de CRISPR-dCas9i para la obtencién de una cepa micobacteriana mutante
en el gen que codifica para PtpA

Para aplicar esta estrategia se necesita contar con dos plasmidos: uno que contenga
la secuencia codificante de una proteina integrasa y otro que contenga las secuencias
codificantes del sgRNA de interés y de la proteina dCas9. A su vez se necesitaron cultivos
de micobacterias que se utilizaron en los ensayos de electroporacion con dichos plasmidos.
A continuacion se detalla la metodologia utilizada para la obtencién de los plasmidos, los
cultivos de micobacterias, los protocolos de las electroporaciones realizadas y de la
induccién del sistema CRISPR-dCas9i.

4.2.1. Expansion en E. coli de los plasmidos pIRL58 y pIRL19 y su purificaciéon

Los plasmidos pIRL58 y pIRL19 fueron proporcionados por la Dra. Gabriela Gago
(IBR-Argentina) (Figura 6). El plasmido pIRL58 contiene la secuencia codificante de dCas9,
un promotor inducible con anhidrotetraciclina (ATc), un sitio de corte de la enzima BsmBI
(ER0451, Thermo Scientific) seguido de la secuencia tracrRNA y un cassette de resistencia
a kanamicina. Por otra parte, el plasmido pIRL19 contiene la secuencia codificante de la
integrasa L5 de expresion constitutiva, y un cassette que confiere resistencia a ampicilina.
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plRL1S [Addgene $163634] p1RL58 [Addgene #166886]
4204 bp T670 bp

Figura 6: Esquema de los plasmidos utilizados en esta tesis. Der. Plasmido pIRL58 contiene la secuencia
codificante de la proteina dCas9, el tracrRNA, un sitio de corte de la enzima BsmB], sitio de origen de replicacion
oriE y un cassette de resistencia a kanamicina. Izq. Plasmido pIRL19 contiene la secuencia codificante de una
proteina L5 integrasa, sitio de origen de replicacién oriE y cassette de resistencia a ampicilina.

Para expandir ambos plasmidos se realizé una transformacion mediante shock térmico en
bacterias E. coli DH5a quimiocompetentes disponibles en el laboratorio. Se descongelaron
dos alicuotas de 50 pL de células en hielo durante 10 min, luego se agregaron 100 ng del
plasmido correspondiente y se mantuvo en hielo durante 30 min. Se realiz6 el shock térmico
en termobloque a 42 °C por 90 s, seguido de 2 min en hielo, agregando posteriormente 500
WL de medio Lisogeny Broth (LB) e incubando a 37 °C por 1 h. Para el plasmido pIRL58, un
volumen de 100 yL de la mezcla de transformacién sin diluir y dos diluciones seriadas de
esta se sembraron en placas de LB agar/kanamicina (50 yg/mL). En el caso de pIRL19, se
procedié de igual manera, excepto que se utilizaron placas de LB agar/ampicilina (100
pg/mL). Las placas se dejaron incubando a 37 °C durante 24 h para posterior evaluacion del
crecimiento de colonias transformantes, seleccionando tres colonias de cada transformacién
e inoculando estas en 3 mL de medio liquido LB conteniendo el antibidtico adecuado e
incubando los cultivos a 37 °C bajo agitacién de 200 rpm durante 16 h. Transcurrido este
tiempo, se centrifugaron los cultivos a 12000 rpm por 1 min para recuperar las bacterias, y
se procedié a la extraccion de ADN plasmidico con un kit comercial (GeneJET Plasmid
Miniprep, Thermo Scientific). La cuantificacion de los plasmidos se realizé mediante
espectrofotometria utilizando un Nano Drop Lite (Thermo Scientific), teniendo en cuenta la
relacion A260/A280 para evaluar la pureza del plasmido obtenido. Para evaluar la
conformacion de los plasmidos se sembraron 70 ng de cada uno en un gel de agarosa al 1%
en TAE 1X en buffer de carga 1x final (10X, 10816015, Invitrogen). En paralelo se sembro
también 5 pL del marcador de peso molecular (GeneRuler 1kb, SM0311, Thermo) y se migré
a 100 V durante 40 min. Posteriormente se incub6 el gel 40 min en 50 mL de TAE 1X
conteniendo 2,5 uL de GoodView (HCV-2, SBS Genetech) y se visualizaron las bandas del
gel en un transiluminador de luz UV.

4.2.2. Obtencioén e insercion del fragmento crRNA en el plasmido pIRL58

Para la obtencion del fragmento de crRNA, que junto al tracrRNA formaran el
sgRNA, se utilizd el protocolo descrito por Jeremy Rock (Rock et al., 2017), con algunas
modificaciones para adaptarlo a los equipos disponibles en el laboratorio. La primera etapa

16


https://www.zotero.org/google-docs/?UvDQV1

consistio en el disefio de los oligonucleétidos, se busco en el gen pipA la secuencia PAM,
reconocida por la proteina dCas9. En este caso, para nuestra dCas9 la secuencia es
“‘“NNAGAAG” (siendo N cualquier nucleétido), dado que proviene de S. thermophilus. EI ARN
reconocido como guia correspondié a los 20 nucledtidos upstream del PAM. Por lo tanto, se
mando sintetizar dos oligonucleétidos de secuencia tal que una vez hibridados forman la
doble cadena blanco sin la regién PAM. Asimismo, en el extremo 5’ de cada oligo se agregé
4 nucledtidos extra, de manera que una vez formado el dimero de ADN se generaron
extremos cohesivos. Estos seran el sitio de union con pIRL58, una vez digerido con la
enzima de restriccion BsmBIl. Estos oligos, una vez hibridados y ligados a pIRL58 seran
parte de la secuencia single guide ARN (sgRNA) del complejo dCas9-sgRNA. Asi, en una
segunda etapa, se realiz6 la hibridacion de los oligos agregando 77,2 ng de cada uno en 23
ML buffer hibridacién (50 mM Tris pH 7.5, 50 mM NaCl y 1 mM EDTA). Se utilizdé un
gradiente en un termociclador (Maxygene, Axygen) que incluyé las siguientes etapas: 85 °C
por 30 s, 80 °C por 1 min, 75 °C por 1 min, 72 °C por 1 min, 70 °C por 1 min, 68 °C por 1
min, 65 °C por 30 s, 55 °C por 30 s, 50 °C por 30 s, 45 °C por 30 s, 35 °C por 30 s, 25 °C
por 30 s. Transcurrida la hibridaciéon la muestra se conserva a -20 °C. Posteriormente en
una tercera etapa se realizé la digestiéon de pIRL58 con la enzima BsmBl, utilizando el
protocolo recomendado por el proveedor el cual consiste en mezclar suavemente 1 ug del
plasmido (en este caso 12 L), 3 pL agua libre de nucleasas, 2 uL buffer Tango (10X, BY5,
Thermo Scientific), 1 yL DTT 20 mM y 2 uL BsmBI (20 U finales), y se dejé incubando a 37
°C por 16 h. Transcurrido el tiempo, se inactivd la enzima BsmBI incubando a 65 °C por 20
min. Para el control negativo se agregaron todos los componentes menos la enzima.
Ademas se agregd un control adicional utilizando el plasmido Pet Duet (5 kb) (Nguyen et al.,
2023) que sabemos contiene un unico sitio para BsmBl. Para evaluar la digestion se
sembraron en un gel de agarosa al 1% en TAE 1X los productos de la digestiéon (20 pL) en
buffer de carga 1x final (10X, 10816015, Invitrogen). En paralelo se sembré también 5 pL del
marcador de peso molecular (GeneRuler 1kb, SM0311, Thermo) y se migré a 100 V durante
40 min. Posteriormente se incubd el gel 40 min en 50 mL de TAE 1X conteniendo 2,5 uL de
GoodView (HCV-2, SBS Genetech) y se visualizaron las bandas del gel en un
transiluminador de luz azul. Las bandas de interés se cortaron del gel utilizando un bisturi
estéril y el ADN se purifico utilizando un kit comercial (Genedet Gel Extraction kit, KO619,
Thermo).

Backbone del pIRL58

l l

5'-TATAATCTGGGAGGAGACGATTAATGCGTCTCGGTTTTTGTACTCG-3'
J-ATATTAGACCCTCCTCTGCTAATTACGCAGAGCCAAAAACATGAGC-5'

Digestion con BsmBl

5'-TATAATCT GTITTITTGTACTCG-3'
3-ATATTAGACCCT AACATGAGC-5'
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Figura 7: Esquema representativo de la digestion de pIRL58 por parte de BsmBI. En rosado se resaltan los sitios
de reconocimiento por parte de BsmBlI en el plasmido y las flechas rojas marcan sus sitios de corte. Luego de la
digestion se subrayan los extremos cohesivos generados, sitio de union con el crRNA.

Finalmente, una vez obtenido el crRNA hibridado y el plasmido digerido y purificado se
realizé la ligacion utilizando la enzima T4 ligasa (400.000 U, MD2025, NEB) y las
condiciones sugeridas por el proveedor: se mezclaron 2 uL de pIRL58 digerido (9 ng), 1 uL
oligos hibridados (aproximadamente 3 ng ), 0,5 yL T4 ADN ligasa (200 U finales), 0,6 uL
Buffer T4 ADN ligasa (10X) y 1,9 pyL agua. La mezcla de reaccién se incubod a temperatura
ambiente por 4,5 h, inactivando posteriormente la enzima con una incubacién a 65 °C por 10
min. A continuacion, para contar con suficiente material se amplifico el plasmido mediante
transformacion de células E. coli DH5a quimiocompetentes usando 3 uL de la ligacion,
siguiendo el mismo protocolo descrito en la seccion 4.2.1. En este caso se sembrd 250 uL
de la suspension de bacterias transformadas en placas LB/kanamicina (siempre que se
utiliza kanamicina es con una concentracion final de 50 yg/mL) y se dejaron incubando a 37
°C por 16 h. Transcurrido el tiempo de incubacién, se eligieron 10 colonias transformantes
que se inocularon en 10 tubos con 3 mL LB/kanamicina e incubaron a 37 °C bajo agitacion
de 200 rpm durante 16 h. Los cultivos obtenidos se centrifugaron a 6800 g por 2 min y se
hizo una extraccion de ADN plasmidico utilizando un kit comercial (GeneJET Plasmid
Miniprep de Thermo Scientific). Asimismo, se cuantificd los plasmidos y se evaluaron por
electroforesis en gel de agarosa al 1%, sembrando 1 uL de cada plasmido diluido en buffer
de carga 1x final. Los cuatro clones con mayor pureza se enviaron a secuenciar (Macrogen)
utilizando los cebadores F_pIRL58 (sitio de unién 3342 a 3361) y R_pIRL58 (sitio de unién
3950 a 3969) especificos para el plasmido pIRL58, disefiados en esta tesis (tabla 2). Para
no perder los diez clones seleccionados, estos se expandieron también en medio sdlido y se
conservaron a 4 °C hasta su verificacion. Una vez obtenidas las secuencias de los
plasmidos se alinearon y analizaron junto a la secuencia del producto esperado, utilizando el
programa JalView (Waterhouse et al., 2009). En paralelo se puso a punto una PCR para
verificar la presencia de clones positivos, es decir que presentaban la construccion deseada.
Para ello se disefid un cebador interno adicional R_pIRL58_sgRNA (sitio de union 3841 a
3869) que junto al F_pIRL58 (Tabla 2) permite verificar si la construccién es la correcta, en
cuyo caso se debe observar un amplicon de 524 bp mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1%.

Tabla 2: Oligonucleétidos y cebadores sintetizados para los diversos ensayos

Nombre Secuencia (5’-3%)

F_PtpA_sgRNA GGGAGATCTGCCGGTCGCCAATGGC

R_PtpA_sgRNA AAACGCCATTGGCGACCGGCAGATC

F_pIRL58 TGCCTCGGTGAGTTTTCTCC
R_pIRL58 ACCTCTSGGGTCCCCAAGTC
R_pIRL58_sgRNA AAAAGGCCATTGGCGACCG
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4.2.3 Obtencioén de cultivos de Mb BCG y Msmeg

La manipulacién de Mb BCG y Msmeg se realizé en cabina de flujo vertical con nivel
de bioseguridad Il (Labconco). Mb BCG se cultivdo en medio 7H9 Middlebrook liquido o agar,
suplementado con 10% albumina—dextrosa—cloruro de sodio (ADS), 0.5% glicerol como
fuente de carbono principal, 2,5% Tween 80 20% (que llamaremos caldo 7H9 completo) y en
agar también se suplementé con verde malaquita 0,2 ng/mL. En casos particulares, donde
los ensayos lo requerian, se crecio en el medio minimo Sauton. Los cultivos de Mb BCG se
realizaron a partir del stock disponible en el laboratorio desarrollado previamente y una
placa proporcionada por Marina Forrellad (CONICET). Tanto los cultivos en medio sélido
como liquido se incubaron en camaras humedas durante tres a cuatro semanas,
generalmente pasando por medio sélido y de alli inoculando los cultivos liquidos. Una vez
pasados los tiempos de incubacion, se buscd en las placas la presencia de colonias
pequenas, opacas y planas, de un color crema blanquecino. Por otra parte, Msmeg (cepa
mc2 155) también se cultivd en 7H9, con los mismos suplementos que Mb BCG, y en medio
LB liquido o agar. Para evaluar la pureza de los cultivos liquidos y en agar se realizaron
tinciones con el método Ziehl-Neelsen (International Union Against Tuberculosis and Lung
Disease, 2000), tipico para la identificacidon de bacterias acido-alcohol resistentes, con
pequenas modificaciones. Si se partié de cultivo en placa se picé una colonia y resuspendié
en 10 yL de PBS estéril, en cambio si se partié de cultivos liquidos se centrifugd 1 mL a
6000 g durante 3 min, descartando el sobrenadante y agregando 1 mL de PBS estéril, para
centrifugar nuevamente a 6000 g durante 3 min. Se descarté el sobrenadante y se
resuspendio en 20-200 uL de PBS. Se colocaron 10 uL de las suspensiones en laminas
estériles, secando y fijando las suspensiones en mechero. Una vez frias las laminas se
colocaron en un recipiente con la solucion de fucsina y se calentaron en estufa a 65 °C
durante 15 minutos. Se dejan enfriar las laminas, se hace un lavado suave con agua y se
pasa solucion decolorante hasta que deje de salir rosado. Se lavé nuevamente con agua y
se incubd 1 min con la solucién de azul de metileno, lavandola con agua. Las laminas se
dejaron secar y se visualizaron en microscopio con aumento 100X.

4.2.4. Electroporacion de Mb BCG con los plasmidos de interés

La transformacion de Mb BCG con pIRL58 y pIRL19 se realizé6 segun el protocolo
descrito por Parish y Kumar (Parish & Kumar, 2021). Previo a la transformacién se
prepararon células de Mb BCG electrocompetentes. Para ello se inocularon 50 mL de caldo
7H9 10% ADS/2.5% Tween 80 20% con 5 mL de un cultivo puro de Mb BCG, que se incubd
durante 7 dias a 37 °C en agitacién. En el 6to dia se agregaron 5 mL de glicina 2 M. Luego
de la incubacién se lavo el cultivo tres veces a temperatura ambiente con glicerol 10%
(precalentado a 37 °C), reduciendo el volumen de glicerol progresivamente, es decir un
primer lavado con 10 mL, luego 5,0 mL y finalmente 2,5 mL, centrifugando a 3000 g durante
3 min entre cada lavado. A continuacién se centrifugaron las células y el pellet de células se
resuspendié en 1,5 mL de glicerol 10%. Se hicieron alicuotas de 200 L para ser usadas en
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el momento. En paralelo, se preparé6 una mezcla de los dos plasmidos con proporcion
aproximadamente 2:1 microgramos de plasmido pIRL58 (proveniente del clon 2) respecto a
pIRL19, agregando entonces a cada alicuota de micobacterias 0,3 ug de pIRL58 (2 uL) y
0,16 pg de pIRL19 (3 pL), en un volumen final de 5 uL totales. Se transfirieron las mezclas
de electroporacion a cubetas de 0,2 cm y se sometieron a un unico pulso de 2,5 kV, 25 uF y
una resistencia de 1000 Q. Inmediatamente después se diluyeron en 10 mL de medio 7H9
completo, y se incubd a 37 °C durante 16 h. Los cultivos se centrifugaron a 3000 g por 10
min, se descarto el sobrenadante y se realizaron diluciones 1/10, 1/10? y 1/10° en caldo 7H9
completo. Se inocularon por triplicado gotas de 9 uL de cada dilucion y el pellet sin diluir, en
placas de 7H9 agar/kanamicina/verde malaquita/ADS. Como control de la electroporacion se
inocularon también por triplicado las tres diluciones en una placa sin kanamicina. Debido a
que plIRL58 no tiene un promotor compatible para micobacterias, la Unica forma en la que se
expresa la resistencia a kanamicina es cuando éste se inserta dentro del genoma y utilice el
promotor micobacteriano presente en el sitio, asegurando que las colonias obtenidas sean
mutantes. Posteriormente, se calculd la eficiencia de transformacién en las diluciones con
colonias independientes y distinguibles entre si y se visualizd la pureza del cultivo previo y
después de la transformacion por tinciéon ZN.

4.2.5. Electroporacion de Msmeg con los plasmidos de interés

Para la preparacion de las células electrocompetentes y la electroporacion también
se utilizo el protocolo de Parish y Kumar modificando los volumenes a una menor escala
(Parish & Kumar, 2021). Para preparar células de Msmeg electrocompetentes se inocularon
50 mL de caldo 7H9 ADS/Tween con 500 pL de un cultivo puro de Msmeg, incubando a 37
°C durante 24 h, para luego incubar por 1,5 h en hielo. Las bacterias se recuperaron
centrifugando a 3000 g por 10 min, se lavo el pellet tres veces con glicerol al 10% frio,
reduciendo el volumen de glicerol progresivamente, es decir un primer lavado con 10 mL,
luego 5 mL y finalmente 2,5 mL. El pellet se resuspendié en 2 mL de glicerol 10% y se
hicieron alicuotas de 200 pL para ser usadas en el momento y guardar a -80 °C. Se preparé
una mezcla de los dos plasmidos al igual que cuando se trabajo con BCG, y se agregaron 5
ML de la mezcla a cada alicuota de bacterias. Se dejaron reposar 10 min en hielo y se
transfirieron las células con los plasmidos a cubetas de 0,2 cm (enfriadas en hielo
previamente) y se sometieron a un unico pulso de 2,5 kV, 25 pyF y una resistencia de 1000
Q. Se volvieron a colocar las cubetas en hielo por 10 min, e inmediatamente después se
diluyeron en 10 mL de medio 7H9 completo, incubando a 37 °C durante 2 h. Los cultivos se
centrifugaron a 3000 g por 10 min y previo a su sembrado en placa fueron diluidos 1/10 y
1/10? en caldo 7H9 completo. En placas de LB agar/Tween/kanamicina se inocularon por
triplicado gotas de 9 pL de cada dilucion y del pellet sin diluir. Como control de la
electroporacion se inocularon también por triplicado el pellet sin diluir y las diluciones 1/10,
1/10% y 1/10° en una placa sin kanamicina. Se calculd la eficiencia de transformacion a partir
del conteo de las placas: colonias independientes y distinguibles entre si y se visualizo la
pureza del cultivo previo y después de la transformacion, por tincién ZN.

4.2.6. Induccién del sistema CRISPR-dCas9i en Msmeg
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Para evaluar la induccién del sistema CRISPR-dCas9i, se eligieron tres colonias
transformantes de la electroporacién de Msmeg, que se expandieron en placas LB
agar/Tween/kanamicina, para luego inocular 5 mL de medio LB/kanamicina, incubando 48 h
a 37 °C en agitacioén. La pureza de las expansiones se verifico realizando una tincion ZN. De
los precultivos se tomaron 2 mL para inocular 30 mL de caldo Sauton con y sin el inductor
ATc (100 ng/mL) y se dejaron incubando a 37 °C, 100 rpm durante 48 h alcanzando una DO
entre 0,743 y 1,038, representando la fase exponencial de crecimiento.

4.3. Evaluacion de la presencia de PtpA en los cultivos de Msmeg

Para evaluar el éxito del silenciamiento del gen que codifica para PtpA se analiz6 si
la proteina PtpA se detectaba en los extractos proteicos provenientes de los cultivos
inducidos con ATc. Se generaron extractos proteicos totales a partir de los pellet de los
cultivos (que llamaremos de ahora en mas extractos celulares) y ademas extractos a partir
de los sobrenadantes de medios de cultivos (que llamaremos sobrenadantes, SN) para
evaluar también la secrecién de PtpA en Msmeg.

4.3.1. Preparacién de extractos

Para preparar los extractos se tomaron 2 mL de cada cultivo obtenido tal cual se
describe en 4.2.6 para medir DOgy, Yy el resto se centrifugd a 3000 rpm durante 6 min. Se
guardaron 25 mL de SN de cada cultivo en alicuotas de 5 mL a -80 °C. Para obtener los
extractos celulares totales se tomaron los pellet y se lavaron tres veces con PBS,
centrifugando a 6000 g por 3 min luego de cada lavado. Los pellets se resuspendieron en
100 pL de Buffer de Lisis (BL) y se guardaron a -20 °C. Luego se descongelaron,
vortexearon y centrifugaron a 4 °C a 12000 g durante 30 min, conservando los SN a -20 °C.
Por otra parte, los extractos de SN se obtuvieron a partir de las muestras de SN de cultivo
congeladas. Estas se liofilizaron en el Institut Pasteur de Montevideo. Debido a su
composicion no se pudo liofilizarlas completamente pero se las pudo concentrar a un
volumen final de 2 mL, agregando posteriormente 500 uL de Buffer lisis. Se guardaron a -20
°C y luego se descongelaron, vortexearon y centrifugaron a 4 °C a 12000 g durante 30 min,
conservando los SN. Asimismo, para utilizar como controles en diversos ensayos, se
liofilizaron 25 mL de medio Sauton y 7H9 de forma exitosa, que luego se resuspendieron en
300 pL de BL y se guardaron a -20 °C. En resumen, se obtuvieron extractos celulares y SN
de tres clones transformantes, en condiciones con y sin induccién del sistema
CRISPR-dCas9i.

4.3.2. Determinacion de la concentracion de proteinas

Para determinar la concentraciéon proteica de las muestras obtenidas en 4.3.1 se
utilizé el Kit Pierce™ BCA Protein Assays (A65453, Thermo Scientific). Se realizé una curva
de calibracién utilizando diferentes concentraciones del estandar BSA (0,05 a 1 mg),
sembradas por triplicado y a las que se le midié su absorbancia a 562 nm, al igual que las
muestras problema. La curva se ajustdé a una ecuacion de primer orden y se utilizé para la
determinacion de la concentracion de las muestras problema. Una muestra del medio de
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cultivo Sauton se utilizé como blanco en la cuantificacion de los extractos de SN. En caso de
ser necesario se diluyeron las muestras en buffer Tris-HCI 50 mM pH 7.5.

4.3.3. Electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Las proteinas se separaron segun su peso molecular mediante SDS-PAGE
siguiendo el protocolo convencional (Laemmli, 1970), utilizando un gel concentrador al 4%
(p/v) y un gel separador de 12% de acrilamida dependiendo de la muestra. Las muestras se
diluyeron con buffer muestra 6X (Tris 0.35 M, SDS 10%, glicerol 30%, azul de bromofenol
0.02%) hasta una concentracion 1x de dicho buffer, se les agregé DTT a una concentracion
final 50-100 mM, se calentaron 5 min a 95°C, y se dejaron enfriar previo a ser sembradas en
los pocillos del gel de electroforesis. La misma se realizdé a 75 V durante el pasaje por el gel
concentrador, y luego a 180 V durante el pasaje por el gel separador, en un buffer Tris
glicina (Tris 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0.1% pH 8.3). El peso molecular de las muestras
se estim6é por comparacion con estandares de PM. Los geles se tifieron con azul de
Coomassie coloidal, o se transfirieron a membranas de nitrocelulosa por electrotransferencia
(ver secciéon 4.3.4) dependiendo del experimento. Para realizar la tincion de Coomassie se
comenzo incubando el gel con una solucion fijadora 1 h a 4 °C. Luego se quitd la solucion
fijadora y se agregé la solucion de tincién de Coomassie coloidal, incubando en agitacion a
temperatura ambiente durante 24-72 h. Finalmente se decolor6 el gel con agua destilada en
agitacion.

4.3.4. Dot Blot y Western Blot

Para los ensayos de Dot Blot (DB) se sembraron por triplicado gotas conteniendo 10
Mg de extracto celular o 150 pug de extracto SN de los tres clones en membranas de
nitrocelulosa (2 gotas entre los 2 y 3,5 uL para extracto celular y 3 gotas entre los 2,5y 3,4
ML para extracto SN). Para realizar una curva de calibracion se utilizé como estandar PtpA
recombinante producida por el grupo, que se sembré en cantidades de 1 a 10 ng (gotas de 3
ML), también por triplicado. Una vez secas las membranas, se dejaron bloqueando con
Membrane Blocking Solution (000105, Life Technologies) durante toda la noche a 4 °C.
Luego se incubd la membrana con el anticuerpo anti-PtpA (Ac. desarrollado por el grupo,
policlonal en conejo), diluido 1/2000 en Tris-HCI 50 mM pH 7.5, NaCl 150 mM conteniendo
Tween-20 al 0.1% (TBS-T) durante toda la noche a 4°C y agitacion. Se lavé la membrana
tres veces con TBS-T y se incubo con el anticuerpo secundario anti-conejo (#A4416, Sigma)
conjugado a peroxidasa (HRP) diluido 1/50000 en TBS-T durante 1 h a temperatura
ambiente. Posteriormente, luego de tres lavados con TBS-T se procedi6 al revelado. Para
ello se utilizé el kit Pierce ECL Western Blotting Substrate (32106, Thermo Scientific),
mezclando partes iguales de las soluciones A y B, e incubando la membrana 1 min con el
sustrato. Luego se expuso la membrana en el equipo de quimioluminiscencia GBOX Chemi
System (SynGene), haciendo exposiciones en general de entre 1 y 60 min segun la
muestra.

Para los ensayos de Western Blot (WB), las muestras separadas por SDS-PAGE se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Thermo Scientific) utilizando el sistema de
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transferencia humeda de BioRad, en buffer Tris-HCI 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0.1%,
etanol 20%. Las proteinas se transfirieron durante 1 h a 100 V. Una vez finalizada la
transferencia, la membrana se bloqued con una solucién bloqueante comercial (el mismo
que en DB) durante toda la noche a 4°C. Luego se lavo la membrana con TBS-T y se incubd
con el anticuerpo anti-PtpA diluido 1/2000 en TBS-T toda la noche a 4 °C. Luego de 4
lavados de 5 min cada uno con TBS-T se incubd la membrana durante 1 h con el anticuerpo
secundario anti-conejo, diluido 1/50000 en TBS-T. Luego de tres lavados con TBS-T se
procedié a revelar y exponer las membranas de la misma forma descrita anteriormente.

Todos los ensayos estadisticos fueron realizados empleando el software GraphPad Prism
(http://www.graphpad.com). Los datos obtenidos se analizaron mediante el test estadistico
ANOVA de dos vias y la prueba Tukey.

5. Resultados y Discusién

5.1. Se obtuvieron pIRL58 y pIRL19 necesarios para CRISPR-dCas9i

Para aplicar la estrategia de CRISPR-dCas9i en una primera etapa se realizo la
expansion en E. coli de los plasmidos pIRL58 y pIRL19 necesarios para generar la cepa
micobacteriana mutante en el gen que codifica para PtpA. Recordemos que el plasmido
pIRL58 contiene la secuencia codificante de la proteina dCas9, el sgRNA y los genes que
confieren resistencia a kanamicina; y se integrara en el genoma micobacteriano luego de la
electroporacion. El plasmido pIRL19 contiene la secuencia codificante de una proteina L5
integrasa, los genes que confieren resistencia a ampicilina, y es necesario para que pIRL58
se integre al genoma. Los plasmidos una vez purificados presentaron una concentracion de
85,2 ng/uL y 53,8 ng/uL para pIRL58 y pIRL19, respectivamente. Con respecto a la pureza
(relacion A260/280), la del plasmido pIRL19 fué de 1,7, levemente menor al valor
considerado como aceptable (1,8), y la del plasmido pIRL58 fué adecuada (1,8). Ademas, se
evaluo la pureza y conformacién mediante electroforesis en gel de agarosa (Figura 8). En el
carril 1 se muestra el pIRL19 purificado, observandose una uUnica banda, que teniendo en
cuenta el tamafo del plasmido (4204 pb) y el marcador de pb, se corresponde con una
conformacion superenrrollada. En el carril 3 se muestra el plasmido pIRL58 purificado,
observandose dos bandas principales, que si tenemos en cuenta el tamano del pIRL58
(7670 pb) y el marcador de peso molecular, se corresponden con la conformacion circular y
lineal del plasmido. Si bien las cantidades sembradas de cada plasmido purificado fué baja,
para ninguna de las dos preparaciones se observan otras bandas que indiquen degradacion
o presencia de otros acidos nucleicos.
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Figura 8: Evaluacién de la calidad de los plasmidos mediante electroforesis en gel de agarosa. Carril 1,
pIRL19 purificado, carril 2, el marcador GeneRuler 1kb (SM0311, Thermo) y carril 3, pIRL58 purificado.

5.2. Se genero el fragmento ADN que dara lugar al crRNA y se introdujo en pIRL58

Para la obtencion del fragmento de ADN que dara lugar al crRNA se disefiaron dos
oligos como se detalla en la metodologia. Para ello se buscé en el gen ptpA de Mtb (su
secuencia nucleotidica idéntica a la de Mb BCG) la secuencia PAM “NNAGAAG” reconocida
por la proteina dCas9, siendo la secuencia seleccionada los 20 nucleétidos upstream del
PAM (Figura 9 A). A dicha secuencia se le agregd nucledtidos extra, en el extremo 5’, que
permitiran generar extremos cohesivos (Figura 9 B), y que seran el sitio de unién con
pIRL58, una vez digerido con la enzima de restriccién BsmBI.

(A)
PAM

5'- 43 ATCTGCCGGTCGCCAATGGCCGAGAAG 69 -3' RNA guia

(B)
Forward oligo F_PtpA_sgRNA 5-GGGAGATCTGCCGGTCGCCAATGGC-3'
Reverse oligo R_PtpA_sgRNA 3'-CTAGACGGCCAGCGGTTACCGCAAA-5

Figura 9: (A) Fragmento de ADN en el gen pipA elegido para ser el blanco del complejo dCas9-sgRNA. En
violeta se muestra la region a la que se hibrida el crRNA, mientras que en celeste se muestra la secuencia de
reconocimiento PAM, que interactia con dCas9. (B) Esquema de la hibridacion de los oligos sintetizados que
daran lugar al crRNA. En rosado se resaltan los nucleétidos extra que permitirdn generar extremos cohesivos y
seran el punto de union al plasmido pIRL58 luego de la digestion de éste con BsmBI.

Una vez realizada la hibridacion de los oligos sintetizados se insertd6 este ADN en el
plasmido pIRL58. Para ello se realizd en primer lugar una digestién de pIRL58 con la enzima
BsmBl. En la Figura 10 se observa la electroforesis en gel de agarosa mostrando el éxito de
la digestiéon. En el carril 1 se observa el pIRL58 sin digerir y en el carril 2 y 3 el pIRL58
tratado con BsmBl, observandose el éxito de la digestién al detectarse uUnicamente la
conformacion lineal del plasmido en los carriles 2 y 3, concordante con el hecho que este
cuenta con un unico sitio de corte para dicha enzima. En la figura se muestra también un
control adicional que muestra la actividad de la enzima BsmBI utilizando otro plasmido como
sustrato (carril 5 sin digerir y carril 6 digerido).
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Figura 10: Evaluacion de la digestion de pIRL58. En el carril 1 se observa al pIRL58 sin digerir con la enzima
BsmBIl. En el carril 2 y 3 se sembro6 el producto de digestion de pIRL58 con BsmBIl. En el carril 4 se sembro el
marcador de peso molecular GeneRuler 1kb (SM0311, Thermo). En los carriles 5 y 6 se agregd un control
adicional de la actividad de BsmBI evaluando la digestion de otro plasmido (Pet-Duet). Tanto en la digestiéon con
BsmBI del pIRL58 (un sitio de corte) como del Pet-Duet (un sitio de corte) se observé un fragmento del tamafio
esperado.

1 2 3 4

El plasmido pIRL58 digerido se purifico y posteriormente se ligé con T4 ligasa al fragmento
de oligos de ADN hibridado descrito en la Figura 9 B. A continuacion, se expandié la
construccion obtenida mediante transformacion de células E. coli DH5a y se seleccionaron
diez colonias a partir de las cuales se realiz6 la purificacion de los plasmidos y su analisis
por electroforesis en gel de agarosa, teniendo en cuenta el tamafo del plasmido esperado
(7668 pb). La concentracion de estas diez muestras se encontr6é entre 82 y 121 ng/pL vy la
pureza (Ajs/Asg) entre 1,70 y 1,78. Con respecto al analisis por electroforesis (Anexo,
Figura A), se observd que todas las muestras de pIRL58 purificado presentaron una
conformacion superenrollada. De estas muestras, teniendo en cuenta tanto la relacion
A260/280 como el perfil de la muestra en la electroforesis, se seleccionaron las cuatro de
mayor pureza, para ser analizadas por secuenciacion en Macrogen. La Figura 11 muestra el
alineamiento de las secuencias de estos clones con la secuencia del plasmido original sin
inserto (secuencia 10) y con la secuencia tedrica del plasmido con inserto (secuencia 5). En
todos los casos a modo de simplificar se muestra sélo la regién de interés de cada
secuencia. Como se observa, la secuencia de los clones 2 y 8 son iguales a la del plasmido
tedrico con inserto, mientras que los clones 3 y 9 poseen la misma secuencia que el
plasmido original, no habiendo incorporado el inserto.

450 480 470 430 420 500

glon_2_F/1-560 TOATAGATATAATCTOOGAGRTCTOGCCOGTCOCCAATGOCRTTTTTGTACTCGAAAGAAGCT
clon_2_rievcomp/1-561 TOATAGATATAATCTOGGOAGRTCTGCCOGGTCGCCAATOGE
elon_B_#r1-559 TGATAGATATAATCTOGOAGIMTCTGCCGGTCGCCAATGGE
clon_B _rfevwomp/1-562 TOATAGATATAATCTGGGAGATCTGCCGGTCGCCAATGGE
fedrico_con_insero/1-561 TOATAGATATAATCTOGGAGIMTCTGCCGGTCGCCAATGGCE

woE & o B R -

-
=

Figura 11: Alineamiento de las secuencias parciales de los plasmidos purificados. Se representan las
secuencias forward y reverse (reverso complementario) correspondientes a los 4 plasmidos secuenciados. La
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TITTTGTACTCGAAAGAAGCT
TTTTTGTACTCGAAAGAAGCT
TTTTTGTACTCGAAAGAAGCT
TTTTTGTACTCOGAAAGAAGLT
clon_9 #1-560 TGATAGATATAATCTOGOGGAGGAGACGATTAATGCGTCTCGOTTTTTGTACTCGAAAGAAGET
clon_9 rdrewomp/1-560 TGATAGATATAATCTGGGAGGAGACGATTAATGCGTCTCGGTTTTTGTACTCGAAAGAAGCT
clon_23 #1-560 TGATAGATATAATCTOGOGAGGAGACGATTAATGCGTCTCGGTTTTTGTACTCGAAAGAAGCT
clon_3 drewomp/1-561 TGATAGATATAATCTGGGAGGAGACGATTAATGCGTCTCGGTTTTTGTACTCGAAAGAAGCT
tedrico_sin_inserto/1-5681 TGATAGATATAATCTGGGAGGAGACGATTAATGCGTCTCGGTTTTTGTACTCGAAAGAAGCT



secuencia 5 representa la secuencia tedrica con el inserto deseado y la secuencia 10 corresponde a la
secuencia parcial del plasmido sin el inserto. En el recuadro violeta se resalta la secuencia con inserto.

En paralelo, con cebadores disefiados en esta tesis, se evalud la presencia del inserto
mediante PCR, lo que permitié detectar los clones portadores de plasmidos recombinantes
(Figura 12). Esta estrategia, ayudara a que en el futuro se envien a secuenciar unicamente
aquellos clones que ya sabemos contienen el inserto. En este caso, en acuerdo con el
resultado de la secuenciacion, se observd una banda de aproximadamente 600 pb,
coincidente con el largo del amplicon esperado (628 bp), unicamente para los clones 2 y 8
(carril 1y 3).

bk

Figura 12: Electroforesis en gel de agarosa mostrando el resultado de la PCR que permite detectar los
clones recombinantes. En los carriles 1 y 3 se sembraron los productos de PCR obtenidos al utilizar como
molde los plasmidos purificados correspondientes a los clones 2 y 8, y en los carriles 2 y 4 los correspondientes
alos clones 3y 9. En el carril 5 se sembré el marcador de peso molecular GeneRuler 1kb (SM0311, Thermo).

5.3. Se logré cultivar y realizar una identificacion fenotipica de Mb BCG y Msmeg

Como ya se menciond previamente, Mb BCG es una micobacteria de crecimiento
lento, su cultivo puede tardar hasta cuatro semanas en crecer y por ende se encuentra
expuesto a mayor riesgo de contaminacién por otros microorganismos. En el desarrollo de
esta tesina se encontraron varios problemas con microorganismos contaminantes de
crecimiento lento (posiblemente hongos), los cuales en las etapas iniciales de crecimiento
fué dificil diferenciarlos de Mb BCG, y solo fue posible diferenciarlos luego de la tincion con
azul de metileno, realizada como etapa final de la tincion ZN. En las imagenes de la Figura
13, se observa que, luego de la coloracidon con ZN, la mayoria de las bacterias son tefiidas
de fucsia y presentan el fenotipo propio de las micobacterias, por lo cual los cultivos
obtenidos se encontraban enriquecidos en Mb BCG. Sin embargo, tanto en los cultivos en
medio solido (Figura 13 A) como liquido (Figura 13 B) se observo la presencia de
microorganismos contaminantes tefidos de azul, de forma ovalada que pueden encontrarse
tanto rodeando cumulos de Mb BCG como dispersos a lo largo de las laminas. Hasta este
punto todos los cultivos habian sido inoculados a partir del mismo lote de semillas
(disponibles en el laboratorio), por lo que nos cuestionamos la integridad de éstas semillas.
El resultado mostré que algunas de ellas ya estaban contaminadas. Se probaron, sin éxito,
diferentes alternativas con el fin de eliminar la contaminacion, desde cantidades variables de
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verde malaquita, hasta el agregado a los medios de cultivo de cicloheximida que tiene
actividad antifingica.

A) B)

Figura 13: Imagenes representativas de las bacterias observadas luego de la tincion Ziehl-Neelsen y Azul
de metileno. En este caso se muestra el resultado de la tincién de un cultivo realizado a partir de una de las
semillas de Mb BCG, en medio solido (A) y medio liquido (B).

Frente a esta situacion, la Dra. Marina Forrellad del laboratorio del INTA-Castelar-Argentina
nos proporcioné un nuevo stock de Mb BCG, logrando cultivos puros en medio liquido
(Figura 14 A). y de esta manera se comenzd con el proceso de preparacion de células
electrocompetentes. Sin embargo, durante este proceso tanto los cultivos liquidos para
electroporacion como los destinados a la realizacibn de semillas se contaminaron
nuevamente. Vale la pena resaltar que la manipulacion necesaria para producir las
electrocompetentes aumenta significativamente las chances de contaminacion, lo cual se
suma a las dificultades para obtener cultivos puros mencionadas previamente. Ademas, el
hecho que trabajamos en un laboratorio donde se trabaja desde hace afios con hongos,
dificulta ain mas el trabajo con esta bacteria de crecimiento lento.

Esto hizo que nos encontraramos con un dilema: podiamos seguir intentando conseguir
cultivos puros de Mb BCG teniendo en cuenta los cuidados adicionales que la Dra. Gabriela
Gago del IBR-Rosario de Argentina nos sugirioé (autoclavar dos veces los medios y usar tips
con filtro para evitar contaminacion); sin embargo, esto requeria como minimo cuatro
semanas de cultivo en placa, cuatro semanas mas en cultivo liquido, una semana de
preparacion de electrocompetentes, cuatro semanas de cultivo de la cepa electroporada y
finalmente una semana para la induccion del sistema CRISPR-dCas9i. Por lo tanto,
estariamos hablando de catorce semanas mas de manipulacion solamente para obtener los
extractos proteicos en Mb BCG, mas la realizacion de los ensayos de DB y WB y su
posterior analisis. Al no disponer del tiempo necesario para comenzar desde cero con Mb
BCG, buscamos alternativas en micobacterias de crecimiento rapido (2-4 dias), que posean
el gen que codifica para PtpA, en la que se pueda probar la técnica, en tiempos mas cortos,
y en el futuro aplicar lo aprendido en Mb BCG. En este contexto se puso en cultivo Msmeg
(cepa mc2 155), partiendo de stock disponible en el laboratorio, verificandose el fenotipo
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esperado tanto en el tiempo de crecimiento como aspecto de las bacterias, que se muestra
a modo de ejemplo en la Figura 14.

A) B)

b

Figura 14: Imagenes representativas de las bacterias observadas luego de la tincion Ziehl-Neelsen. En
este caso se muestra el resultado de la tincidon de un cultivo realizado a partir de un nuevo stock de Mb BCG en
medio liquido (A) y de un cultivo de Msmeg en medio sdlido (B).

Msmeg cuenta con una secuencia aminoacidica idéntica a la PtpA de Mb BCG y Mtb y con

pocas diferencias a nivel nucleotidico en la regién de interés (Figura 15), lo que nos motivo a
que decidamos aplicar la estrategia CRISPR-dCas9i en esta bacteria.

] i
1 ARb_HITRW1-492 GAAGATBT EGAAT
2 pmp225er1-492 GAAGATI'.T I'.I'.AAT A.ﬂ A'l’
3 Msmeg MC2155/1-492 CAACATCT BTBEEE‘AT A AA AT
(

SECUENCIA TARGET PAM

Figura 15: Alineamiento de las secuencias parciales del gen codificante para PtpA en Mtb, Mb BCG y
Msmeg. Las secuencias 1, 2 y 3 pertenecen a ptpA de Mtb y Mb BCG y Msmeg, respectivamente.

5.4. Se logré introducir los plasmidos pIRL58 y pIRL19 en Msmeg

La introduccién de los plasmidos pIRL58 y pIRL19 mediante electroporacion se
realizd con éxito. Se logré observar el crecimiento de clones bacterianos de Msmeg en
medio solido seleccionados en base a su resistencia a la kanamicina (Figura 16 A). Cabe
sefalar que, debido a que pIRL58 no tiene un promotor compatible para micobacterias, la
Unica forma en la que se expresa la resistencia a kanamicina es cuando éste plasmido se
inserta dentro del genoma, lo que asegura que las colonias obtenidas son colonias en las
que pIRL58 se introdujo en el genoma micobacteriano por recombinacion especifica de sitio
por la integrasa L5, necesario para la aplicaciéon de CRISPR-dCas9i. Se calculo la eficiencia
de la transformacion a partir del conteo de las colonias observadas en la placa, siendo esta
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de 8x10° ufc/ng de pIRL58. Ademas, se confirmd la pureza del cultivo antes y después de la
transformacion mediante tincion ZN (Figura 16 B).

B)

Figura 16: (A) Imagen de la placa LB agar/kanamicina mostrando el crecimiento bacteriano luego de la
electroporacion. Se sembraron por triplicado gotas de 9 pL del producto sin diluir, y de las diluciones 1/10 (-1) y
1/100 (-2). (B) Tincion Ziehl-Neelsen de las colonias de la placa mostrada en A).

Por otra parte, con el afan de seguir intentado con Mb BCG, se realizd la electroporacion de
Mb BCG electrocompetentes, esperando que al seleccionar los clones mediante el
crecimiento en presencia en kanamicina, lograriamos eliminar la contaminacion. Al cabo de
3-4 semanas se obtuvieron colonias en el medio 7H9 agar/ADS/verde
malaquita/kanamicina, pero la tinciéon de éstas revelaron la presencia de algunas bacterias
con una forma levemente ovalada, diferente de lo usual y de color azul, por lo que se decidié
no continuar con el ensayo de induccion del sistema CRISPR en Mb BCG, hasta no mejorar
las condiciones de cultivo de dicha cepa en el laboratorio.

5.5. Se indujo con éxito el sistema CRISPR-dCas9i en Msmeg

Se seleccionaron tres de los clones transformantes de Msmeg con los que se realizo
un cultivo en ausencia y presencia del inductor ATc, obteniéndose a partir de estos muestras
de extractos celulares totales y muestras de SN de los cultivos concentrados mediante
liofilizacion, como se describié en la metodologia. Cabe sefalar que el medio de cultivo sin
bacterias (usado como control negativo) se logré liofilizar completamente, pero esto no
ocurrié para los SN de los cultivos de Msmeg, los cuales se concentraron hasta 2 mL (12.5
veces). Consideramos que esto se puede deber a la presencia de metabolitos bacterianos
(lipidos u otros) que dificultan la deshidratacion total de la muestra. La concentracion de
proteinas, determinada utilizando el método de BCA, fue en promedio de 1,7 + 0,1 mg/mL
para los extractos celulares obtenidos a partir de los cultivos sin inducir, y de 1,6 £ 0,3
mg/mL para los cultivos inducidos. En el caso de los extractos de SN se obtuvo un promedio
de 20,0 = 1,5 mg/mL de proteinas en la condicién sin induciry 17,6 £ 1,3 en la inducida. En
la tabla A del Anexo se muestran los valores obtenidos para cada una de las muestras.
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El éxito del silenciamiento del gen que codifica para PtpA se evalué mediante
inmunodeteccion de la proteina PipA en las muestras obtenidas de los tres cultivos
realizados con y sin induccion con ATc. En los ensayos de DB se sembraron por triplicado
10 ug de los extractos celulares y 150 ug del SN provenientes de cada cultivo (Figura C
Anexo). La cantidad de PtpA en cada muestra problema (ng de PtpA) se determiné gracias
a una curva de calibracion realizada utilizando PtpA recombinante (Figura B Anexo).
Posteriormente, los valores obtenidos se normalizaron por ug de proteina de cada muestra y
se resumen en la tabla mostrada en la Figura 17 A.

A) B)
ng de ng de * ns
Mue:stra PtpA/pg de Muestra PtpA/pg de 0.4- e sininducir
. SI" | proteina | €O proteina ,‘, o inducido
induccion induccion £
: £ 0.34
E1 0,35 E1ind 0,21 b
Q
H * =}
E2 0,28 E2ind <0,1 g 0.2 Q
E3 0,21 E3 ind* <0,1 <
SN 1* <0,006 | SN1ind* <0,006 z 0.1-
SN 2* <0,006 SN2 ind* <0,006 g
) 0.0
SN 3 0,0094 SN3 ind 0,0085 Extracto; celulares SN

Figura 17: PtpA detectada en los extractos celulares y en los sobrenadantes de cultivo de Msmeg,
provenientes de los ensayos de CRISPR-dCas9i para el gen de PtpA. (A) Tabla mostrando los ng de PtpA/ug
de proteina de los extractos celulares y SN provenientes de tres cultivos independientes sin induccion (E1, E2,
E3, SN1, SN2, SN3) y con induccion con ATc (E1 ind, E2 ind, E3 ind, SN1 ind, SN2 ind, SN3 ind). Se resaltan
con un asterisco las muestras en las que los ng de PtpA detectados fueron menores al limite inferior de la curva
de calibracion realizada con la PtpA recombinante (ver Anexo Figura B). (B) Grafico mostrando la induccion del
silenciamiento del gen que codifica para PtpA de Msmeg mediante CRISPR-dCas9i en los extractos celulares.
Se realizd un anadlisis ANOVA de dos vias y la prueba Tukey, las diferencias significativas estan indicadas con
asteriscos (*p<0.05), en caso de no haber diferencias significativas se indican con “ns”.

Como se observa en la tabla y grafico de la Figura 17, se detecté PtpA en todas las
muestras, siendo en todos los casos mayor en los extractos celulares que en los SN. Por
ejemplo, en las muestras correspondientes a los extractos sin inducir (E1, E2, E3) se
detectd un promedio de 0,28 + 0,070 ng de PtpA/ug proteina, representando un 28% de la
proteina total del extracto. Sin embargo, en los SN se detecté <0.006-0.0094 ng de PtpA/ug
proteina (un 0.94% de la proteina total del extracto), siendo este valor unas 30 veces menor
que el observado en los extractos celulares. Por otro lado, en el grafico de la Figura 17 B, se
muestra que luego de la induccion con ATc se observo una disminucion significativa del nivel
de PtpA unicamente para los extractos celulares, siendo mayor para los cultivos 2 y 3, lo
que sugiere hubo un silenciamiento de la expresion de dicha proteina. Asimismo, el gréfico
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también muestra una clara diferencia en los niveles de PtpA entre los extractos celulares sin
inducir y los SN, y estaria indicando que ésta proteina se encuentra principalmente dentro
de Msmeg. Contrariamente, la PtpA de la cepa virulenta Mtb H37Rv se ha detectado en el
SN y en el citosol de macrofagos infectados (Bach et al., 2008; Koul et al., 2000). En el caso
de la PtpA de Mb BCG se ha detectado en el citosol de macréfagos infectados (Wang et al.,
2017). Ademas, nuestro equipo mostré que en la cepa virulenta Mtb CDC1551 PtpA
representa un 20% de la proteina del SN de cultivo realizado en medio Sauton.

El bajo nivel de PtpA detectado en el SN de Msmeg puede provenir de células muertas
presentes en el cultivo o que se lisaron durante el procedimiento y no de su secrecién por
células vivas. En el Unico antecedente encontrado en relacion a la secrecion de PtpA por
Msmeg se reportd que se detectd actividad fosfatasa en el SN de cultivo con medio Sauton
(Chatterjee et al., 2015), evaluada mediante deteccion de la hidrélisis del sustrato artificial
de fosfatasas para-nitrofenilfosfato (pNPP). Sin embargo este método es poco especifico,
dado que el pNPP es un sustrato hidrolizado por varios tipos de fosfatasas e incluso
esterasas. Cabe sefalar que Mtb y Mb BCG, secretan la fosfatasa PtpB (Koul et al., 2000;
Wang et al., 2017) y la fosfatasa acida SapM (Puri et al., 2013) ademas de PtpA. En Msmeg
se encuentra un homodlogo de la PtpB (MSMEG_0100), pero no de SapM, analizando la
base de secuencias mycobrowser.epfl.ch.

Tal como se indicé en la introduccion, si bien PtpA se ha detectado en el SN de los
cultivos de bacterias patégenas de crecimiento lento como Mtb, no se conoce el sistema
responsable de su secrecion, habiéndose sugerido a los sistemas de secrecion SecA2 o
ESX/tipo VII (Sullivan etal.,, 2012). Msmeg, micobacteria de crecimiento rapido, posee
sistemas de secrecion de este tipo, por lo que habria que analizar con cuidado las
diferencias entre estos sistemas de secrecién y los promotores utilizados en Msmeg
respecto a Mtb y Mb BCG que puedan explicar que la PtpA no esté siendo secretada
(Cowley etal., 2002). Particularmente, Mb BCG codifica para todos los sistemas de
secrecion del tipo ESX menos ESX-1 y SecA2 en comparacién con Mtb (Pym et al., 2002),
mientras que Msmeg codifica los sistemas SecA2, ESX-1, ESX-3 y ESX-4 (Gey Van Pittius
et al., 2001).

El sistema CRISPR-dCas9i ya se ha aplicado en diferentes micobacterias, donde se
utiliza una dCas9, proveniente de S. pyogenes (Choudhary et al., 2015) y S. thermophilus
(Rock et al., 2017), pero nunca con el objetivo de silenciar el gen que codifica para PtpA.
Varios trabajos han utilizado Msmeg como modelo de estudio de Mtb, ya sea para el analisis
del rol de ciertas proteinas y su interaccion con diferentes antibiéticos (Yuliani et al., 2024), o
la identificacion de posibles nuevos blancos para terapias anti-tuberculosas (McNeil et al.,
2022; Silveiro et al., 2023). Los protocolos del sistema CRISPR-dCas9i utilizados previo a la
induccion de este sistema no varian de forma significativa y generalmente las bacterias se
crecen en Middlebrook 7H9 y no en Sauton como en esta tesina. Luego de la
electroporacion es donde radican las mayores diferencias entre protocolos, especificamente
en la concentracion de ATc y en el tiempo de induccion. En el trabajo de Yuliani y
colaboradores (Yuliani etal.,, 2024) se mostré6 que es posible inducir el sistema
CRISPR-dCas9i con concentraciones 200 veces menores que la usada en esta tesina pero
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que, al mismo tiempo, las altas concentraciones de ATc no influyen en la viabilidad del
cultivo micobacteriano. Asimismo, cuando se trabaja con cultivos de Msmeg se describen
tiempos de incubacion con ATc generalmente hasta 24 h (Choudhary et al., 2015; Rock
et al., 2017; Silveiro et al., 2023), menores al utilizado en esta tesina (48 h). Esto pudo haber
causado en nuestros ensayos una menor eficiencia de la induccion del silenciamiento
debido a una disminuciéon de la cantidad de inductor por célula, ya que la bacteria sigue
dividiendose. Esto podria explicar porque no se observé una reduccion total de la expresion
de PtpA. Ademas, otra posible causa del silenciamiento parcial podria ser que el complejo
sgRNA-ADN no se encuentra hibridado de forma estable debido a los mismatches del
sgRNA con respecto a la secuencia blanco en Msmeg (Figura 15). Es necesario tener
presente que el silenciamiento inducido por el sistema es por un bloqueo del acceso de la
ARN polimerasa al gen que codifica para PtpA, lo que inhibe la transcripcion.

Como se describié arriba, en nuestro trabajo analizamos los resultados de la
aplicacion del sistema CRISPR-dCas9i por DB. Ademas, quisimos analizar estas muestras
por WB, de manera de confirmar que la senal de PtpA detectada en el DB se corresponde
con una proteina de la masa molecular de PtpA (20 kDa). Para ello se seleccionaron las
muestras provenientes de los ensayos 2 y 3, donde se observd el mayor nivel de
silenciamiento de PtpA en los extractos celulares. Sin embargo, al sembrar lo maximo que
pudimos (25-30 ug de proteina total), no fuimos capaces de detectar la PtpA en ninguna de
las muestras problemas. Esto se debi6é seguramente al bajo nivel de PtpA total (6-8 ng) en
los ug de proteina sembrados en el gel SDS-PAGE. A modo de referencia, el Ac anti-PtpA,
es capaz de detectar en un DB como minimo 1 ng de PtpA recombinante. Sin embargo
durante un WB, que implica mas etapas que un DB, incluyendo la separacién en el gel
SDS-PAGE vy la electrotransferencia a una membrana, claramente se puede perder proteina,
lo que dificulta su deteccién. La cantidad de ng de PtpA presentes en la muestra sembrada
en el SDS-PAGE, incluso se encontraba por debajo del limite de deteccién del Coomassie
coloidal, por lo cual tampoco fué posible ver a la PtpA directamente en el gel tefiido con este
colorante. Este resultado refuerza la necesidad futura de recuperar mas cantidad de PtpA,
que permita su inmunodeteccion en este tipo de muestra. Por ultimo, como era de esperar,
si logramos detectar por WB la PtpA recombinante que se utiliz6 como control positivo, ya
que se sembré 4,7 ug de esta proteina (Anexo, Figura D).

En la mayoria de los estudios publicados se evalua el silenciamiento por RT-gPCR (Yuliani
et al., 2024), pero hemos encontrado dos ocasiones en las cuales se realiza un WB para
evaluar diversos aspectos del silenciamiento (Choudhary et al., 2015; Shaku et al., 2023).
Sin embargo, en ninguno de ellos se especifican datos respecto a la cantidad de proteina
sembrada y no se cuantifica el nivel de la proteina de interés respecto a la proteina total
usando una curva de calibracion como se realizé en esta tesina. En uno de los estudios,
como otra aproximacion se demostro el silenciamiento evaluando por WB y densitometria el
cambio en nivel de expresion de las proteinas de interés con respecto a su nivel basal
(Choudhary et al., 2015).
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6. Conclusiones y Perspectivas

Se indujo con éxito el sistema CRISPR-dCas9i en Msmeg lograndose un
silenciamiento parcial de la transcripcion del gen que codifica para la fosfatasa PtpA. Para
comprobar si es posible un silenciamiento completo en Msmeg se disefiara un nuevo sgRNA
enteramente complementario a la misma regién blanco estudiada y se evaluara el efecto del
inductor ATc a diferentes concentraciones.

El silenciamiento de la PtpA se logré evaluar por DB, pero no por WB. Para poder
solucionar este problema y asi poder detectar a la PtpA entre las proteinas del extracto y
verificar su tamafno molecular, una posibilidad sera concentrar las muestras por precipitacion
o inmunopurificar la PtpA presente en los extractos utilizando una matriz con el Ac anti PtpA
inmovilizado.

Asimismo, en este estudio se detectaron muy bajos niveles de PtpA de Msmeg en
los SN de cultivo en medio Sauton (inducidos o no), lo que sugiere que PtpA no es
secretada por Msmeg pero si es producida por esta bacteria. Esto sugiere que PtpA
posiblemente tenga blancos también dentro de la bacteria, como ha sido reportado para la
cepa avirulenta Mtb H37Ra donde se ha identificado a la ATP sintasa micobacteriana como
su blanco (Chatterjee et al., 2019).

Un ensayo complementario y posiblemente mas informativo sera realizar un analisis
por espectrometria de masas de las proteinas de los extractos celulares y SN de cultivo
obtenidos en esta tesina, de manera de poder evaluar la presencia de PtpA asi como de
otras fosfatasas micobacterianas en ambas fracciones.

En el caso del cultivo de Mb BCG se emplearan nuevas estrategias de esterilizacion
de reactivos y medios (doble esterilizacion) y limpieza de superficies y materiales de trabajo
para lograr mantener la esterilidad en las diferentes etapas de los ensayos, y lograr aplicar
el sistema CRISPR-dCas9i.

En resumen, se logré poner en marcha el sistema CRISPR-dCas9i en nuestro
laboratorio, que podra ser aplicado al estudio del papel de PtpA en las micobacterias y
durante la infeccion de macréfagos humanos.
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8. Anexo

8.1. Preparacién de soluciones

Caldo y agar LB: para medio liquido se disolvieron 6 g de Triptona (Duchefa), 3 g extracto
de levadura (Duchefa), 6 g NaCl (Supelco) en 600 mL de agua destilada. Se autoclavd
durante 20 minutos a 121 °C. Para obtener LB agar se agregé a la mezcla anterior 9 g agar
(Apollo) y se autoclavo de igual manera.

Caldo y agar 7H9 con ADS/Tween 80: se disolvieron 2,35 g de 7H9 (Sigma, M0178) en
450 mL de agua Milli Q a los que se le agregd 2 mL de glicerol 50% (JT Baker). Se
autoclavé durante 20 minutos a 121 °C. Una vez termostatizado a temperatura ambiente se
agregaron 5 mL de ADS (concentracion final 10%) y 1,25 mL de Tween 80 20% (2,5%
concentracion final). En el caso del medio sdlido, se preparé medio liquido al que se agregé
1,5 g de agar (Apollo) cada 100 mL de medio. Cuando especificado, se agregé 100 pL de
verde malaquita 1000X cada 100 mL de agar luego de su atemperado.

Caldo Sauton: se disolvieron 0,83 mg citrato de amonio férrico (Sigma, F5879), 0,06 g de
L-Asparagina (Sigma, A-0884), 0,033 g de acido citrico (Baker), 8,3 mg de sulfato de
magnesio heptahidratado, 8,85 mg de fosfato dipotasico hidrogenado (LabGuard, 7092), 2,8
mg de fosfato sddico dihidrogenado (Sigma, S-0751), 1,75 mg de cloruro de sodio
(Supelcro, 1.06404.1000), 0,389 mL de Tween 80 (Sigma, P4780) y 10 mL de glicerol 99,5%
(JT Baker) agregando agua destilada hasta un volumen final de 500 mL.

20 % Tween 80: se agregaron 625 uL Tween 80 (Sigma, P4780) en 2,5 mL agua Milli Q y se
calent6 a 56 °C para poder disolver el Tween correctamente. Se esteriliz6 mediante filtrado
con jeringa estéril y un filtro estéril de 0.2 micras Millex-GP (Merk, SLGP033NS)

ADS 10X: se disolvieron 5 g BSA (Sigma, A7906), 2 g glucosa (Drogueria Uruguay, 454337)
y 8,5 g NaCl (Supelcro, 106404) en 80 mL de agua Milli Q. Se esterilizé mediante filtrado
como se describe anteriormente.

Verde malaquita: se disolvieron 5 mg de verde malaquita (Sigma) en 25 mL agua Milli Q
para formar un stock 0,2 pg/mL 1000X. Se esterilizé6 mediante filtrado como se describe
anteriormente.

Kanamicina: stock 50 mg/mL (Duchefa, K0126.0025), se usa en concentracion final 50
Mg/mL.

Ampicilina: stock 100 mg/mL (Duchefa, A0104.0010), se usa en concentracion final 100
Mg/mL.

PBS estéril: disponible en el laboratorio, composicion NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, Na,HPO,

10 mM, KH,PO, 1.8 mM. pH 7.0. Se esterilizé mediante filtrado como se describe
anteriormente.
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Solucion colorante fucsina: se preparan las soluciones A y B, se mezclan en cabina de
extraccion de gases y se envuelve en aluminio el frasco de la solucién final. La solucion A
consiste en 1,5 g de fucsina (Michrome) en 50 mL etanol (Carlo Erba). La solucién B
consiste en 2,8 mL fenol (Invitrogen, 15513-039) en 42,2 mL de agua destilada.

Solucién decolorante (25% acido sulfurico): se mezclan en cabina de extraccion 30 mL
agua destilada con 10 mL acido sulfarico (Merk).

Solucion azul: se disuelven 0,05 g de azul de metileno (Merk) en 50 mL agua destilada. Se
envuelve con aluminio el frasco en el cual se preparo.

Anticuerpo primario anti-PtpA: de concentracion 600 ug/mL, producido en conejo en
colaboracion con la Dra. Ana Maria Ferreira y Valeria Silva del Laboratorio de Inmunologia
del Instituto de Higiene y purificado por miembros de nuestro equipo utilizando una matriz
con la PtpA recombinante inmovilizada.

Anticuerpo secundario comercial anti-conejo (Sigma #A0545): producido en cabra,
concentracion utilizada 1/50000.

Buffer TAE: disponible en el laboratorio, composicién Tris acetato 20 mM, EDTA 2 mM, pH
8.

Buffer Tris-HCI 50 mM pH 7.5: se mezclan 6,06 g de Tris base (Duchefa, T1501) en 700
mL de agua destilada. En un pH-metro se mide el pH de la solucion y se ajusta agregando la
cantidad de HCI 5 M necesaria para llegar a un pH de 7.5. Luego se agrega agua destilada
hasta llegar a un volumen de 1 L.

Buffer TBS-T: Preparado en el laboratorio, composicion Tris-HCI 50 mM pH 7.5, NaCl 150
mM, Tween-20 al 0.1%

Buffer Tris-HCI 1 M pH 7.5: se mezclan 121,1 g de Tris base (Duchefa, T1501) en 700 mL
de agua destilada. En un pH-metro se mide el pH de la solucion y se ajusta agregando la
cantidad de HCI 5 M necesaria para llegar a un pH de 7.5. Luego se agrega agua destilada
hasta llegar a un volumen de 1 L.

Buffer hibridacion: se mezclan 1 mL de NaCl (stock 5 M), 0,2 mL EDTA (stock 0,5 M)y 5
mL Tris-HCI pH 7.5 (stock 1 M), agregando agua destilada hasta llegar a un volumen de 10

mL. Se esterilizé mediante filtrado con jeringa estéril y un filiro de 0.2 micras Millex-GP.

Buffer Tris-Glicina: Preparado en el laboratorio, composicién Tris 25 mM, glicina 192 mM,
SDS 0.1% pH 8.3.
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Tincién Coomassie coloidal:

Solucion fijadora geles: 10% acido acético, 40% etanol en agua destilada.

Solucién coomassie coloidal stock: se mezclan 50 g de sulfato de amonio, 6 mL acido
fosforico 85%, 10 mL de 5% Azul de Coomassie G-250 en agua y se agrega agua
bi-destilada hasta llegar a un volumen de 500 mL.

Solucién de trabajo: mezclar 40 mL de solucién stock con 10 mL etanol.

8.2. Transformacién plasmido pIRL58 con inserto

kb MPM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
10-
8-
6- <superenrrollada
el
"

Figura A: Electroforesis en gel de agarosa de los plasmidos purificados a partir de los diez clones obtenidos
luego de la transformacién de E. coli con el producto ligacion. De izquierda a derecha se observa el marcador de
peso molecular GeneRuler 1kb (SM0311, Thermo) y los productos de las purificaciones de cada uno de los diez
clones.

8.3. Determinacion de la concentracion de los extractos proteicos obtenidos en 4.3.1
por el método BCA

Tabla A: Cuantificacion proteica de los extractos con el método BCA. Para los datos de los extractos de SN se
tiene un estimado obtenido extrapolando los valores en la curva de calibracidon cuya ecuacion es y= 0,337*x -
0,13, con un R? de 0,989.

Muestra Proteinas totales (mg/mL)

Extracto celular clon 1 1,8
Extracto celular clon 2 1,7
Extracto celular clon 3 1,7
Extracto celular inducido con ATc clon 1 1,9
Extracto celular inducido con ATc clon 2 1,3
Extracto celular inducido con ATc clon 3 1,6
Extracto SN clon 1 18,4

Extracto SN clon 2 20,3

Extracto SN clon 3 21,4
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Extracto SN inducido con ATC clon 1 16,3

Extracto SN inducido con ATC clon 2 18,9

Extracto SN inducido con ATC clon 3 17,5

8.4. Evaluacion de la induccién del sistema CRISPR-dCas9i por Dot Blot y Western
Blot

A) B)
Curva de calibracion Dot Blot con PtpA recombinante
Muestra Muestra
® 990" + 320 R* = 0,91 sin ng de PtpA con ng de PtpA
6.000 ® | .. | detectados |. .. | detectados
induccion induccion
* E1 35 E1ind 2,1
4.000 E2 2.8 E2 ind* <1
T ®
% E3 2,1 E3 ind* <1
=
- 2000 2 s SN 1* <1 SN1 ind* <1
8 ‘
SN 2* <1 SN2 ind* <1
0 SN 3 1,4 SN3 ind 1,3
1 2 3 4 5

ng PtpA

Figura B: Deteccion de PtpA en los extractos celulares y en los SN de Msmeg. (A) Grafica mostrando la
curva de calibraciéon de DB realizada con PtpA recombinante. Los datos se ajustaron a una ecuacion de primer
orden y=990*x + 320. (B) Tabla mostrando los ng de PtpA medidos en el ensayo de DB, se resaltan con un
asterisco las muestras de concentracién estimada que caen por debajo de la curva.
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DotBlot
con anticuerpo anti rPtpA

E1 Eftind
EZ , E2ind
E3 . E3ind
Blanco |
SN1 | SN1ind
SN2 ' SN2ind
SN3 | SN3ind
Blanco

Figura C: Ensayo de DB realizado con las muestras obtenidas de Msmeg. En la columna izquierda se
sembraron por triplicado en el orden indicado, los extractos celulares (E1, E2, E3) y los SN (SN1, SN2, SN3)
correspondientes a los cultivos de los clones 1, 2 y 3 sin induccién del sistema CRISPR-dCas9i, en el cuadrante
inferior se sembré medio Sauton como blanco, procesado de igual manera que el resto de las muestras. En la
columna derecha se sembraron en el mismo orden anterior, los extractos obtenidos de los cultivos con induccion
del sistema CRISPR-dCas9i con ATc.

WB
con anticuerpo anti rPtpA
kpa MPM 4 1 2
40-
35
25-
=

15

Figura D: Inmunodeteccion de PtpA en los extractos obtenidos. Las muestras se separaron por SDS-PAGE
en geles de acrilamida al 12%. Posteriormente se transfiri6 a membrana de nitrocelulosa, se corté verticalmente
en tres partes segun se indica en la figura, y se incubaron con los correspondientes anticuerpos.

WB incubado con el anticuerpo primario y secundario, de izquierda a derecha: MPM pre-stained (merge), control
positivo PtpA recombinante (4,7 ug), carril 1 con muestra 2 extracto celular sin inducir y carril 2 con muestra 2
extracto celular inducido.
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