N
";at‘:g
1\
FACULTAD DE
POSGRADO EN
HE A PERLBOEA BIOTECNOLOGIA CIENCIAS
AR fcien.edu.uy

NUEVAS ESTRATEGIAS BASADAS EN POLIPEPTIDOS TIPO ELASTINA E
INTEINAS PARA LA REDUCCION DE COSTOS ASOCIADOS A LA
PURIFICACION DE PROTEINAS RECOMBINANTES

Tesis para la obtencion del titulo de Magister en Biotecnologia

del posgrado de Biotecnologia — Universida de la Republica Uruguay

Lic. BQ Lucia Bassetti

Directora de Tesis: Dra. Cecilia Abreu
Co-director de Tesis: Dr. Marcelo Comini

Directora académica: Dra. Andrea Villarino

Tribunal de Tesis:
Dra. Sonia Rodriguez
Dra. Sofia Horjales

Dra. Valeria Silva

Programa de Tecnologia Molecular, Celular y Animal — Institut Pasteur de Montevideo

Montevideo, Uruguay
Diciembre 2025 .','.'-9-‘3.'.__
o 1 . l'

; L1058 rrogonace wnsoss
l.: Aolacuiar Celular y Anime
¢ ProTEMC

[nstitut Pasteur :

de Montevideo



Agradecimientos

En primer lugar, a los integrantes del ProTeMCA por haberme brindado la oportunidad de realizar
este trabajo en su laboratorio. Gracias por abrirme las puertas de su grupo de investigacién, por
compartir sus conocimientos y por confiar en mi. Haber formado parte de su equipo fue una
experiencia valiosa.

Especialmente quisiera agradecer a Cecilia Abreu por su paciencia y constante apoyo que fue
fundamental para que esta tesis llegara a concretarse. Agradezco su comprensién en los
momentos en que las circunstancias personales hicieron mas dificil el camino. Haber sido madre
durante este proceso representd un gran desafio, y su empatia y flexibilidad fueron esenciales
para poder continuar y culminar esta etapa.

También quiero agradecer especialmente a las integrantes de UBC y a Mariana Bonilla por su
ayuda y compafierismo durante el trabajo experimental. Gracias por prestarme reactivos cuando
los necesité, por darme una mano con los equipos, por compartir protocolos, por su buena
disposicion.

A la Unidad de Bioquimica y Protedmica Analiticas por su apoyo y asistencia en el analisis de
espectrometria de masas.

Agradezco a la ANIl por la beca de maestria nacional, al Posgrado en Biotecnologia por el apoyo
a tesistas y al IP-Montevideo por la beca Dra. Paulina Luisi.

A mis companeros de trabajo, por el apoyo, el acompafiamiento y el aguante durante todo este
proceso. A Ramiro Pérez, especialmente, por su ayuda, y disposicién con la prediccidn estructural
realizada mediante AlphaFold.

A mifamilia, especialmente a mis padres, por su apoyo incondicional y por ayudarme a cuidar de
mi hijo durante este proceso.

Finalmente, agradezco a todas las personas que, de una u otra forma, contribuyeron a que este
trabajo fuera posible.



Indice

RESUMEN ....ctiuiuiueitrersesenttssssssettsssas et st sss et ss s st s s s s et s s e s s e et b s b sae et b sssasse et et sssaensasessnan 6
1. INTRODUCCION........cuiueuinieiniuescttsessesetstsss et sssas et s s s et s st s sesss et sssasse st s ssssensasansnsn 8
1.1 Leishmania tarentolae: un sistema atractivo para la expresion de genes heterdlogos................. 8
1.1.1 Generalidades y ciclo de vida de L. tarentolge...............ccuueereeeenciireeecirreneeirrenecesneneseesnennnes 8
1.1.2 Ventajas de la utilizacién de L. tarentolae como sistema de expresion........cccccceereeenecrrenene. 11
1.1.3 Modificaciones postraducCionales ........ccccciieeuiiiienniiiiiiiiiiieiiiieesens 12
1.1.4 Cultivo de L. tarentolae en su forma promastigote......ccccecerieuriiiiieniiniienniinieeniinieeeinienes 13
1.1.5 Expresion de genes y vectores de expresion disponibles..........ccoveeeniiiireeiiiriniiiireneienenen, 14
1.1.6 Antecedentes en la expresion de proteinas en L. tarentolae.............ccueeeueeereeencirrenencrrnennnn. 20

1.2 Purificacion de proteinas recombinantes...........cceiieeuiiiieeceiiienierireecerreeneesseeasessennssessennsnenee 21
1.2.1 Antecedentes y métodos cominmente Utilizados ........cccereeeiiieniireeiereeniirencreeenerencereeerennees 21
1.2.2 Polipéptidos tipo elastina (ELP) como etiqueta de purificacidon no convencional................. 23
1.2.3 INTEINAS....uuuui s s 26
1.2.4 Mecanismo de accion de 1as inteinas .........cccceeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiis s 28
1.2.5 Inteinas como herramienta para la purificacion de proteinas.......cccceeeeeivencreeeccrencereeerennens 31

2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS .....ccvetiuereeeeissessestsessessessssessessssessessestesessessessssessensasessesssssssessensassssessensns 36
2.1 HIPOTESIS ceeuuereenerrenrrenerennerennerenserenseeresseressessassssnssssnssesassssensessnssssassesassessnssssnsessnsssssnssssnsesansans 36
B A 0] 1AV X (=] 1] - | RN 36
2.3 Objetivos ESPECIFICOS ..cuvuuiiriiruieriiieiiriticerietueerrenaneereenasseseennseseensssessensssssesnnssssesnssnssesnssnsenns 36
3. MATERIALES Y IMIETODOS .......coeeueteterensesesessessessssessessesessessessesessessessssessensssessessessssessensessssessensns 37
3.1 REACLIVOS BENEIAIES .....cceuuuiiiiieiiciiiniiciiitietteneeetenasessenasestennssesssnsssessensssssesnsssssssnsssssennsssssenns 37
3.2 Generacion de construcciones para expresion en L. tarentolge..................ceeeeeuecereenncereenncennenas 37
3.2.1 Eliminacidn del péptido seiial en vectores de eXpresion ...........ccccceereeeecerreenncerieencereennnnenns 38

3.3 Transfeccion de L. tarentolae y obtencion de clones productores de bFSH / eGFP..................... 39
3.3.1 Cultivo de L. tarentolae ..............ccceeeeeeeeeeieieiiiiieieieiiieieieieieieieieieieieieieeeieeeeeeeeeeseeene 39
3.3.2 Transfeccion y seleccion de clones..........coveeciiiieiiiiiirciircr e re e s s ennenenes 39

3.4 Expresion de proteinas de iNtEIEs .........cccciieeeieiiiinierienniereenneeeeennseeseennseesesnsssesesnsssesssnssassenns 42
3.5 Optimizacion de 12 @XPresion .........ccceieeeieiiieeieeteneerreeneeeeennseeeeennseeseensssesesnssssesnsssssesnnsssenns 43
3.6 Extraccion de proteinas citoplasmaticas totales de L. tarentolae Blecherry_Cito_E-eGFP .......... 43
3.7 Purificacion mediada por ELP @ iNteiNa......cccceueiiiiieiiiiiiiiciiinesesrenesesseneseseenssesennsssssennsssssenes 44
3.7.1 Purificacidn en construcciones con ELP € inteina .........cceeeeeeereiereieieiiieieeeieieeeneeeieeeieeeeeeeeene 44
3.7.2 Purificacion en construcciones con ELP, Sin iNteiNa.....c....ccvereeirieniiineieienniieeereneieneeeeeeerenes 44



3.7.3 Calculos de porcentaje de reCUPEracion .........c.civeeeeeeeiieisiineeennnssseissireeennnssssssssseessnnssssnes 44

3.7.4 Optimizacion de resuspension de fraccion precipitada. .......ccccccceeeeeiiiiiiiereniniiiinineeenen. 45
3.7.5 Adicién de ELP exdgeno como facilitador de precipitacion.........ccccceevveeeceiiieeecciieenccrnennnens 45
3.8 Procedimientos analiticos para la deteccion de la bFSH y la eGFP recombinantes...................... 46
3.8.1 Electroforesis en geles de poliacrilamida..........ccceeiiiiieiiiiiiiiiiinicnii s, 46
307 AT 1= =T T ] o 46
R 20 38 o 11T T 4Tt T 47
3.8.4 Citometria de fIUJO ..cceuueiiieee ettt e e e s s e e e s s e e n e s s e s an e s e e s nn s s e e nnnna s 47
R T8 oL I N i 48
3.8.6 ESPectrometria 0 Masa ......cccceieeiieniiinerteniernnieteeterenserenserenseerassesnssesensssensessnssssnssssnnsenanns 48
3.8.7 Herramientas informaticas ........ccceeeieiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiieieieieieieneieieeeneneeeneneeeseeeeeeeeeeeeeseeseeseee 48
L £ W 171 0 0 L 50
4.1 Generacidn de construcciones de ADN para la expresion de proteinas recombinantes fusionadas
S YL o 50
4.2 Generacion de lineas de L. tarentolae expresando de manera constitutiva e inducible las
construcciones recombinantes........ccovviiiiiiiiiiiii 55
4.2.1 Transfeccion de L. tarentolae LOC con vectores de expresion constitutiva ..........cccceeuueeneee. 55
4.2.2 Transfeccidn de L. tarentolae T7-TR con vectores de expresion inducible......cc.cccceeeeeneeannes 57
4.3 Purificacion de proteinas por el método de ciclado de transicidn inversa ........cccceeveenereencrennnenes 61
4.3.1 Proteinas eGFP y FSH fusionadas a ELP_AI-CM secretadas al medio de cultivo ................... 63
4.3.2 Proteina eGFP fusionada a ELP secretada al medio de cultivo .............cceueeeeeeeeeeeeeeenenennnnnes 69
4.3.2.1 Optimizacidn de las condiciones de expresion del E30-eGFP secretado.........cccceevveeercuvnennnn. 69
4.3.2.2 Precipitacién del ELP en clon L. tarentolae Blecherry_E30-€GFP.........ccccceevvviereeiiieeeeiineeenn, 70
4.3.2.3 Efecto de la temperatura y concentracion salina en la precipitacién de ELP...........cccocuueee.. 71
4.3.2.4 Identificacion de la proteina purificada por espectrometria de masa .......ccccceeeeecvveeeecneeennn. 73
4.3.2.5 Efecto del nimero de ciclos de precipitacion en el grado de pureza.......cccccccveeeeevveeeecnneennn. 74
4.3.2.6 Efecto del tiempo de precipitacion en la recuperacion de ELP .........cooccveeevviveeicciieeecciieeenn, 76
4.3.2.7 Uso de ELP exdgeno como catalizador del proceso de precipitacion........ccccccceeevevveeecinnennn. 77
4.3.2.8 Resolubilizacion del ELP precipitado..........ccccuiieeeciiiee ettt et e et e v e e nree e 78
4.3.3 Proteina eGFP fusionada a ELP y expresadas en citoplasma de L. tarentolae....................... 80
4.3.3.1 Optimizacidn de las condiciones de expresion del ELP-eGFP citoplasmatico ...........cccc.u....... 81
4.3.3.2 Precipitacién del ELP en clon L. tarentolae Blecherry_Cito_E-eGFP.........ccccccvvevvviveeeicninnnn. 83
4.3.4 Proteina bFSH fusionada a ELP secretada al medio de cultivo ..........cceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenennnnnnnes 85
4.3.4.1 Precipitacién del ELP en clon L. tarentolae Blecherry E-FSH ........ccccccooiiiieiciiiiieccieee e, 85



4.3.4.2 Uso de ELP exdgeno como catalizador de la precipitacion de E-FSH ........cccoveviviiieiiniiiennnn. 87

5. DISCUSION Y CONCLUSIONES .......ccurirrerrertressessssessessessssessessesessessestesessessessssessessesessessessesessessensns 89
T o 1] o L O I 95
7. BIBLIOGRAFIA .....coueveereereetetesessetetesessestssessesssssssesssssessssessessesessestessssessensssessessessesessessessssasssnsnns 96
8L ANEXOS ...cconiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiteieeiaeiie st teeesaas et s et e e s s e s et e st e e s s s s s s e et s e e e s s s a s s s e e e et e e e s s nnssstasesenes 105



RESUMEN

La tecnologia recombinante ha posibilitado la produccidn de un amplio repertorio de proteinas
con aplicaciones tan variadas como la reproduccidn, los suplementos alimenticios y la medicina.
Sin embargo, los altos costos asociados al proceso de produccidn y purificacién de las proteinas
recombinantes dificultan su uso extensivo en el campo veterinario. Para superar estas
limitaciones es necesario desarrollar nuevas estrategias de produccion y purificacion de bajo
costo. En este sentido, el sistema de expresidn de proteinas heterdlogas basado en el protozoario
no patégeno Leishmania tarentolae tiene como ventajas ser un sistema econdmico que ofrece

un perfil de glicosilacién de proteinas similar al de células eucariotas superiores.

En trabajos previos utilizando este sistema, nuestro grupo produjo a altos niveles y bajo costo
(comparado con los sistemas de expresion de células de mamifero) una glicoproteina de interés
veterinario biolégicamente activa. En este trabajo exploramos el uso de un polipéptido tipo
elastina (ELP) como etiqueta de purificacion no convencional, junto con la mini inteina Al-CM
como herramienta de escision, dada su propiedad de auto-escision. Con diferentes
combinaciones de estas secuencias y con la proteina verde fluorescente mejorada (eGFP) y una
guimera de la hormona foliculo estimulante bovina (bFSH) como proteinas modelo, se generaron

una serie de vectores con el objetivo de estudiar su expresiéon y purificacién en L. tarentolae.

La mini inteina AI-CM que utilizamos mostrd una alta tasa de escisién prematura dentro de las
células, lo que impidid su uso junto a la etiqueta de ELP. Sin embargo, partiendo de
sobrenadantes de cultivo conteniendo la proteina ELP-eGFP, fue posible aplicar un método de
purificacién sencillo, basado en agregacidon por aumento de temperatura y concentracion salina.
Esta metodologia permitié la purificacion de la proteina de fusidén expresada en L. tarentolae, con
un porcentaje de recuperacion de 17% y con elevados niveles de pureza, luego de optimizar las

condiciones de precipitacidn y la resolubilizacién.



Si bien los rendimientos de purificacidn con este sistema deben ser optimizados, las herramientas
aqui desarrolladas pueden ser de utilidad general en biologia molecular, biotecnologia, en el area
veterinaria y farmacéutica, asi como en otras aplicaciones que demanden altos niveles de pureza

con una relacidn satisfactoria de costo-beneficio.



1. INTRODUCCION

1.1 Leishmania tarentolae: un sistema atractivo para la
expresion de genes heterdlogos

En la actualidad existen numerosas plataformas para la expresidon de proteinas recombinantes
basadas tanto en organismos procariotas como eucariotas. Entre ellos se destacan bacterias,
levaduras, células de mamiferos e insectos, animales transgénicos y plantas, entre otros. En las
ultimas décadas ha adquirido especial interés el empleo del protozoario Leishmania tarentolae
como huésped para la expresion de proteinas recombinantes. Este sistema resulta atractivo no
solo por no ser patogénico para mamiferos, sino también por su bajo costo de cultivo y por
permitir altos niveles de expresion de genes heterdlogos y un perfil de glicosilacién de proteinas

similar al de células eucariotas superiores (1,2).

1.1.1 Generalidades y ciclo de vida de L. tarentolae

Se trata de un protozoario perteneciente al género Leishmania, subgénero Sauroleishmania del
6rden de Tripanosomatidos y la clase de los Kinetoplastidos. Este protozoario no infecta
mamiferos y tiene como huésped principal los lagartos, principalmente de la especie Tarentolae
annulae. Fue aislado por primera vez de un geco de la especie Tarentola mauritanica en 1921

(1,2).

El ciclo de vida de las especies de Leishmania alterna entre dos morfologias, la forma intracelular
amastigota no flagelada, en el hospedero definitivo vertebrado y la forma promastigota flagelada
en el hospedero intermediario, insecto del género Sergentomya (1,3) (Figura 1). Su morfologia
varia desde una estructura redondeada hasta una alargada de 4-12 um de longitud y 0,5-3 um de
ancho (4). Estos microorganismos poseen un nucleo relativamente grande y se caracterizan por
poseer una region que contiene ADN mitocondrial condensado en su Unica mitocondria, el cual
se denomina kinetoplasto (1) (Figura 2). Su genoma tiene un tamafo de 30 millones de pares de

bases, organizado en 36 cromosomas (5).



Figura 1. Morfologias principales del ciclo de vida de L. tarentolae. A) Promastigote y B) amastigote.

Nucleo (1), kinetoplasto (2) y flagelo (3). Editada de Klatt 2013 (4).

Figura 2. Microscopia electrdénica de transmision de L. tarentolae en su forma promastigota. Seccién
longitudinal x 2,950. Nucleo celular (1), kinetoplasto dentro de su Unica mitocondria (2), flagelo (3),
aparato de Golgi (4), reticulo endoplasmatico rugoso (5), glicosoma (6) y acidocalcisoma (7). Editada de

Klatt 2019 (1).

Cuando el insecto succiona sangre de un animal infectado ingiere el pardsito en su forma
amastigota, que posteriormente se transforma en promastigota prociclico, mdvil y flagelado que
coloniza el intestino medio y/o posterior del insecto. A los dias de la ingesta, cuando el parasito
vuelve a migrar hacia la faringe y probdscide de la mosca, se encuentra la forma infectiva
promastigota metaciclico, la cual se retransmitird a otros hospedadores vertebrados cuando el
vector se alimente nuevamente e inocule al parasito. En el hospedero definitivo, las células del
sistema fagocitico mononuclear, principalmente los macréfagos, fagocitan la forma promastigota
metaciclica. Estos son capaces de sobrevivir en el fagolisosoma, transformarse en amastigotes y
multiplicarse hasta producir la lisis celular. Cuando esto ocurre, los amastigotes son fagocitados

por otros macrofagos, expandiéndose la infeccién (Figura 3) (1).
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Figura 3. Ciclo de vida de L. tarentolae. La mosca de la arena (Sergentomyia) se alimenta de sangre de un
geco e ingiere promastigotas y algunos amastigotas de L. tarentolae. Aunque no ha sido estudiado en
detalle, se asume que los promastigotas (y amastigotas) de L. tarentolae sufren varias transformaciones
en el interior del insecto, esto incluye pasaje por estadios de prociclico, nectomonada, leptomonada,
haptomonada y, posteriormente, promastigotas metaciclicos. Los promastigotas metaciclicos son
altamente infectivos para el geco. Una vez introducidos en este anfibio, los promastigotas circulan libres
en la sangre y una fraccidon es fagocitada por células inmunitarias (monocitos y macréfagos). Los
promastigotas fagocitados pueden volver a transformarse en amastigotas, y el ciclo de vida de este
parasito se repite. Las células inmunitarias se representan en azul y los eritrocitos en rojo. El recuadro
rojo indica la forma del pardsito que se cultiva para ser utilizado como sistema de expresién de proteinas

recombinantes. Editada de Klatt 2019 (1).

La capacidad de L. tarentolae de infectar mamiferos es un tema controversial, dado que la
presencia de este microorganismo ha sido detectada recientemente en humanos (6) y perros de
refugio (7) en el sur de Italia, mediante métodos seroldgicos y moleculares. Sin embargo, el

consenso general es que L. tarentolae no es patogénico para los mamiferos. Estd descrito que
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varios genes que se expresan intracelularmente en la forma amastigota de las especies de
Leishmania patégenas para mamiferos, no se encuentran en L. tarentolae, dando una posible
explicacion al por qué L. tarentolae seria incapaz de replicarse eficientemente en macréfagos de

mamiferos y es mas sensible a la lisis mediada por el complemento (5, 8).

1.1.2 Ventajas de la utilizacion de L. tarentolae como sistema de expresion

Si bien en la actualidad se dispone de una gran variedad de sistemas de expresion de proteinas,
los sistemas procariotas, como Escherichia coli, son los de primera eleccién, no solo por su forma
de cultivo sencilla y econdmica, sino también por el alto rendimiento del producto recombinante
gue alcanzan (4). Sin embargo, los sistemas basados en bacterias presentan limitaciones
importantes para la expresion de proteinas eucariotas ya que a menudo, no logran producir el
plegamiento correcto de las mismas, dando lugar a la formaciéon de cuerpos de inclusidn
(agregados proteicos). Ademas, las bacterias carecen de los mecanismos necesarios para realizar
modificaciones postraduccionales, las cuales son de suma importancia para la funcidén de muchas
proteinas eucariotas. Por el contrario, los sistemas de expresién basados en las células de
mamiferos, garantizan que ocurran complejas modificaciones postraduccionales en la proteina
de interés. Sin embargo, son sistemas que requieren métodos complejos y costosos para su
cultivo, equipamiento especial y brindan bajos rendimientos del producto recombinante.
Idealmente, un sistema de expresiéon de proteinas deberia producir modificaciones
postraduccionales complejas, cultivarse de forma sencilla y ademds permitir obtener

rendimientos elevados del producto.

En este sentido el protozoario no patégeno L. tarentolae se ha convertido en un sistema atractivo
para la expresidn de proteinas, debido a las diversas ventajas que ofrece. Entre ellas destacan,
su bajo costo de cultivo, el nivel reducido de bioseguridad requerido (ya que no infecta humanos
ni animales), altos niveles de expresion, la facilidad de adaptarse a produccién a gran escalay la
disponibilidad de sistemas comerciales para su transfecciéon. Ademas, este sistema proporciona
muchos de los procesos postraduccionales de eucariotas superiores, incluida la N-glicosilacion,

fosforilacién, acetilacidn y prenilacion. En particular, presenta patrones de glicosilacion proteica
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mas similar al de células de mamiferos y vertebrados superiores que al producido por otras

células eucariotas como las levaduras o las células de insecto (2,9).

1.1.3 Modificaciones postraduccionales

Las modificaciones postraduccionales de las proteinas son de gran importancia, no solo por su
relaciéon con la actividad de las mismas, sino también por otorgar estabilidad y propiedades

inmunoldgicas.

En particular la glicosilacién es fundamental en las proteinas destinadas a uso en mamiferos
porque suele influir o determinar varias de sus propiedades farmacoldgicas, como la estabilidad,
la solubilidad/biodisponibilidad, la actividad in vivo, la farmacocinética y la inmunogenicidad (1,
9). Los Trypanosomatidos son ricos en glicoproteinas, las cuales representan mas de un 10% del
total de sus proteinas (2). L. tarentolae se ha utilizado exitosamente para producir glicoproteinas
humanas con N-glicanos biantenarios complejos como en la Eritropoyetina (EPO) y se ha visto

gue es capaz de O-glicosilar de manera incompleta (1,10).

Como se muestra en la Figura 4, los patrones de N-glicosilacion de L. tarentolae son muy similares
a los producidos por células de mamiferos. Se ha demostrado que L. tarentolae produce N-
glicanos biantenarios de tipo eucariota superior con alta homogeneidad (4). Una de las
limitaciones que poseen estos protozoarios es no contar con enzimas para la biosintesis del acido
sidlico, lo que condiciona la falta de sialilacion terminal de las glicoproteinas. Otra de las
modificaciones postraduccionales que L. tarentolae es capaz de realizar es la fosforilacion, de
gran importancia debido a que muchos procesos celulares son regulados por eventos de

fosforilacion y defosforilacion (2,4).
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Figura 4. Patrones de N-glicosilacion de diferentes organismos. Glicoproteinas expresadas en L.

tarentolae son similares a las de células de mamiferos. Editada de Jena Bioscience (11).

1.1.4 Cultivo de L. tarentolae en su forma promastigote

La forma de este protozoario que se cultiva in vitro es la promastigote. El mismo se divide por
fision simple cada 4-6 horas dependiendo de la disponibilidad de oxigeno. Los cultivos en
suspensidn crecen en oscuridad y agitacién bajo condiciones aerdbicas a una temperatura de
26°C, 6ptima para su crecimiento en el hospedero intermediario, insecto flebétomo (1). L.
tarentolae crece en medios definidos quimicamente, o en medios complejos, principalmente
infusion cerebro corazén (BHI), donde se obtienen las mayores densidades celulares (2). Los
medios de cultivo deben ser suplementados con hemina (Figura 5), porfirina que contiene hierro,
esencial para su crecimiento y supervivencia ya que estos pardsitos no poseen via de sintesis del
grupo hemo. Dependiendo del medio de cultivo y en condiciones dptimas se alcanzan densidades
celulares maximas de 400 x 10° células/ml. A diferencia de los cultivos de células de mamiferos,
para el crecimiento in vitro de los promastigotes no se requiere de una atmédsfera con CO3 ni
suplementacién con suero fetal bovino, lo cual reduce ampliamente los costos de cultivo. Ademas
de crecer en medio liquido, estos parasitos también crecen en medio semi-sélido (placas de agar
BHI), lo cual permite la seleccion clonal luego de la transfeccién y presién con antibiéticos de

seleccion (1, 2, 12).
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Figura 5. Molécula de hemina. Es un cofactor esencial de numerosas proteinas con importantes funciones

metabdlicas (respiracidn y sintesis proteica). Imagen de Basile 2009 (2).

1.1.5 Expresion de genes y vectores de expresion disponibles

En cuanto a la regulacion de la expresion génica, L. tarentolae presenta diferencias respecto a la
regulacién génica de otros eucariotas. En primer lugar, tanto en L. tarentolae como en todos los
Tripanosomdtidos, los genes no contienen intrones y la transcripcién es policistrénica. El
procesamiento postranscripcional del ARN pre-mensajero se realiza mediante reacciones de
trans-splicing y poliadenilaciéon dentro de las regiones intergénicas. El trans-splicing afnade una
secuencia de ARN de 39 nucledtidos, “Splice Leader” o mini-exon (SL) al extremo 5 del ARN
mensajero (ARNm), sefnal necesaria para el transporte, estabilidad y traduccién eficiente (13,14).
Los sitios de adicidn del SL son regiones conservadas de dinucledtido AG rodeada de tramos ricos
en polipirimidinas. Las sefales reguladoras necesarias para el procesamiento del ARNm son
proporcionadas por regiones intergénicas no traducidas (UTR) o regiones intergénicas (IR) que
flanquean los marcos abiertos de lectura (ORF) (14). En la Figura 6 se muestra un esquema de la

transcripcién en L. tarentolae.
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Figura 6. Transcripcion en L. tarentolae. La transcripcidn en L. taernotale es policistrénica, no hay intrones
y no hay reacciones tipo cis-splicing. El procesamiento de los pre-ARNm ocurre por reacciones de trans-

splicing y poliadenilacién dentro de las regiones intergénicas. Editada de Klatt 2013 (4).

La empresa Jena Bioscience comercializa distintos sistemas de expresion de proteinas
heterdlogas en L. tarentolae, los cuales se conocen con el término LEXSY (11). Estos sistemas se
encuentran disponibles en dos configuraciones, constitutiva e inducible, y permiten la expresién
de proteinas de forma intracelular o secretadas al medio de cultivo. La expresion heteréloga en
Leishmania se puede lograr a través de secuencias codificantes extracromosomales (episomal) y
cromosdmicas integradas (13). Se han desarrollado vectores de expresién integrativos
constitutivos, integrativos inducibles y episomal inducible (1,2). Los sistemas de expresion
inducibles resultan especialmente Utiles cuando se presume o ha sido demostrado que las

proteinas heterdlogas son tdxicas o interfieren con la fisiologia del hospedador (14).

En el sistema de expresién integrativo constitutivo el vector de expresidn se integra por
recombinacidn homdloga al locus del ARN ribosomal 18S (ssu) (Figura 7). ssu es un locus repetido
delgenomade L. tarentolae con una tasa elevada de transcripcion por parte de la ARN polimerasa

1(11,14).
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Figura 7. Vector de expresion constitutiva. Luego de la transfeccidn, el vector linealizado que contiene el

gen a expresar se integra en el locus que contiene las secuencias de los ARNr 18S (ssu) mediante
recombinacién homdloga. Los vectores comerciales ofrecen 4 opciones diferentes de genes de resistencia

a antibiodticos (Marker) para facilitar la seleccién post-transfeccion. Imagen de Jena Bioscience (11).

El vector para la expresién de genes contiene una sefial para el trans-splicing del ARNm, seguido
del gen de interés. La traduccidn se puede mejorar si el gen de interés contiene una secuencia
3’UTR de un gen con elevada expresion. Como la regulacién de la expresién de proteinas ocurre
de manera post-transcripcional a través de las UTR, es importante la elecciéon adecuada de las
mismas para asegurar una expresion eficiente. Los vectores pLEXSY contienen tres UTR
optimizadas, utrl derivada de la regidn intergénica del gen de adenina fosforribosiltransferasa
de L. tarentolae; utr2 derivada de la regién intergénica del grupo de calmodulina de L. tarentolae
gue contiene un cluster de tres genes de calmodulina dispuestos en tdndem, y la utr3 de la regién
intergénica del gen de dihidrofolato timidilato reductasa sintasa de L. major. Los tres utrs se
encuentran flanqueando el gen de interés y el marcador de seleccidn, y proveen la sefial de trans-

splicing para un procesamiento post-transcripcional eficiente del ARNm (14).

En los sistemas de expresién inducible el gen de interés se encuentra bajo el control del promotor
del bacteriofdgo T7, con un operador de tetraciclina (TET). Ademas, se emplea una cepa de L.
tarentolae genéticamente modificada (denominada T7-TR), que expresa de forma constitutiva la
T7 ARN polimerasa (T7 ARN pol) y una proteina represora de TET (TR), que al unirse al operador
TET del vector de expresion inhibe la transcripcion del gen. De este modo, la expresidon de la
proteina recombinante en el sistema L. tarentolae T7-TR/pLEXSY es inducida por la adicion de

tetraciclina al medio de cultivo, que se une al represor TR activando la transcripcidn del gen por
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la ARN polimerasa T7 (14). El trans-splicing, al desacoplar la transcripcién de la traduccién,
permite que el pre-ARNm sea transcripto por la ARN pol | o polimerasas externas como las del
bacteriéfago T7. En el caso del sistema de expresién inducible integrativo, el gen de interés de
integra en el locus cromosdmico de la ornitina descarboxilasa (odc), mientras que en el sistema
de expresiéon inducible episomal, los vectores de ADN no se integran al genoma, sino que se
mantienen como elementos extracromosdmicos que se replican como episomas (1,13,14). En la

Figura 8 se muestra un esquema del funcionamiento del sistema de expresion inducible LEXSY.

ARN pol |
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™ ! €)
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Figura 8. Sistema de expresidn inducible LEXSY. El gen de interés (X) se encuentra dentro del vector de
expresion bajo el control del promotor T7 y el operador TET (op). L. tarentolae T7-TR modificada
genéticamente para expresar de forma constitutiva la ARN polimerasa T7 (1) y la TR (2). El gen blecherry
facilita la seleccion mediante la adicion del antibidtico bleomicina, y permite seleccionar los mejores
clones productores y monitorear la induccion mediante la fluorescencia de la proteina Cherry. Las utr que
flanquean al gen de interés y el marcador, proveen las sefiales de splicing para el procesamiento post
transcripcional del ARNm en L. tarentolae. Ssu es el locus del ARNr 18S donde se integran los genes de la
T7 ARN pol y el TR. Odc es el locus de la ornitina decarboxilasa donde se integra el vector inducible, de ser

integrativo (3). Editada de Jena Bioscience (15).
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Leishmania tiene la capacidad intrinseca para amplificar las moléculas de ADN circulares
episomales manteniendo el ADN exdgeno durante muchas rondas de division celular, logrando
una expresion sostenida de los genes (13). En los sistemas episomales, los vectores circulares
estan disefiados de tal manera que la secuencia que codifica para proteinas estd flanqueada por
dos secuencias UTR, que albergan sefales de trans-splicing y poliadenilaciéon (13). En estos
sistemas los nimeros elevados de copias de pldsmidos por célula llevan a niveles de expresion
mas altos en comparacién con los sistemas integrativos. Sin embargo, la pérdida gradual del
pldsmido durante la divisién celular en los vectores episomales, hacen que sea necesario incluir
genes de resistencia a antibidticos y que los cultivos celulares son mantenidos en medios de
cultivo suplementados con los mismos. Esto hace que los sistemas integrativos, en los cuales se
puede prescindir de marcadores de seleccidon una vez seleccionado los clones, sean ventajosos,
especialmente cuando la presencia del gen de resistencia a antibidticos es problematica o el
antibidtico inhibe el crecimiento o la sintesis de proteinas (13). En la Figura 9 se muestra el vector

de expresidén inducible episomal.
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Figura 9. pLEXSY_IE-blecherry, vector inducible episomal para la expresion en L. tarentolae T7-TR. Utr
1-3 son las regiones no traducidas, optimizadas, que contienen las sefiales de splicing para el
procesamiento del ARNm para la expresion del gen de interés. SP: péptido sefial de L. mexicana. H6:
repetidos de Histidina. TL-TR: son extremos teloméricos para la replicacion episomal, liberados una vez
que el vector es linealizado por la enzima Pcil. T7Po es el promotor para la T7 ARN polimerasa, unido al
operador. toto es el repetido en tdndem terminador de la transcripcién T7. Se muestran distintas enzimas
de restriccion que permiten estrategias de clonado alternativas para lograr que la proteina de interés

permanezca en el citosol (c) o sea secretada (s). Imagen de Jena Bioscience (15).

En L. tarentolae la expresidon de proteinas heterdlogas se produce de forma intracelular y las
mismas pueden ser mantenidas alli o ser secretadas al medio. Para que una proteina pueda ser
secretada al medio extracelular, ésta debe poseer secuencias de sefializacion que dirijan su
procesamiento post-traduccional. Dado que L. tarentolae secreta bajos niveles de proteinas
enddgenas, y el medio de cultivo tiene bajo contenido proteico, una proteina heterdloga
secretada puede representar la mayoria de las proteinas totales del medio extracelular. Por lo
tanto, la expresion de proteinas de secrecién constituye una estrategia valiosa para separar la
proteina expresada del resto de las proteinas celulares (2). Los vectores pLEXSY permiten
incorporar una seifial de secrecidon de la fosfatasa acida de L. mexicana (Imsap) o de la

estafiloquinasa del fago 42D de Staphylococcus aureus a |la secuencia de interés (2,16).
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1.1.6 Antecedentes en la expresion de proteinas en L. tarentolae

Utilizando el sistema de L. tarentolae se han logrado expresar numerosas proteinas con diversos
plegamientos estructurales y funciones que fueron procesadas de forma similar a la nativa y
biolégicamente activas. Ente ellas, se encuentran proteinas oligoméricas con mas de una cadena
polipeptidica, como la laminina humana 332 (a3B3y2), una glicoproteina heterotrimérica (17). La
eritropoyetina humana (EPO), usada como modelo de estudio de la glicosilacién producida por
L. tarentolae, ha mostrado patrones de glicosilacion similares a los de eucariotas superiores (18).
Ademas, se han expresado una variedad de proteinas terapéuticas como la Cu/Zn superdxido
dismutasa humana (SOD1) (19), el activador de plasmindgeno (PA) (20), factor VII de coagulacion
humano (21), el interferon gamma humano (rhIFN-Y) (22), los fragmentos variables de cadena
simple (scFv’s) (23), la interleucina 29 humana (IL-29) (24), la regién Fc de IgG de conejo (25),
fragmentos de CD40 (26), la amelogenina humana (rhAm) (27), la N-acetilserotonina O-
metiltransferasa humana (ASMT) (28), entre otras. Recientemente en nuestro laboratorio, la
hormona foliculo estimulante bovina (bFSH), una glicoproteina de interés veterinario, fue
producida en L. tarentolae, con actividad bioldgica, a gran escala y bajo costo comparado a los

sistemas de expresion de células de mamifero (29).

Cabe destacar que este sistema se empled para la expresién de proteinas virales como la proteina
de capside L1 del virus del papiloma humano (HPV) (30), la hemaglutinina del virus de la influenza
(31), el complejo de glicoproteina E1 del virus de la hepatitis C (HCV) (32), la proteina de capside
del virus de la hepatitis E (HEV) (33), entre otras. También se ha utilizado a L. tarentolae como
sistema para la expresion del dominio de unién al receptor de la proteina Spike (RBD) del SARS-

CoV-2 (34).
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1.2 Purificacidn de proteinas recombinantes

1.2.1 Antecedentes y métodos comunmente utilizados

En los ultimos afos y a nivel mundial, el mercado de la biotecnologia ha experimentado un
crecimiento continuo, impulsado por la demanda creciente de soluciones para el diagndstico,
tratamiento y desarrollo de farmacos. El mismo tuvo un tamano de 1.32 billones de ddlares en el
2024 y en los proximos 7 afos se espera que crezca a una tasa anual del 29% (35). En el periodo
de enero del 2018 a junio del 2022 se aprobaron 180 principios activos biofarmacéuticos, entre
los que se destacan anticuerpos monoclonales, hormonas, vacunas, enzimas, factores de
coagulacion, productos basados en acidos nucleicos/terapia génica, entre otros (36). La
expansion del mercado ha llevado a la necesidad de desarrollar métodos rentables y eficientes
para el proceso de produccion de proteinas recombinantes. De los productos aprobados en dicho
periodo y fabricados mediante tecnologia recombinante, el 67% fueron producidos en células de
mamifero debido a los requisitos de modificaciones postraduccionales de los mismos (36). En la
Figura 10 se muestra el incremento a lo largo de los afos del uso de sistemas de expresion
basados en células de mamiferos en comparacion con otros sistemas, poniendo de manifiesto la
necesidad de contar con sistemas alternativos capaces de expresar proteinas glicosiladas o con

ciertas modificaciones postraduccionales, para satisfacer la demanda del mercado.

Células de
m mamifero = Otros

% productosaprobados

Hasta 1989 1990-1994 1995-1999 2000-2004 2005-2009 2010-2014 2015-2019 2020-Junio 2022

Figura 10. Grafico retrospectivo de productos biofarmacéuticos aprobados y producidos en células de
mamifero y otros sistemas de expresidn. Las barras muestran el porcentaje del total de biofarmacos

aprobados en el periodo indicado. Editada de Walsh 2022 (36).
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En lo que respecta a la biotecnologia aplicada a la salud animal, el uso de moléculas biolégicas se
ha extendido no solo al campo de las vacunas para control de enfermedades infecciosas (37),
sino también al de la produccién de hormonas que incrementan la productividad y fertilidad
(41,42), y de citoquinas reguladoras del sistema inmune (38), para la inmunocastracién (39,40),
el control de ectoparasitos (43), etc. Sin embargo, la aplicacidon de productos recombinantes en
animales sigue siendo restringida, debido principalmente al costo asociado a los procesos de

produccidn y el posterior procesamiento del producto.

En los ultimos afios se han desarrollado numerosos sistemas de expresién de proteinas
recombinantes con el fin de disminuir los costos de produccién y simplificar el proceso sin afectar
la calidad del producto recombinante. Un ejemplo de esto es L. tarentolae. Sin embargo, el
procesamiento posterior del producto (extraccion y purificacidn) sigue siendo un desafio debido
a que puede representar entre el 45-92% del costo total del proceso de produccidon cuando se
emplean sistemas de expresiéon econémicos (44). No solo el proceso de purificacidon de las
proteinas recombinantes, sino que también su escalabilidad a nivel industrial de forma eficiente

y econdmica, son importantes cuellos de botella para el desarrollo de productos biolégicos.

La cromatografia sigue siendo el método preferido para la purificacién de proteinas. A nivel
industrial, destacan la cromatografia de intercambio idénico y la cromatografia de interaccidn
hidrofdbica, las cuales se basan en propiedades fisicoquimicas intrinsecas como ser el punto
isoeléctrico o la hidrofobicidad de la proteina de interés, limitando asi el sistema de purificacion

a las caracteristicas de la proteina a expresar.

A nivel de laboratorio los métodos de purificacion se han centrado en la cromatografia de
afinidad, utilizando etiquetas peptidicas fusionadas a las proteinas. Un ejemplo lo es la etiqueta
de poli-histidina, la etiqueta Strept Il de ocho aminodcidos (Trp-Ser-His-Pro-GIn-Phe-Glu-Lys) que
muestra afinidad intrinseca hacia la estreptavidina (Strep-tag 11®), la proteina de unién a maltosa
(MBP) y los dominios de unién a quitina (CBD). Estas etiquetas de afinidad permiten purificar casi
cualquier proteina siempre y cuando la etiqueta quede accesible al solvente (45). También la

proteina A se ha utilizado ampliamente para la purificacién de anticuerpos monoclonales (mAb),
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dada su alta afinidad por el dominio Fc presente en los anticuerpos. Este sistema puede ser

aplicado a otras proteinas si se incorpora un dominio Fc como etiqueta de purificacién.

El principio de la cromatografia de afinidad se basa en interacciones fuertes entre los ligandos
inmovilizados y sus correspondientes etiquetas de afinidad (46). Las proteinas que no posean las
etiquetas no se uniran a los ligandos inmovilizados y podran ser eliminadas en sucesivos lavados
de la matriz cromatografica. Una de las limitaciones de este método es que la etiqueta de fusién
puede interferir con la actividad de la proteina a expresar (47,48). Ademas, para proteinas de uso
terapéutico en humanos, ha sido reportado que dichas etiquetas de afinidad pueden ser
inmunogénicos (49). Una forma de abordar este problema es eliminando la etiqueta al incorporar
una secuencia de corte para proteasas especificas, por ejemplo, Factor Xa, proteasa del virus del
grabado del tabaco (TEV) y proteasa 3C de Rhimovirus (50). Sin embargo, este paso adicional
incrementa los costos y el tiempo de procesamiento ya que se requiere un paso adicional para la
eliminacion de las proteasas, haciendo que este método no sea adecuado para la produccion a

escala industrial (45).

1.2.2 Polipéptidos tipo elastina (ELP) como etiqueta de purificacién no
convencional

Si bien las etiquetas de afinidad han sido ampliamente utilizadas en la purificacidon de proteinas,
los métodos que las emplean presentan ciertas limitaciones, especialmente asociadas a los
costos elevados de las resinas utilizadas y a la dificultad en el escalado de los procesos. Por ello,
surge la necesidad de desarrollar enfoques mas sencillos y econémicos. En este contexto, los
métodos que no requieren cromatografia representan una buena alternativa para superar las
limitaciones mencionadas, ya que no dependen del uso de resinas y podrian adaptarse a procesos

a gran escala, lo que contribuiria a una reduccién considerable de costos (50).

En este sentido, se han desarrollado etiquetas no convencionales que emplean mecanismos
sencillos (51,52). Uno de estos son los polipéptidos tipo elastina (ELP del inglés “Elastin-like-
Polypetides”), compuesto por repetidos pentapeptidicos derivados de la elastina (VPGXG)n, en

el cual X representa cualquier aminoacido excepto prolina y n el nimero de repetidos del
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pentapéptido. Los ELP presentan una transicién de fase rdpida a una temperatura especifica
denominada temperatura de transicion inversa (Tt) (53,54). Es decir, estos polipéptidos son muy
solubles a temperaturas menores de la Tt, mientras que, al elevarse la temperatura por encima
de la Tt, tienden a agregarse formando complejos supramoleculares insolubles (54). La Tt es
sensible a la composicion, tamafo y concentracién del ELP pero también se ve afectada por las
propiedades de la proteina fusionada y la composicién de la solucién, especialmente la fuerza

idnica de la misma (51, 55, 56).

La eficiencia en la agregacion y la precipitacién del ELP fusionado a proteinas, son fuertemente
influenciados por la composiciéon idnica del medio. Esto sigue la serie Hofmeister, que clasifica a
los iones basandose en su naturaleza cosmotrépica y su efecto en la solubilidad de proteinas. Los
iones cosmotropicos, son iones que contribuyen a estabilizar las interacciones entre moléculas
de agua, mientras que los iones caotrépicos, perturban la red de enlaces de hidrégeno entre las
moléculas de agua. Segun estudios comparativos utilizando diferentes sales como precipitantes,
el sulfato de amonio ((NH4)2S04) por ser mas caotrdpico que el cloruro de sodio (NaCl), seria
mejor precipitante de ELP. Pudiendo reducirse la concentracién de sal requerida en casi 4 veces,
y la temperatura requerida pasar de 37°C a unos 23°C. Eliminando la necesidad de energia
adicional para calentar la solucién y ampliando el rango de proteinas que pueden expresarse y
luego agregarse a través del ELP sin comprometer su estabilidad térmica, especialmente aquellas

termosensibles (57).

Cabe destacar que cuando el ELP se encuentra fusionado a una proteina recombinante, mantiene
la capacidad de agregarse y la proteina fusionada puede ser purificada mediante un método
sencillo conocido como “ciclado de transicion inversa” (ITC) (54). Este método se ha utilizado con
una variedad de proteinas, obteniéndose niveles de pureza por encima del 95%. Esto sugiere que
la unién de contaminantes a los agregados del ELP es minima. También se ha demostrado que
este método produce cantidades de proteinas purificadas similares a las obtenidas utilizando
etiquetas de histidina (58). En la Figura 11 se muestra un esquema del ITC, el cual se basa en
producir el agregado selectivo de la fusidon ELP-Proteina con el aumento de la temperatura, sal o

combinacion de ambos, y estos agregados pueden ser separados de otras proteinas
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contaminantes y recuperados mediante centrifugacién o microfiltracion. Luego los agregados
pueden ser resolubilizados mediante disminucidn de temperatura y la utilizacién de un buffer

con baja fuerza idnica.
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Figura 11. Esquema del método de purificacion mediante ciclado de transicion inversa y corte mediado
por inteina. La adicién de sal (NaCl o (NH4),S0.) al sobrenadante o lisado celular que contiene una
proteina fusionada a ELP desencadena la transicién de fase, provocando la agregacidn de la proteina de
fusidn ELP. La centrifugacion de la muestra separa la fraccion ELP agregada de otros contaminantes
(«centrifugacion en caliente»). La proteina de fusion ELP agregada en el pellet se disuelve en buffer frio,
pH 6 que promueve el corte de la inteina liberdndose la proteina de interés del ELP. El agregado de sal y
aumento de temperatura promueve el agregado del ELP libre. A este paso le sigue un centrifugado en

caliente, que separa el ELP en el pellet de la proteina libre que permanece en solucidn.

Los niveles de expresion y la eficiencia de purificacion de las proteinas fusionadas con ELP
también dependen del tamafio del ELP, dado por el nimero de repeticiones de pentapéptidos.
Se puede conseguir una purificacion mas eficiente con segmentos de ELP mds largos, pero hay

gue ser cautelosos ya que esto puede provocar una disminucién en los niveles de expresién de
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la proteina (59). Por el contrario, los segmentos ELP mads cortos suelen no interferir con la

produccidn de las proteinas, pero permiten una purificacién menos eficiente.

Este método por tanto no requiere de sistemas cromatograficos, resulta econdmico y facil de
escalar, lo cual lo convierte en atractivo para la produccidn industrial en gran escala, en particular
en el drea agro-veterinaria donde pequeiios niveles de impureza son tolerables. En el area
farmacéutica y otras aplicaciones, donde son requeridos altos niveles de pureza, estos métodos
pueden actuar como primer paso de enriquecimiento, obteniéndose material con un bajo nivel

de contaminantes con el cual continuar el proceso de purificacidon.

Como otras etiquetas de purificacién, también poseen limitaciones, en este caso es la necesidad
de remover la etiqueta luego de la purificacion, lo cual se puede resolver mediante la utilizacion

de la tecnologia de las inteinas (50).

1.2.3 Inteinas

Las inteinas (interveining proteins) son polipéptidos que se escinden de las regiones que
flanquean, en un proceso denominado “splicing de proteinas”. En la actualidad existe especial
interés sobre la distribucidn y funcidén bioldgica de las inteinas. Las mismas estan presentes
Unicamente en organismos unicelulares pertenecientes a los tres dominios de la vida. En 1990 se
descubrid la primer inteina en un gen que codifica una ATPasa de membrana vacuolar de
Saccharomyces cerevisiae (VMA1) y desde entonces se han identificado mas de 1500 inteinas en

las bases de datos (60). Los tamafios de las mismas varian de 134 a 844 aminodcidos (61).

Es poco lo que se conoce del origen de las inteinas, la diversidad, evolucidn y los potenciales roles
gue cumplen en las células que las hospedan. Estudios relativamente recientes indican que las
mismas son sensibles al ambiente en el cual se encuentran y juegan un rol regulatorio a nivel
postraduccional. En el trabajo realizado por Olga Novikova, et al. 2016, se realizd un analisis
profundo de miles de genomas de los dominios de bacterias, archea y eucariotas, en busqueda
de inteinas. En los genomas de bacterias y archea, se encontrd que un 24% y un 47%

respectivamente contenian inteinas, incluso mas de una por genoma, mientras que el 1,1% de
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los genomas de eucariotas analizados contenian inteinas, y con una abundancia de solo una por

genoma (62) (Figura 12).

Las inteinas halladas en bacterias y archea, se encuentran entre proteinas involucradas en la
replicacion del ADN, la recombinacién, la reparacion o transcripcion, como ADN o ARN
polimerasas, helicasas o topoisomerasas. En genomas nucleares eucariotas, las mismas se
encuentran en ATPasas de membrana vacuolar y en la proteina PRP8, la cual participa en el
splicing de intrones. Las inteinas también han sido encontradas en genomas de cloroplastos de
algas verdes y criptofitas, flanqueando genes relacionados a helicasas replicativas, proteasa ClpP
y ARN polimerasa. En virus y bacteriéfagos, se han hallado inteinas en terminasas involucradas

en el empaquetamiento del ADN (62).

TOTAL WITH TOTAL
GENOMES INTEINS FRACTION |NTEINS
BACTERIA @ 27120 |23 1147
ARCHAEA G YOO 1. | 543
EUKARYA @ 6648

Figura 12. Distribucidn de inteinas en distintos dominios filogenéticos de la vida. Se indica el numero
total de genomas analizados, el nimero y la fraccién de genomas con inteinas y el nUmero total de inteinas

encontradas. Editada de Novikova 2016 (62).

La conservacion de las inteinas en genes esenciales de muchos organismos sugiere que, en ciertos
contextos, las mismas pueden conferir a los mismos ciertas ventajas evolutivas. Por ejemplo, al
interrumpir proteinas esenciales, el splicing puede actuar como un mecanismo regulador,
activando la proteina sdlo bajo ciertas condiciones ambientales. A su vez asegura que solo
proteinas correctamente plegadas y procesadas se activen tras el splicing, actuando con un
control de calidad proteico. Muchas inteinas contienen un dominio de endonucleasa homing,
que les permite insertarse en genes homadlogos carentes de inteina, asegurando su herencia y

diseminacion (62, 63).
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1.2.4 Mecanismo de accion de las inteinas

En la mayoria de los casos, las inteinas se expresan como un unico polipéptido, inteinas cis-
splicing. Como se ilustra en la Figura 13.A, las secuencias que codifican para inteinas estan
flanqueadas en el extremo 5" y 3" por las secuencias que codifican para la regiéon N-y C- terminal,
respectivamente, de una proteina. Estas secuencias adyacentes a las inteinas se denominan
“exteinas”. Luego de la traduccién ocurre el splicing proteico que da lugar a la escision de la
inteina de las regiones que la flanquean (64,65). Sin embargo, en algunos casos se puede dar la
transcripcién y traduccion de dos secuencias conteniendo segmentos de la inteina. Estos se
conocen como inteinas “trans-splicing” o “Split inteinas” (Figura 13.B). Luego de la unién post-
traduccional de los segmentos conteniendo las secuencias de inteinas tiene lugar una reaccion

de splicing con ensamble del polipéptido y la eliminacién de las regiones de inteina (65,66).

A Cis-splicing B Trans-splicing (Split inteinas)
ADN
* Transcripcion Jr Transcripcion
ARN
* Traduccion ‘ Traduccion

L LI - xtein THRNNRRSNES C-Extein S N-Extoin NTURNNN [ & C-Extoind

‘ Ensamblado de inteinas

‘ Splicing
Jv Splicing
Proteina l m M
+

+
Intein IntN -

Figura 13: Traduccidn y splicing proteico de las inteinas. A) Inteinas de cis-splicing. B) Inteinas de trans-
splicing (split inteinas). La secuencia es transcripta a ARNm y traducida como un precursor proteico, el
cual mediante posterior cis o trans-splicing escinde a la inteina de las dos regiones que la flanquean, o
exteinas. Las secuencias exteinas se ligan entre si, dando lugar a una proteina madura. Editada de Elleuche

2016 (65).
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El splicing de proteinas consiste en romper un enlace peptidico (en las uniones inteina-exteina)
y formar un nuevo enlace peptidico entre polipéptidos de exteinas. Se trata de una reaccién
qguimica precisa que se produce entre aminodcidos conservados especificos que residen en
inteinas y exteinas y no requiere cofactores. La alineacion de secuencias de inteinas revela que
las mismas tienen cuatro motivos de splicing importantes, cada uno de los cuales comprende
aminodcidos similares altamente conservados (67). Estos motivos se dividen a su vez en siete
bloques: De los siete bloques, A, B, F y G (también conocidos como N1, N2, C2 y C1,
respectivamente) son los esenciales (Figura 14.A). Como ejemplo en la Figura 14.B se muestra la
estructura tridimensional de la mini inteina recA de Mycobacterium tuberculosis (Mtu) con
delecién del dominio endonucleasa, y la disposicion espacial de los residuos aminoacidicos

involucrados en el mecanismo de reaccién.

A B
C, D, & E block:
N4 Np C, C,
(A) (B) Split site /-(F G
N Exin
c TxxH DH HN
S c Ga

Intein ’Blncl A (N1) Block B (N2) Block F (C2) llockAG (c1)
Bacteria
ATTLTRPFLT QVYDLTV++DGTRNFV 49 VEN
ARN
m a4 AGVEVEN
MG & NGIYTSNS 414
VENC 44

ATPDHEVI DLEV**EELHTLV 4 NENC 44
Bacteriophages
TADHQVLT 62 YDLIN®CGPRNRE ] TVEN
L YVATENT 34
Archaea
T 1 = 2 TYVGQC 181
NARNE 8 AVVEN

PsH NVYDLEV** EGTHS s N
TPDHERML 8 YDLEV** PVTHNE VNS 216
s mFr 1 NGLVLEN
FETKLLT & DLTV** BGSH NGEWENT 14
Fungi
HNC 48
WATH 8 TLS* *DDSDHOFL 44 NQUWHNC 4
Viruses
T DTYCT* FTEPINA 32 NGILTGRC 34
TPLLIKNF 13 NGEVIVIDEHSLLN DLTT** *ENHHFH 33 IVENT 34

Figura 14. Elementos de importancia involucrados en el splicing de inteinas. A) Las inteinas poseen
cuatro motivos de importancia: region N-terminal con N1 y N2 y la region C-terminal con C1 y C2. Los
aminodcidos involucrados en la reaccidn de splicing se indican en letra azul. Los aminoacidos conservados
en la C-exteina se indican en letra verde (C, S y T). Se muestra una lista de inteinas de bacterias,
bacteriéfagos, virus y hongos y el alineamiento de los motivos A, B, F y G conservados. Editada de
Pavankumar 2018 (67). B) Estructura tridimensional del dominio de splicing de la inteina recA de Mtu
(PDB: 2INO), con delecion del dominio endonucleasa. En la figura se indican los aminoacidos involucrados

en el mecanismo de reaccién de splicing.
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El mecanismo candnico por el cual ocurre la reaccion de splicing de las inteinas consta de cuatro
pasos. (i) En primer lugar ocurre un desplazamiento N-O o N-S que conduce a la formacién de un
enlace ester o tioester, iniciado por el residuo N-terminal de la inteina, habitualmente una
cisteina o una serina. (ii) El segundo paso es una trans-tio-esterificacion entre las exteinas, donde
ocurre un ataque nucleofilico por el residuo C-exteina, generalmente una cisteina, serina o
treonina, resultando en una ligacién de las dos exteinas y la formacidon de un intermediario
ramificado. (iii) Posteriormente la inteina se separa de las exteinas mediante la ciclacion de una
asparagina conservada. (iV) El ultimo paso es un reordenamiento espontaneo del enlace tioéster
entre las exteinas, que forma un enlace peptidico de manera independiente de la inteina,
mientras que la succinamida C-terminal de la inteina se hidroliza lentamente de nuevo a

asparagina o isoasparagina (Figura 15).

HX HX
» WP )
H,N— N-Extein )J\NH Intein > C-Extein — COOH
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ester/tioester
o

-
HN—| N-Extein /U\‘X

HoN

Intein
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j\! C-Extein J- COOH

l 0O/S a rearreglo N acil

(iv) HoN
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C-Extein COOH
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Figura 15. Pasos en el mecanismo de splicing de inteinas. (i) Desplazamiento N-O o N-S, (ii)
transesterificacion, (iii) ciclacion de la asparagina e (iv) hidrdlisis espontanea del residuo amino-succinato

y O/S a rearreglo N acil para formar enlace peptidico entre exteinas. Editada de Pavankumar 2018 (67).
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1.2.5 Inteinas como herramienta para la purificacion de proteinas
La quimica de las inteinas, implicada en la generacidn y ruptura de enlaces peptidicos resulta
especialmente atractiva para diversas aplicaciones biotecnoldgicas, en particular para el

desarrollo de nuevas estrategias de purificacion de proteinas (67).

Las inteinas han sido modificadas genéticamente en residuos especificos para que realicen
reacciones de escisién controladas y desencadenadas por distintos factores. Segun cémo se
desencadene la reaccién de escisidn, las inteinas modificadas pueden clasificarse en inteinas de
escision C-terminal o N-terminal (Figura 16) (68). Por ejemplo, con fin de purificar proteinas se
ha visto que introducir una mutacidon X1A produce una inteina de escisidon C-terminal, donde X es

el aminodcido inicial de la inteina (61).

- . C-terminal
C-extein —_—
cleavage

-+

K L
-

%

O

N-terminal
cleavage

Figura 16. Tipos de reaccion de escision mediada por inteinas. Splicing de inteinas, escisién tipo C-

terminal o N-terminal. Imagen de Du 2011 (68).

Las inteinas modificadas pueden clasificarse como inducidas por pH o inducidas por adicién de
un tiol, como B mercaptoetanol, 1,4-ditiotreitol (DTT) y cisteina libre, segun el tipo de reaccion

de escisién que experimenten (N- o C-terminal) (61).

El primer sistema de purificacién comercial basado en la utilizacién de inteinas fue desarrollado
por New England Biolabs (NEB) en 1997 y comercializado como el sistema “Intein-Mediated

Purification with Affinity Chitin Binding Tag” (IMPACT). El mismo utilizaba una inteina modificada
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proveniente de S. cerevisae VMA1, cuyo clivaje ocurre por adicién de un tiol, en el extremo N
terminal, mientras que su extremo C-terminal estaba fusionado a una etiqueta de dominio de
unién a quitina (CBD) (61,69). Un aspecto negativo de este desarrollo es que la adicion de tioles
puede alterar los enlaces disulfuro accesibles al solvente de la proteina diana y desnaturalizarla

afectando su estructura y funcion.

Posteriormente se desarrollaron las inteinas de escisién C-terminal, cuya reaccién de escision es
inducida por un cambio de pH, normalmente de pH 8,5 a pH 6,5. La reaccion de escision de estas

inteinas también estd influenciada por la temperatura, exhibiendo mayor actividad a 37°C (69).

En la Tabla 1 se describe una lista de inteinas cominmente utilizadas para la purificaciéon de

proteinas y algunas de las proteinas purificadas utilizando estos sistemas (60).
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Tabla 1. Inteinas utilizadas en purificacion de proteinas. Editada de Wood 2018 (60).

Inteina / Etiqueta
Tipo de escision Proteinas expresadas
Organismo utilizada
Sce VMA MBP, CBD N-terminal (adicién de Tiorredoxina, Hhal Metilasa, MBP, Bst DNA Polimerasa,
un tiol: DTT, B-ME, T4 DNA Ligasa, Ciclofilin PPlase, CamKlI, PPI, GFP, CamKII,
(Saccharomyces
. cisteina libre) Fsel (C term), hPTHrP, Cre Recombinasa, Hsp47, bFGF y
cerevisiae)
diferentes endonucleasas (BamHI, BgLIl, EcoRV)
Mtu AI-CM MBP, CBD, ELP, C-terminal (pH TS, C-I-Tev, aFGF, AHSP, B-lac, Catalase, GST, GFP, MBP,
Phasin dependiente) S-824, CAT, NusA, B-Gal (w/ split ICM), LipA

(Mycobacterium

L6KDLipAFR/FK-1

tuberculosis)
Mxe GyrA CBD, ELP, ELK16, | N-terminal (adicidn de RNAsa truncada, Hpal truncada, Tiorredoxina, RNAP,
. His un tiol) CM4, HBDA4, Hstl, CHAP, Pa-MAP 2, Timosina B4, hEGF,
(Mycobacterium
) . Gelosina, Uricasa
xenopi) C-terminal
(dependiente de
temperatura 16-25°C)
Ssp DnaB MBP, CBD, PhaR, | N-terminal (adicién de MBP, T4 Ligasa with, hINFa-4, hEGH, Bmk IT,
. His un tiol) Tiorredoxina (con split inteina), MBP, LacZ, GFP, MBP,
(Synechocystis sp)
. Interleukin-10
C-terminal
(dependiente de pH)
Npu DnaE CBD, ELP C-terminal (adicién de GFP, MBP, PTHD, DsRed, B-Gal, CAT
(Nostoc un tiol)
punctiforme)

En el presente trabajo se utilizd una inteina de escisidén inducida por pH conocida como mini-
inteina, Al-CM derivada de la inteina recA de M. tuberculosis. La misma es una proteina de 18 kDa
y se desarrollé eliminando un dominio, seguido de mutagénesis y seleccién para lograr una
escision rapida controlable por pH y temperatura (Figura 17.A) (70). Esta inteina ha sido utilizada
exitosamente conjugada con varias etiquetas de afinidad convencionales, como la CBD, vy
también etiquetas no cromatograficas como los polipéptidos de tipo elastina (ELP) para producir

diferentes proteinas recombinantes (Figura 17.B) (61).
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Figura 17: Modelo de escision mediada por la mini inteina AlI-CM. A) En la inteina nativa (Silvestre), los
enlaces de hidrégeno o interacciones electrostaticas (.....) no permiten que la asparagina (N) C-terminal
reaccione formando una succinimida hasta que se liguen las exteinas. El residuo de acido aspartico (D) en
la posicion 422 esta estrictamente conservado en el 62% de todas las secuencias de inteinas conocidas.
Un cambio de aminoacido en la posicion 422 por una glicina (G) elimina la posibilidad de formacion de un
enlace que en la forma nativa de la secuencia y facilita la formacidn de la succinamida y la escisidn C-
terminal. Editada de Wood 1999 (70) B) Esquema del mecanismo de accién mini inteina Al-CM fusionada

a una etiqueta de purificacién. Editada de Wood 2014 (69).

El uso de inteinas para la purificacién de proteinas libres de etiquetas se ha empleado
mayoritariamente utilizando E. coli como sistema de expresion. Debido a su naturaleza sensible
alatemperaturay el pH este tipo de inteinas tienden a experimentar auto-escision in vivo cuando
son expresadas a temperaturas altas (>32°C) y bajo pH (<7.4). Este comportamiento condiciond
su uso en sistemas de expresidn basados en células de mamifero ya que las condiciones de
crecimiento afectarian negativamente los rendimientos. Sin embargo, hay experiencias exitosas
del empleo de inteinas en proteinas que se han expresado en células de insecto (71) y en plantas
(72), donde las temperaturas de crecimiento son inferiores. El hecho que L. tarentolae crezca a

una temperatura de 26°C y lleve a cabo modificaciones post-traduccionales similares a las de
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mamiferos, la convierte en un sistema candidato en el cual explorar el uso de las inteinas en la

produccién de biomoléculas.

En comparacién con las inteinas cuya escisién es inducida por adicion de tiol, las inteinas de
escision inducida por pH son compatibles con proteinas blanco que posean enlaces disulfuro,
siempre y cuando estas presenten pl superiores al pH a emplear. Ademas, estas Ultimas son mas
econdmicas, considerando que no requieren de reactivos adicionales para que ocurra la reaccidn

de escision.

El presente trabajo explord la utilizacién del ELP y la mini inteina AI-CM como etiqueta para la
purificacién proteica en un sistema de expresién eucariota como es L. tarentolae, mediante el
disefio de construcciones de fusiéon con dos proteinas de interés (la proteina verde fluorescente

mejorada (eGFP) y una quimera de la hormona foliculo estimulante bovina (bFSH) (29).

Dado que la precipitacién se limita a la porcion del ELP, la cual estd separada de la inteina y la
proteina de interés por un linker flexible, la actividad de la inteina y de la proteina de interés no

se verian afectadas (Figura 18).

ELP ) ( Target
Linker AI-CM intein | Protein
... GGLV|SSNN ... ISEFALA ... VWVHN|M ...
22aa 168aa \ ,,"

557aa

Figura 18. Esquema del precursor proteico expresado. Editada de Banki 2005 (52).
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 Hipotesis

La capacidad de L. tarentolae de proporcionar modificaciones postraduccionales similares a las
de células de mamiferos y de crecer a menor temperatura que éstas, convierten a este organismo
en un buen sistema de expresidon para proteinas recombinantes de origen animal cuya
purificacién se realice por métodos basados en etiquetas de ELP e inteinas. Dado el comparativo
bajo costo de estos métodos de purificacion, su aplicabilidad en L. tarentolae contribuira a hacer
mas rentables los procesos de produccién de biomoléculas recombinantes para el area

veterinaria.

2.2 Objetivo general
El presente trabajo propone desarrollar nuevas herramientas moleculares que permitan obtener
un alto grado de pureza de biomoléculas expresadas en L. tarentolae mediante métodos sencillos

que no requieran de cromatografia ni el uso de proteasas.

2.3 Objetivos especificos

- Generacidn de construcciones de ADN para la expresidn de proteinas recombinantes fusionadas
a ELP_A -CM.

- Generacién de cepas de L. tarentolae expresando de manera constitutiva e inducible las
construcciones recombinantes y seleccién de clones con alta produccion.

- Optimizacion de las condiciones de expresion de las diferentes proteinas recombinantes que
permitan obtener altos niveles de expresidn y bajo porcentaje de escision prematura de la
inteina.

- Optimizacién de las condiciones de purificacién mediante precipitacion por ciclado de transicion
inversa del ELP.

- Optimizacién de las condiciones de auto escision de la inteina que permitan obtener la proteina
de interés libre de etiquetas.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Reactivos generales

Las sales utilizadas en la precipitacién fueron obtenidas de Sigma-Aldrich o Carlo Erba. Los
reactivos utilizados para la preparacién de soluciones, antibidticos de seleccién, asi como el
medio de cultivo BHI para L. tarentolae fue adquirido de Sigma-Aldrich. Las enzimas utilizadas en
los procedimientos de Biologia Molecular fueron compradas a New England Biolabs (NEB),
Fermentas o Invitrogen. Los oligonucledtidos fueron sintetizados por Integrated DNA
Technologies (IDT). Los kits para extraccidn y purificacién de ADN fueron de Nzytech o QIAGEN.

El cocktail de inhibidores de proteasas cOmplete EDTA-free fue comprado a Roche.

3.2 Generacion de construcciones para expresion en L.
tarentolae

Las proteinas modelo eGFP y la bFSH fueron clonadas en dos tipos de vectores comerciales que
permiten la secrecién de las mismas, un vector de expresidn constitutiva, pLEXSY-Hyg2 (73), y un
vector de expresion inducible pLEXSY_IE-blecherry4 (74), episomal y bicistréonico, que expresa
simultdneamente la proteina de interés y la proteina fluorescente Cherry como reportero de
expresidon. En estos vectores se clond la secuencia codificante para; el ELP de 110 repetidos
seguida de un linker separador, la mini inteina AlI-CM (51) y la proteina de interés. Las secuencias
del ELP y AI-CM se obtuvieron del vector pET/EI-CAT desarrollado por Banki y colaboradores, y
disponible en AddGeen (75). La secuencia codificante para eGFP se obtuvo del vector peGFP-C3
(76) y la de la bFSH del vector pLEXSY-Hyg2 FSH (77). En cuanto a la sefial de secrecién, se
sustituyd la secuencia del péptido sefial presente en los vectores pLEXSY-Hyg2 y pLEXSY_IE-
blecherry4 por la secuencia del péptido sefal de la fosfatasa acida secretada por L. mexicana
(seccion 3.2.1) que ha mostrado ser mas eficiente en la secrecién de proteinas recombinantes
(23). En las construcciones se agregd una etiqueta de 6 histidinas precediendo a las proteinas de
interés. Las secuencias codificantes y de aminodcidos se detallan en el Anexo 1. La sintesis de

todos los vectores con codones optimizados para L. tarentolae se solicité a Genescript®.
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3.2.1 Eliminacidn del péptido seial en vectores de expresion

Los vectores pLEXSY-Hyg2 ELP-Inteina-eGFP (Hyg2_ E-1-eGFP), pLEXSY_IE-blecherry4 ELP-
Inteina-eGFP (Blecherry_E-l-eGFP), y pLEXSY_IE-blecherry4_ELP-eGFP (Blecherry _E-eGFP) fueron
digeridos con las enzimas Bglll Fast dig (Thermo) y Ncol-HF (NEB) durante 40 minutos a 37°Cy
analizados mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v) en buffer TAE 1X (40 mM Tris
base pH 8,0, 40 mM 4cido acético y 1 mM de acido etilendiaminotetraacético (EDTA)) y bromuro
de etidio 0,5 pg/mL. Los fragmentos fueron purificados a partir del gel mediante el kit comercial
PureLink Quickgel extraction (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se realizé el
relleno de extremos romos, utilizando Phusion ADN polimerasa (NEB). La ligacién de los
fragmentos purificados se realizd6 con T4 DNA Ligasa (Invitrogen) segun las indicaciones del
proveedor incubando a 4°C durante toda la noche (ON, del inglés over night). Posteriormente, se
transformaron Escherichia coli cepa SURE (Stop Unwanted Rearrangement Events, Agilent)
guimiocompetentes con la reacciéon de ligacién. Para ello, 100 pL de las células fueron incubadas
con 10 pL de ADN por 30 min en un bafo de hielo y luego se realizé un shock térmico a 42°C
durante 90 segundos, seguido de una incubacién por 2 min en hielo, luego de lo cual se agregdé
700 pL de medio SOC (triptona 20 g/L, extracto de levadura 5 g/L, glucosa 3,6 g/L, KCl 0,186 g/L,
NaCl 0,5 g/L, MgCl, 0,96 g/L) y se incubd 1 hora a 37°C con agitacion a 220 revoluciones por
minuto (RPM). Cumplido este tiempo, una fraccién de las células transformadas se sembro en
placas de LB-agar (5 g/L de extracto de levadura, 10 g/L de triptona, 10 g/L de NaCl y 15 g/L de
agar) suplementadas con ampicilina 100 pg/mL y se incubaron durante 16-20 h a 37°C. De las
colonias crecidas, se realizaron precultivos de 5 mL en medio LB con ampicilina 100 pg/mLy se
incubaron a 220 RPM durante 16-20 h a 37°C. Luego se realizé la extraccidon del ADN plasmidico
con el kit QIAprep Miniprep (QIAGEN). Los plasmidos se enviaron a secuenciar para corroborar la
delecidon del péptido seial utilizando los cebadores T7 Fw (5" TAATACGACTCACTATAGGG 3°) para
las construcciones de expresién inducible y pLexy-Fw (5" ACTTGCACATACCCAGTGAAGC 3°) para el

vector de expresidn constitutiva (servicio de secuenciacién del Institut Pasteur de Montevideo).
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3.3 Transfeccion de L. tarentolae y obtencidon de clones
productores de bFSH / eGFP

3.3.1 Cultivo de L. tarentolae

Se utilizaron dos cepas de L. tarentolae, la cepa LEXSY host P10 (78) para la expresién constitutiva
con el vector pLEXSY-Hyg2 y la cepa LEXSY host T7/TR (79) (que expresa constitutivamente la ARN
T7 Polimerasa y el represor TET) para la expresion inducible con pLEXSY_IE-blecherry4. Los
cultivos de la cepa LEXSY host P10 se realizaron en el medio de cultivo liquido Infusiédn Cerebro-
Corazon (BHI) 37 g/L suplementado con hemina 5 pug/mL, penicilina 50 U/mLy estreptomicina 50
ug/L. Los cultivos de la cepa LEXSY host T7/TR se realizaron en medio BHI 37 g/L suplementado
con hemina 5 pg/mL, penicilina 50 U/mL, estreptomicina 50 ug/L, higromicina 100 pug/mL vy
nourseotricina 100 pg/mL. Luego de las transfecciones los medios de cultivo fueron
suplementados con 100 pg/mL de higromicina y 100 pg/mL de bleomicina para facilitar la
seleccion de clones transfectantes a partir de los vectores pLEXSY-Hyg2 y pLEXSY_IE-blecherry4,
respectivamente. Ambas cepas de L. tarentolae utilizadas fueron incubadas a 26°C en
condiciones estdticas durante la propagacion y en agitacion a 90 RPM durante la expresion de la

proteina recombinante.

Los recuentos de células se efectuaron en cdmara de Neubauer diluyendo los cultivos en buffer
fosfato salino (PBS: NaCl 137 mM; KCl 2,7 mM; Na;HPO4 8,1 mM y KH2PO4 1,76 mM, pH 7,4) con
glucosa al 1% (p/v) inmediatamente antes de su conteo. Se consideraron como células viables

aquellas que tenian movilidad y eran morfolégicamente normales.

3.3.2 Transfeccion y seleccion de clones

Se partid de un cultivo de L. tarentolae con una densidad de 3 x 10° células/mL, el cual alcanza
una densidad de 2-3 x 107 células/mL al cabo de 24 horas de incubacidn a 26°C en forma estatica.
Se realiz6 recuento de células y el volumen necesario para tener 3 x 107 células se centrifugé a
2000 g durante 5 minutos a temperatura ambiente. Las células fueron lavadas con Cytomix (EDTA

2 mM pH 7,6; KCl 120 mM; CaCl; 0,15 mM; K;HPO4/KH2PO4 10 mM; HEPES 25 mM pH 7,6; MgCl,
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5 mM; Glucosa 0,5%; BSA 100 pug/mL; hipoxantina 1 mM) y luego se resuspendieron con 100 pL

de solucién Amaxa Basic Parasite nucleofector (Lonza™).

Previo a la transfeccidn, los vectores de expresidn inducible fueron linealizados con Pcil (Thermo),
mediante incubacion ON a 37°C y los vectores de expresion constitutiva fueron digeridos con
Swal (NEB) por incubaciéon ON a 25°C. La precipitacion del ADN digerido se realizd con acetato de
sodio (concentracién final 0,3 M) mas 0,7 volumenes de isopropanol, seguido de un lavado con
alcohol 70%, evaporaciéon y finalmente se resuspendid en agua estéril. Los pasos de
centrifugacion se realizaron a 15000 g, 4°C por 30 minutos para el paso de precipitacion y 10

minutos para los lavados.

Para la transfeccidn se utilizd el equipo Amaxa Nucleofector 2b (Lonza) que permite utilizar
parametros eléctricos y soluciones especialmente optimizadas para la transfeccién de parasitos.
En las cubetas de electroporacion de 2 mm se colocd la mezcla ADN (10 pg)/células (3 x 107
células totales) y se aplicé el programa de nuclofeccién U-033 del equipo. A continuacidn, se
incubd la cubeta en hielo por 10 minutos y los parasitos transfectados se transfirieron a 5 mL de
medio de cultivo BHI sin el antibiético de seleccién para el vector, pero si conteniendo los
antibidticos requeridos por la cepa, y se incubaron ON a 26°C. Para la seleccidén clonal se
emplearon placas con medio sdlido, las cuales fueron preparadas el mismo dia con BHI agar
suplementado con los antibidticos de seleccién, ademas de los requeridos por la cepa (BHI 37
g/L, suero fetal bovino inactivado 20 min a 56°C 10% (v/v), agar 10 g/L, HEPES 20 mM pH 7.4,
hemina 5 pg/mL, penicilina 50 U/mL, estreptomicina 50 ug/L y segun corresponda higromicina
100 pg/mL, bleomicina 100 pg/mL y nourseotricina 100 pg/mL). A estas placas se le colocaron
membranas de nitrocelulosa estériles sobre la superficie. Una alicuota de 3 mL del cultivo crecido
ON se centrifugd a 2000 g durante 3 minutos a temperatura ambiente y los parasitos fueron
resuspendidos en 200 ul de medio de cultivo residual. Se esparcieron 30 pl de las células por
placa, las cuales se incubaron en posicidn invertida y selladas con parafilm, a 26°C durante 5-7

dias hasta la aparicién de pequeiias colonias definidas.
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Para el caso de la cepa LEXSY host P10, las colonias fueron transferidas mediante un tip a placas

de 24 pocillos conteniendo 1 mL de medio BHI suplementado con higromicina 100 pg/mL.

En el caso de la cepa T7-TR, las membranas de nitrocelulosa fueron transferidas a placas frescas
con BHI agar con tetraciclina (10 ug/mL). Las placas se incubaron a 26°C durante 2 dias. Los clones
con mayor expresion de la proteina reportera fueron seleccionados visualmente evaluando la
intensidad de la coloracién rosada correspondiente a la proteina Cherry. Las células provenientes
de estas colonias fueron transferidas con un tip a una placa de 24 pozos conteniendo 1 mL de BHI
suplementado con higromicina 100 ug/mL, nourseotricina 100 ug/mL, bleomicina 100 pg/mL y

tetraciclina 10 pg/mL.

En ambos casos las placas se incubaron durante 24 horas a 26°C sin agitacién. Para las
construcciones que tienen como proteina a expresar a la bFSH, los sobrenadantes provenientes
de las mismas fueron evaluados por ensayo de inmunoadsorcién ligado a enzima (ELISA) para
cuantificar la presencia de FSH (seccién 3.8.5). Para las construcciones que tienen como proteina
a expresar a la eGFP se midid la intensidad de fluorescencia emitida a 507 nm luego de ser
excitada con una longitud de onda de 488 nm, utilizando el espectrofluorimetro VarioskanTM
(Thermo Scientific). Ademads, para el caso de los vectores de expresidn inducible que expresan la
proteina reportera Cherry, luego de 48 horas de induccién con tetraciclina 10 pg/mL se midié la
intensidad de fluorescencia emitida a 610 nm luego de ser excitada a 590 nm. Los clones que
presentaron mayor produccidn se conservaron a -80°C con glicerol 20% (v/v). En la Figura 19 se

muestra un esquema del proceso de transfeccién de L. tarentolae.
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Figura 19. Esquema del proceso de transfeccion en L. tarentolae. Los pardsitos adquieren el vector con
el gen de interés mediante transfeccién por electroporacion. Posteriormente se realiza la seleccién de
clones, los cuales luego son analizados para identificar el clon con el mayor nivel de produccidn de la

proteina de interés. Finalmente, se escala el proceso de producciéon de la proteina recombinante.

3.4 Expresion de proteinas de interés

Para la expresidn de las proteinas en todas las construcciones, se partid de cultivos en
condiciones estaticas en fase exponencial de crecimiento con densidad celular entre 4 a 8 x 10’
células/mL (densidad dptica a 600 nm (OD) 0,8-1). Se realizd una dilucién al quinto en BHI
suplementado en matraz (respetando que el volumen de medio no supere 1/5 de la capacidad
del matraz). Este cultivo se incubd a 26°C y a 90 RPM en agitador orbital, luego de 24 horas se
monitorearon los parasitos al microscopio y se midié la OD. El precultivo se diluyé nuevamente
al quinto en medio BHI fresco suplementado y para las construcciones de expresion inducible se
agrego el agente inductor, tetraciclina 10 ug/mL. El matraz se incubé nuevamente a 26°C y 90

RPM durante 48-72 horas segln el caso. Los cultivos se centrifugaron a 3000 g durante 20
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minutos a 4°C y el sobrenadante y/o pellet de células recuperado, de no ser utilizado

inmediatamente, se conservo a -20°C.

3.5 Optimizacion de la expresion
Para los experimentos de optimizacién de las condiciones de expresion, luego de realizada la
induccion de los cultivos, se tomaron alicuotas de cultivo a las 24, 48 y 72 horas y el estado de

los parasitos se controlé mediante observacion al microscopio.

Los niveles de expresién de eGFP y la proteina reportera Cherry, asi como el grado de auto-
escision prematura de la inteina a lo largo del proceso fue evaluado por Western blot con
anticuerpos especificos contra las proteinas de interés (ver seccién 3.8.2) y por fluorimetria (ver

seccion 3.8.3).

3.6 Extraccion de proteinas citoplasmaticas totales de L.
tarentolae Blecherry_Cito_E-eGFP

Transcurridas las 72 horas de realizada la induccidn del cultivo con tetraciclina 10 ug/mL, se midié
la OD y se observaron los parasitos al microscopio. Las células fueron recuperadas centrifugando
a 3000 g durante 20 minutos a 4°C. Considerando el valor de la OD se calculd el nimero de células
totales a ser resuspendidas en buffer Tris 50 mM, EDTA 2 mM, inhibidores de proteasas
(cOmplete-EDTA Free, Roche), a razdn de 1 mL cada 3 x 10° células. Posteriormente la suspension
de los parasitos fue sometida a sonicado (Branson 250) mediante 6 ciclos separados por 1 minuto
en hielo (Amplitud 40, 1 minuto total: en ciclos de 1 segundo ON, 1 segundo OFF). La muestra de
células sonicadas, se centrifugd a 18000 g 4°C durante 30 minutos y el sobrenadante fue
recuperado y conservado a -20°C. El mismo fue evaluado mediante absorbancia a 280 nm, y se
midid la intensidad de fluorescencia emitida por eGFP y Cherry (ver seccién 3.8.3) previo a ser

congelado.
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3.7 Purificacion mediada por ELP e inteina

3.7.1 Purificacion en construcciones con ELP e inteina

Se agreg6 igual volumen de la sal precipitante NaCl (3M) al sobrenadante de cultivo o lisado
celular que contiene a la proteina fusionada a ELP. Se incubd durante 10 minutos a 30°C
provocando la agregacion de la proteina de fusién. Luego se centrifugd en caliente (30°C) a 10000
g durante 10 minutos. El sobrenadante fue descartado y la proteina agregada en el pellet se
resuspendio en buffer frio (4°C) pH 6 (1X PBS, 40 mM Bis-Tris, pH 6.0, 2 mM EDTA) que promueve
el corte de la inteina liberdndose la proteina de interés del ELP. En este punto las muestras se
incubaron a temperatura ambiente y se tomdé una muestra a tiempo cero, y otra a las 18 horas
de reaccion de escision. Transcurrido el tiempo de reaccién, se agregd nuevamente igual
volumen de sal (NaCl 3M) y se aumentd la temperatura (30°C), promoviendo el agregado del
polipéptido de ELP libre. Luego de 10 minutos se repitié el centrifugado en caliente, para separar
el ELP (pellet) de la proteina de interés (en solucidn). Alternativamente se utiliz6 como

precipitante al (NH4)2SO4, concentracién final 0,6 M durante 10 minutos a 25°C.

3.7.2 Purificacidon en construcciones con ELP, sin inteina

Se adicioné igual volumen de la sal precipitante (NH4)2SO4 al sobrenadante de cultivo o lisado
celular que contiene una proteina fusionada al ELP. Se incubé durante 10 minutos a 25°C
desencadenando la transicién de fase y provocando la agregacion de la proteina fusionada a ELP.
Se realizé una centrifugacién de la muestra a 10000 g y 25°C durante 10 minutos para separar el
agregado del ELP-proteina de interés. El pellet proteico se disuelve en buffer bajo en sal y frio
(Tris 50 mM, EDTA 2 mM, pH 8.8) para facilitar la redisolucion de la proteina de fusién. Utilizando
este protocolo general se ensayaron distintas concentraciones de (NH4),SO4y temperaturas de

precipitacién.

3.7.3 Calculos de porcentaje de recuperacion

En las purificaciones que partimos del sobrenadante de cultivo, el valor de emisidon de
fluorescencia de eGFP del mismo fue corregido restando la emisién de fluorescencia del medio

BHI. Luego de realizar la purificacidén, para la proteina fusionada a ELP, el valor de emisién de
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fluorescencia fue corregido dividiendo por el factor de concentracidn, segin el volumen de
partida del sobrenadante. Los porcentajes de recuperacién fueron calculados, considerando que

el sobrenadante corregido equivale al 100% de proteina producida.

Andlogamente se calcularon los porcentajes de recuperacion en las purificaciones que partimos
de lisado celular, en este caso la emisidn de fluorescencia fue corregida restando la emision de

fluorescencia del buffer buffer Tris 50 mM, EDTA 2 mM.

3.7.4 Optimizacion de resuspension de fraccion precipitada.

Se realizd la precipitacién del E30-eGFP en condiciones de 0,6 M de (NH4),SO4, durante 15
minutos, a 25°C. Para la resuspension de la fraccion precipitada, M3, se exploraron las siguientes
condiciones.

Control: resuspension en buffer Tris 50 mM, EDTA 2 mM, durante 10 minutos en hielo.

ON a 4°C: resuspensién ON a 4°C

DTT: Adicionalmente a la incubacién ON a 4°C, se agregé DTT 1 mM concentracion final.
Sonicado en bafo de agua: Adicionalmente a la incubaciéon ON a 4°C, la M3 fue sonicada por 10
minutos en bafio de agua Utrasonic 8848 (Cole-Parmer).

El porcentaje de recuperacion del E30-eGFP fue determinado como se indica en la seccién 3.7.3.

Incorporacion del centrifugado en frio

Luego de resupender el pellet producto de la precipitacion, se realizd una centrifugacién a 4°C
(centrifugado en frio o “cold spin” (CS)). En la fraccién soluble de esta centrifugacién permanece
el ELP-proteina (M3) y en el pellet las proteinas contaminantes incapaces de resolubilizarse (CS),

mejorando asi la pureza de la muestra (54).

3.7.5 Adicion de ELP exdgeno como facilitador de precipitacion

Un ELP exdgeno de 110 repetidos fue producido en E. coli y se purific6 mediante 3 ciclos de
transicion inversa. La concentracion del mismo fue calculada segun la Ley de Lambert-Beer: A=

ebc, donde A es la absorbancia medida a 280 nm, € es la absortividad molar calculada a partir de
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la secuencia aminoacidica utilizando EXPASY (http://www.expasy.org/proteomics), b es el
camino éptico de la celda (1 cm), y c la concentracidn incégnita. Del valor de concentraciéon

obtenido estimamos que un 80% corresponde al ELP exdgeno.

El ELP fue agregado a 1 mL de cada sobrenadante de cultivo de L. tarentolae expresando el E30-
eGFP o el E-bFSH de manera tal de obtener concentraciones finales de 5 uM, 10 uM y 50 uM. Al
control no se le adiciond ELP exdgeno. Las precipitaciones fueron realizadas utilizando (NH4),504

0,6 M, 15 minutos a 25°C.

La evaluaciéon de la precipitacion de E30-eGFP utilizando un ELP exdégeno como carrier de
precipitacién fue realizada mediante Western blot con anticuerpos anti GPF y mediante medicion
de intensidad de fluorescencia de eGFP (excitacion 488 nm, emisién 510 nm). En el caso del E-

bFSH la precipitacién se evalué mediantes Western blot con anticuerpos anti-FSH.

3.8 Procedimientos analiticos para la deteccion de la bFSH y la
eGFP recombinantes

3.8.1 Electroforesis en geles de poliacrilamida

La electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) se realizé
en geles al 12% de acrilamida. Las muestras se trataron con buffer de carga (buffer 6X: Tris 62,5
mM pH 6,8; con 2 % (p/v) dodecilsulfato de sodio (SDS); 10 % (v/v) glicerol y 0,01 % (p/v) azul de
bromofenol) con el agregado de DTT (6X: 50mM) y se calentaron a 100°C durante 5 minutos
previo a su siembra en el gel. Los geles se resolvieron a una corriente constante de 50 mA y fueron
tefiidos con Azul de Coomassie G-250 preparado al 0,12 % (p/v) en solucidn acuosa de H3PO, al
10 % (p/v) y (NH4)2S04 10 % (p/v), previo al uso se agrega etanol al 20% (v/v). Se utilizé6 H,0

destilada para destenir.

3.8.2 Western blot

Las proteinas separadas por SDS-PAGE se transfirieron a una membrana de fluoruro de

polivinilideno (PVDF, GE) aplicando una corriente constante de 50 mA overnight ON, en bafio de
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hielo y empleando buffer de transferencia (Tris base 25 mM, glicina 192 mM, etanol 20% (v/v)
pH 8.3). La membrana se bloqued mediante incubacién durante 1 hora en PBS conteniendo 5%
(p/v) de leche en polvo descremada y 0,1% tween 20 (PBSL-T) a temperatura ambiente y en
agitacion (60 RPM). Se realizaron 2 lavados de 5 minutos cada uno y con agitacion a 80 RPM con
PBS con 0,1% tween 20 (PBS-T). Para la deteccién de la bFSH, se incubd la membrana de PVDF
durante 2 horas a temperatura ambiente con el anticuerpo primario policlonal de conejo anti-
bFSH (4561-5279, Bio-Rad) diluido 1:1000 en PBS-L-T. Para la deteccion de eGFP, se utilizé un
anticuerpo monoclonal de conejo anti-GFP (chromotek pabgl) diluido 1:1000 y se incubd la
membrana ON a 4°C. A continuacidn, se realizaron 2 lavados con PBS-T y la membrana se incubé
durante 45 minutos a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario anti-conejo conjugado
a peroxidasa (212324, Invitrogen) diluido 1:40000 en PBS-L-T. Finalmente se realizaron 4 lavados
con PBS-T de 5 minutos cada uno. La deteccion de la banda especifica se realizé poniendo de
manifiesto la actividad peroxidasa mediante quimioluminiscencia empleando el kit Amersham
ECL reagents siguiendo las instrucciones del fabricante (GE Healthcare) y las imagenes fueron

capturadas empleando el equipo Amersham ImageQuant™.

3.8.3 Fluorimetria

Para el andlisis cuantitativo de la intensidad de fluorescencia de los clones se dispensaron
alicuotas de 200 pL de los cultivos en placas Greiner F-bottom Chimney well- PP 96 well y se midid
la intensidad de fluorescencia de la proteina eGFP (excitacion: 488 nm / emisién: 507 nm), y/o la
intensidad de fluorescencia de la proteina reportera Cherry (excitacion: 590 nm / emisién: 610

nm) utilizando el espectrofluorimetro Varioskan™ (Thermo Scientific).

3.8.4 Citometria de flujo

Para el vector inducible y sin sefial de secrecién, que expresa la eGFP y Cherry de forma citosélica,
la seleccion de clones fue realizada mediante citometria de flujo utilizando el equipo Attune Flow
Cytometer (Thermo Fisher Scientific). Se colectaron 10.000 eventos en el gate seleccionado en
el grafico de puntos de dispersiéon frontal (FSC) vs. dispersion lateral (SSC) y se excluyeron
dobletes en grafico FSC altura vs. FSC ancho de pulso. Sobre estas células se evalud la intensidad

de fluorescencia de eGFP (excitacion: 488 nm / emision: 515-545 nm) y Cherry (excitacidn: 561
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nm / emisién: 613-628 nm). El anadlisis de los datos se hizo con el software FlowJov.7.6.5 (BD

Biosciences).

3.8.5 ELISA FSH

Las concentraciones de bFSH presente en los sobrenadantes de cultivo o en muestras de los
diferentes pasos de purificacién se cuantificaron por kit de ELISA (del inglés Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) especifico para FSH bovina (KA2278, Abnova). Se trata de un ELISA que
utiliza un anticuerpo policlonal de ratén anti-bFSH inmovilizado en la placa de microtitulacion y
un anticuerpo anti-FSH acoplado a la peroxidasa de rdbano (del inglés Horseradish peroxidase,
HRP). Las determinaciones se efectuaron siguiendo las instrucciones del fabricante y realizando
cada medida por duplicado. Brevemente, se incubaron los estdndares y las muestras en la placa
durante 2 horas a 37 °C. Luego de esta incubacidn, se procedié a lavar la placa una vez con buffer
de lavado. Luego se incubd durante 1 hora a 37°C en presencia del anticuerpo conjugado a HRP.
Pasado este tiempo se lavé la placa cinco veces con solucién de lavado y se agregd la solucidn
sustrato 3,3’, 5,5’- tetrametilbenzidina (TMB). Se incubd durante 10-15 minutos a temperatura
ambiente en la oscuridad y luego se agregd HCl 2 N para detener la reaccién enzimatica.
Finalmente, se midié la absorbancia a 450 nm en un lector de placas Multiskan EX (Thermo
Scientific, USA). Para la cuantificacién de la hormona se realizé una curva estandar graficando los
valores de absorbancia obtenidos para las diferentes concentraciones del estandar de referencia
proporcionado por el kit expresadas en ng FSH/mL. Posteriormente se estimd la concentracion

de cada muestra por intrapolacién de la curva estandar.

3.8.6 Espectrometria de masa

Las bandas obtenidas en la purificacién de ELP-eGFP fueron escindidas del gel de poliacrilamida
para ser analizadas por espectrometria de masa (MS) por personal de la Unidad de Bioquimica y

Protedmica Analitica (UBYPA) del Institut Pastuer de Montevideo (IPM).

3.8.7 Herramientas informaticas

En este trabajo recurrimos habitualmente a informacion disponible en la base de datos del

National Center for Biotechnology Information (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Para el
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analisis de secuencias de proteinas recurrimos a herramientas accesibles a través del sitio EXPASY
(http://www.expasy.org/proteomics). Para el analisis de las secuencias utilizamos el sitio Clustal
Omega (https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/msa/clustalo). Para el disefio de cebadores
utilizamos el OligoAnalyzerTM Tool de IDT (https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer).
Los graficos fueron realizados usando el programa GraphPad Prism (v.5, GraphPad Software,
EUA). Las imagenes de los vectores fueron creadas utilizando el programa SnapGene™ (1.1.3,
SnapGene Software, EUA). La prediccidn de la estructura tridimensional de la proteina de fusiéon
fue realizada utilizando AlphaFold2.ipynb—Colab, v1.5.5

(https://colab.research.google.com/github/sokrypton/ColabFold/blob/main/AlphaFold2.ipynb#

scrollTo=kOblAo-xetgx) (80).
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4. RESULTADOS

4.1 Generacion de construcciones de ADN para la expresion de
proteinas recombinantes fusionadas a ELP_AI-CM

Para la expresiéon en L. tarentolae de proteinas recombinante fusionadas a ELP_AI-CM se
utilizaron como base dos vectores comerciales que permiten la secrecidn de la proteina
recombinante; 1) pLEXSY-Hyg2 (73), vector constitutivo con integracion gendmica sitio-dirigida 'y
2) pLEXSY_IE-blecherry4 (74), vector episomal, bicistrénico e inducible. En este vector la
expresion del gen de interés se encuentra bajo el control de un promotor inducido por
tetraciclina y permite también la co-expresién de la proteina fluorescente Cherry como
reportero, facilitando el monitoreo de la induccién y la seleccion de clones con alta produccion.
En estos dos vectores se clonaron las secuencias de ADN codificantes para las proteinas de interés
precedidas por la inteina AlI-CM vy el polipéptido ELP como etiquetas de purificacion. Como
proteinas modelo fueron utilizadas la eGFP y bFSH, etiquetadas con una secuencia de 6 histidinas
para facilitar su deteccién de ser necesario (Figura 20.A). La eGFP se trata de una proteina de
bajo peso molecular (25 kDa) que no afecta la fisiologia celular, presenta una gran estabilidad
frente a diferentes condiciones fisicoquimicas (temperatura, pH, fuerza iénica) y resiste la accién
de proteasas. Al tratarse de una proteina fluorescente su expresiéon puede ser monitoreada de
manera directa. Por otra parte, la bFSH es una proteina con actividad endocrina (hormona) y
compuesta por dos subunidades que son blanco de glicosilacion. Su complejidad estructural y su
peso molecular supera al de la eGFP. Por su rol en el proceso de maduracién folicular, esta
proteina reviste un gran interés en el ambito de la salud reproductiva animal y humana. Para
ambas proteinas se cuenta con ensayos sencillos, de reactividad a anticuerpos especificos y
fluorescencia para detectar o evaluar la actividad de las mismas. Con el fin de visualizar la
disposicion espacial de la proteina de fusion expresada por L. tarentolae, se realizé la prediccidon
de la estructura del ELP-AI-CM-bFSH y ELP-AI-CM-eGFP expresados utilizando AlphaFold (Figura
20.B). Considerando la disposicion espacial entre las proteinas a expresar y la inteina, se puede
observar que la actividad de la misma no se veria comprometida. No se detectan uniones

inespecificas, entre inteina y eGFP/bFSH, entre ELP y eGFP/bFSH, ni entre inteina/ELP ya que, de
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ser fuertes o multiples, estos podrian afectar los procesos de purificacién y funciones de cada

una de ellas.
A
PS ELP RIE R CHis-eGFP
6His-FSH
B L L
Prediccion de ELP-AI-CM-eGFP Prediccion de ELP-AI-CM-bFSH

Al-CM

Figura 20. Esquema de las construcciones de ADN para la expresion de la proteina de fusion y prediccién
de las estructuras proteicas. A) Esquema de las construcciones. PS: Péptido de secrecién, ELP: polipéptido
tipo elastina, INTEINA: AI-CM, 6His-eGFP y 6His-FSH: proteinas blanco fusionadas a etiqueta de 6
histidinas. B) Prediccidon de estructura de la proteina de fusién en AlphaFold v1.5.5. Se muestra el modelo

AlphaFold del ELP (en celeste), AlI-CM (en rosado), eGFP (en verde), bFSH (en rojo) y PS (en amarillo).

Las secuencias correspondientes al ELP y la inteina Al-CM se obtuvieron del vector pET/EI-CAT
desarrollado por Banki y colaboradores (51), la secuencia codificante para eGFP del vector
peGFP-C3 (76) y la de la bFSH del vector pLEXSY-Hyg2 FSH (77). La estrategia inicial de clonado
consistio en disefar cebadores para insertar estas secuencias en los correspondientes vectores
de expresién, mediante la técnica de Restriction-free cloning (RF) (81). Sin embargo, tras varios
intentos modificando diferentes condiciones, no se logro el clonado de las secuencias de interés.
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Las dificultades encontradas en la utilizacion de una técnica de clonado basada en PCR
probablemente se deban a la naturaleza repetitiva de la secuencia de ELP, asi como a su alto
contenido en nucleétidos GC (69,6%). Por este motivo se optd por solicitar a la empresa
Genescript® la generacion de las siguientes construcciones (pLEXSY-Hyg2 E-lI-eGFP, pLEXSY-
Hyg2_ E-I-FSH, Blecherry_E-I-FSH y Blecherry_ E-I-eGFP) (Anexo 2). Ante la eventualidad de
encontrar dificultades en la utilizacidon de la inteina AlI-CM en el contexto de L. tarentolae se
solicité también la delecidn de la inteina en los vectores inducibles (vectores finales Blecherry E-
FSH y Blecherry E-eGFP) de manera tal de poder contar con vectores donde las proteinas de

interés solo estuvieran fusionadas a la etiqueta de ELP.

Los plasmidos recibidos de GenScript fueron amplificados en E. coli y se analizé su perfil de
digestion con enzimas de restriccion. Posteriormente fueron secuenciados, buscando cubrir las

secuencias codificantes para ELP, inteina y eGFP o FSH segln correspondiera.

Para todos los plasmidos se obtuvo el patrén de restriccion esperado, excepto para el vector
Blecherry_E-eGFP. La digestidn de este vector con las enzimas Hindlll y Notl debia dar lugar a dos
fragmentos de 2673 pb y 6465 pb (Figura 21), pero en lugar de la banda de 2673 pb se obtuvo
una de menor tamaio (1500 pb aproximadamente). En el mismo sentido, en la digestion con la
enzima Sacl se esperaba la escisidon de este vector en tres fragmentos de 1829 pb, 2195 pby 5114
pb, sin embargo, en lugar de la banda de 2195 pb se obtuvo una de 1100 pb aproximadamente
(Figura 22.A). En ambas digestiones esos fragmentos de menor tamafio estarian presentando
una deleciéon de unos 1100-1200 pb aproximadamente que pareceria corresponder a una porcion
del ELP. Esta delecidn ocurrié durante la amplificacién del vector en E. coli ya que el plasmido
original de Genscript presenta el patrén de digestion esperado (Figura 22.B). La naturaleza
repetitiva y extensién del ELP hace dificil secuenciarlo completamente para confirmar su
extensiodn, pero fue posible cubrir el final del ELP y el principio de eGFP, verificando la integridad
de esta zona. En base a la diferencia en el tamafio de los fragmentos obtenidos en las digestiones,

se estima que esta construccién tendria unos 30 repetidos de ELP en lugar de 110.
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Figura 21. Esquema del vector Blecherry_E-eGFP. Se muestran los sitios de corte y el tamafio molecular

de los correspondientes fragmentos obtenidos al digerir con Hindlll y Notl (izquierda) y Sacl (derecha). En

celeste se resaltan los fragmentos que presentaron un tamafio molecular menor al esperado.

Hyg2 Blecherry Hyg2 Y Y Y Blecherry Blecherry Blecherry Blecherry
Pb E-I-FSH Pb E-I-FSH E-1-eGFP  E-1-eGFP E-eGFP E-FSH E-I-FSH E-1-eGFP E-eGFP E-FSH
- _— — — — —
28338 ' B® g — — — —
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Sacl Not!
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Figura 22. Verificacion de identidad de plasmidos mediante analisis de restriccion con endonucleasas.

Electroforesis en gel de agarosa 1% (p/v) tefiido con bromuro de etidio. Pb: marcador de peso molecular

1kb. A) Digestién de plasmidos con enzimas Sacl, Hindlll y Notl. Los asteriscos rojos indican fragmentos

gue no presentan el tamafio esperado. B) Digestion con Sacl del plasmido original de Genscirpt

Blecherry_E-eGFP y el mismo luego de amplificacién en E. coli cepa SURE.
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Posteriormente, se generaron vectores que permiten la expresion del sistema ELP e inteinas mas
eGFP en el citoplasma de L. tarentolae. Para ello, la secuencia que codifica para el péptido sefial
fue removida mediante digestidon con las enzimas de restriccién Bglll y Ncol en los plasmidos
inducible y constitutivo conteniendo E-l-eGFP, asi como también del plasmido inducible sin
inteina, E-eGFP, como se detalla en la seccién 3.2.1 (Figura 23). Mediante secuenciacion, se

verificd en los tres plasmidos que la delecidn del péptido sefial no alterd el marco de lectura.

Figura 23. Sitio de corte de enzimas para la delecién del péptido de secrecidn. En rojo se indica la
secuencia correspondiente al péptido de secrecién, flanqueado por los sitios de corte para Bglll y Ncol,

presente en los vectores pLEXSY-Hyg2 y pLEXSY _IE-blecherry4.

En la Tabla 2 se listan todos los vectores de expresion para L. tarentolae generados.
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Tabla 2. Construcciones disponibles para la expresidn de proteinas recombinantes fusionadas a inteina

AI-CM y/o etiqueta de ELP en L. tarentolae.

Nombre de la . Péptido Proteina . , Sistema de
L, Abreviatura . . , Etiqueta Inteina .,
construccion sefial de interés expresion
PLEXSY-Hyg2_ Hyg2_E-I-FSH FSH ELP Constitutivo
ELP-Inteina-FSH
PLEXSY_IE-blecherryA_ | giocherry E-I-FSH FSH ELP Inducible
ELP-Inteina-FSH
AI-CM
PLEXSY-Hyg2_ Hyg2_E-I-eGFP eGFP ELP Constitutivo
ELP-Inteina-eGFP
PLEXSY_IE-blecherry4_ | pjocherry E-l-eGFP sl eGFP ELP Inducible
ELP-Inteina-eGFP
ELP (30 )
PLEXSY_IE-blecherry4_ Blecherry_E30-eGFP eGFP N Inducible
ELP_30-eGFP repetidos)
Sin
PLEXSY_IE-blecherry4_ Blecherry_E-eGFP eGFP ELP o Inducible
ELP-eGFP inteina
PLEXSY_IE-blecherry4_ Blecherry_E-FSH FSH ELP Inducible
ELP-FSH
PLEXSY-Hyg2_ Hyg2_Cito_E-I-eGFP eGFP ELP Constitutivo
Cito_ELP-Inteina-eGFP
AI-CM
PLEXSY_IE-blecherry4_ Blecherry_Cito_E-l-eGFP NO eGFP ELP Inducible
Cito_ELP-Inteina-eGFP
Sin
PLEXSY_IE-blecherry4_ Blecherry_Cito_E-eGFP eGFP ELP o Inducible
Cito_ELP-eGFP inteina

4.2 Generacion de lineas de L. tarentolae expresando de
manera constitutiva e inducible las construcciones
recombinantes.

4.2.1 Transfeccidn de L. tarentolae LOC con vectores de expresion constitutiva

Vector Hyg2 E-I-FSH

Como resultado de la transfeccién de la cepa LOC de L. tarentolae con el vector Hyg2 E-I-FSH, se
obtuvieron clones cuya expresion de bFSH fue evaluada por ELISA especifico para la misma. El

primer ensayo se realizd con muestras de sobrenadantes de cultivo de 24 clones crecidos en placa
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de 24 pocillos (Tabla 3). Con los 4 clones que mostraron mayor expresion de FSH, se repitio el
ensayo a partir de sobrenadantes de cultivos realizados en botellas de 25 cm? (Tabla 4). De este
modo, se selecciond al clon B6 para posteriores ensayos de purificacion por presentar los

mayores niveles de produccion de FSH.

Tabla 3. Cuantificacién de FSH en los sobrenadantes de cultivo de clones de L. tarentolae Hyg2_E-I-FSH.
El nivel de FSH fue evaluado por ELISA y normalizado en funcién de OD de cada cultivo. En celeste se

muestran los clones seleccionados para un segundo ensayo.

Clones de L.tarentolae Hyg2_E-I-FSH

A1 | A2 | A3|A4|A5|A6|B1|(B2|B3|B4|B5[B6|C1|C2|C3|C4|C5|C6|D1|D2|D3|D4|D5]|D6

[ng FSH/ml]/

DO 600 39(65(26|12|35(82 (36|48 |71 (14|46 |148|60 (45|16 |28 (49|64 |31 |11 |47 |47 |43 |58

Tabla 4. Cuantificacion de FSH de los sobrenadantes de cultivo de 4 clones de L. tarentolae Hyg2_E-I-FSH
gue mostraron mayor produccion de FSH. El nivel de FSH fue evaluado por ELISA y normalizado en funcidn

de la OD de cada cultivo. En celeste se indica el clon seleccionado para estudios posteriores.

Clones de L.tarentolae Hyg2_ E-I-FSH

DO 600 140 107 166 91

Vector Hyg2 E-lI-eGFP

Como resultado de la transfeccién de la cepa LOC de L. tarentolae con el vector Hyg2 E-1-eGFP
se obtuvieron 12 clones, en los cuales se evalud la intensidad de fluorescencia de la proteina
eGFP por fluorimetria. Este ensayo se replicd para los 12 clones y se selecciond al clon 9 para

posteriores estudios por presentar mayor nivel de expresidon de eGFP (Figura 24.A-B).
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Figura 24. Andlisis fluorométrico de clones de L. tarentolae Hyg2_E-lI-eGFP. A) Intensidad de
fluorescencia (IF) de la eGFP (excitacion = 488 nm y emision = 507 nm) normalizado en funcién de la OD
de cada cultivo. Se grafica el promedio y la desviacidn estdndar correspondiente a dos ensayos
independientes. B) Espectro de emisién de fluorescencia de eGFP para el clon 9 seleccionado y control sin

transfectar (excitacion = 488 nm y emision = scan de 500 a 550 nm).

4.2.2 Transfeccion de L. tarentolae T7-TR con vectores de expresion inducible

Vectores Blecherry E-I-FSH, Blecherry E-FSH, Blecherry E-lI-eGFP y Blecherry E30-eGFP

La cepa de L. tarentolae T7-TR estd modificada genéticamente para expresar constitutivamente
la ARN polimerasa del bacteriéfago T7, la cual transcribe una proteina represora (TR) que se une
al operador TET del vector de expresidn, inhibiendo la transcripcién del gen de interés. Al agregar
tetraciclina, ésta se une con alta afinidad a la TR, induciendo un cambio conformacional en la
misma que la suelta de la secuencia operadora, permitiendo que la polimerasa se una libremente
a la secuencia promotora contigua y tenga lugar la transcripcidon de las secuencias codificantes
para la proteina de interés y la proteina reportera Cherry.

La seleccién de clones portando los vectores inducibles (Blecherry E-I-FSH, Blecherry E-FSH,
Blecherry E-lI-eGFP y Blecherry_E30-eGFP) se realizé cuantificando en fluorimetro la intensidad
de fluorescencia emitida por la proteina reportera Cherry (excitacion 590 nm / emisiéon 610 nm)

en cultivos de 1 mL inducidos en placa de 24 pozos (Figura 25.A-D).

57



>
o

=
=

3
3

™

IF Cherry | DOG00
-

IF Cherry | DOG0O

L

A5 A6 A7 A8 c
Clones Blecherry_E--FSH Clones Blecherry_E-l-eGFP

S =l .

c§ 8

B
E

(@]
lw]

IF Cherry / DOG0D

IF Cherry /| DOG00

a0l .

T u H o1 D2 o3 D4 o5
& El0 ENl  ER2
Clones Blecherry_E-FSH Clones Blecherry_E30-¢GFP

Figura 25. Andlisis fluorimétrico de clones de L. tarentolae con expresion inducible de transgenes. La
intensidad de fluorescencia (IF) de Cherry (excitacion = 590 nm y emisién = 610 nm) se normalizé en
funcién de la OD de cada cultivo. Las letras seguidas de nimero indican los diferentes clones. A) clones

Blecherry_E-I-FSH. B) clones Blecherry_E-I-eGFP. C) clones Blecherry_E-FSH. D) clones Blecherry_E30-
eGFP.

Los tres clones de cada construccidn que presentaron mayor intensidad de fluorescencia
(normalizada por la densidad éptica) fueron cultivados en placas de 6 pozos (3 mL) y se realizé
un segundo experimento de induccidn. Se determind la intensidad de fluorescencia de Cherry y,
cuando correspondiera, también la de eGFP. En base a los resultados obtenidos, se seleccionaron
los clones A4 (Blecherry E-I-FSH), E6 (Blecherry E-FSH), C6 (Blecherry E-lI-eGFP) y D2
(Blecherry_E30-eGFP) (Figura 26).
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Figura 26. Andlisis fluorométrico de clones de L. tarentolae con expresion inducible de transgenes. A)
Intensidad de fluorescencia (IF) de Cherry (excitacion = 590 nm y emisién = 610 nm) normalizada por OD
de clones Blecherry E-I-FSH, Blechery E-l-eGFP, Blecherry E-FSHy Blecherry_E30-eGFP. B) IF de la eGFP
(excitacién = 488 nm y emisién = 507 nm) normalizada por OD de clones Blecherry E-I-eGFP vy

Blecherry E30-eGFP.

Vector Blecherry Cito E-eGFP

La seleccidn de clones sin péptido sefal, Blecherry_Cito_E-eGFP se realizé mediante analisis de
citometria de flujo, aprovechando que ambas proteinas fluorescentes quedan retenidas en el
citoplasma celular. El clon 2 presentd los mayores niveles de intensidad media de fluorescencia
(IMF) de la eGFP, y niveles elevados de fluorescencia de Cherry (Figura 27).

En la Figura 28 se muestra un grafico de puntos representativo del analisis de citometria para la
fluorescencia emitida por las proteinas eGFP y Cherry en muestras de cultivo correspondientes

al clon 2.
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Figura 27. Andlisis de la intensidad media de fluorescencia de los clones Blecherry_Cito_E-eGFP
evaluados por citometria de flujo. Los nimeros en el eje x indican los clones. A) Resultados de intensidad
media de fluorescencia (IMF) de todas las células positivas para eGFP. B) Resultados de IMF de todas las

células positivas para Cherry.
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Figura 28. Grafico de puntos de fluorescencia de las proteinas Cherry y eGFP evaluada por citometria
de flujo. eGFP (excitacion: 488 nm / emisidn: 515-545 nm) y Cherry (excitacion: 561 nm / emision: 613-
628 nm). A) Control negativo: L. tarentolae sin transfectar. B) Clon 2, Blecherry_Cito_E-eGFP inducido con

tetraciclina.
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En la Tabla 5 se listan todas las construcciones expresadas en L. tarentolae y los clones

seleccionados.

Tabla 5. Lineas celulares de L. tarentolae generadas y clones seleccionados para estudio en esta tesis.

Abreviatura Cepa Péptido Proteina . , Sistema de
- Clon - . , Etiqueta | Inteina .,
Construccién L. tarentolae sefal de interés expresion
Hyg2_E-I-FSH LOC B6 FSH ELP Constitutivo
Blecherry_E-I-FSH T7/TR A4 FSH ELP Inducible
Al-CM
Hyg2 E-l-eGFP LOC B9 eGFP ELP Constitutivo
Sl
Blecherry E-lI-eGFP T7/TR cé6 eGFP ELP Inducible
Blecherry_E30-eGFP T7/TR D2 eGFP ELP ,(30 . Inducible
repetidos) Sin
inteina
Blecherry_E-FSH T7/TR E6 FSH ELP Inducible
Blecherry_Cito_E-eGFP T7/TR Deyto NO eGFP ELP _Sin Inducible
2 inteina

4.3 Purificacion de proteinas por el método de ciclado de
transicion inversa

En primera instancia, con el fin de adquirir experiencia en el método de purificacién mediante
ciclado de transicion inversa (Figura 29), se reprodujo el proceso de purificacion de la proteina
cloranfenicol acetil transferasa (CAT) desarrollado por Banki y colaboradores (48) empleando E.
coli como sistema de expresion. La proteina recombinante CAT fusionada a un ELP de 110
repetidos y a la inteina AI-CM (E-I-CAT, 90 kDa) se logro precipitar mediante incubacién a 30°C
durante 10 minutos en presencia de 1,5 M de NaCl. Como ha sido previamente reportado, es
habitual observar que durante este proceso parte de la proteina recombinante experimenta una
escisiéon prematura, liberando CAT de la etiqueta E-I (M3, Figura 30). Luego, este precipitado se
resuspendié en buffer pH 6 a 4°C para favorecer la reaccidon de escisiéon mediada por la inteina
(M4, Figura 30). Finalmente, al realizar otra ronda de precipitacidon se eliminé el ELP y otros
contaminantes que precipitan en estas condiciones. En el sobrenadante se pudo observar la

presencia de una proteina con peso molecular aparente similar al esperado para la proteina CAT
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libre (26 kDa) (M5, Figura 30). En conclusion, se llevé a cabo exitosamente la purificacién por

ciclado de transicion inversa y liberacion mediada por AI-CM para un sistema modelo (E-I-CAT).
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Figura 29. Esquema del método de purificacién mediante ciclado de transicién inversa y corte mediado

por inteina. El aumento de temperatura y/o la adicion de sal [NaCl o (NH4),S04] al sobrenadante o lisado
celular conteniendo una proteina de fusidon a ELP (M1) desencadena la transicion de fase, provocando la
agregacion de esta proteina. La centrifugacion de la muestra separa la fusion ELP agregada (M3) de otras
proteinas contaminantes (M2) («centrifugacidn en caliente»). La proteina de fusién ELP agregada en el
pellet se re solubiliza en buffer frio, pH 6 que promueve el corte de la inteina liberandose la proteina de
interés del ELP (M4). El agregado de sal y aumento de temperatura promueve el agregado del ELP libre. A
este paso le sigue un centrifugado en caliente, que separa el ELP, en el pellet (M6), de la proteina libre

que permanece en solucién (M5). Imagen generada utilizando el programa Biorender.
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Figura 30. Evaluacién de la purificacidon de E-I-CAT por ciclado de transicion inversa. Las flechas rojas
indican el peso molecular esperado para la CAT libre, la asociada a ELP-I y el ELP-I libre. SDS-PAGE al 12%
tefiido con azul de Coomassie. M1: Extracto total de proteinas. M3: fraccién precipitada. M4: fraccion
precipitada luego de 18 hs en condiciones de corte de la inteina. M5: CAT libre purificada del ELP

escindido.

4.3.1 Proteinas eGFP y FSH fusionadas a ELP_AI-CM secretadas al medio de
cultivo

Posteriormente, se realizé la primera prueba de purificacion de E-I-FSH producida en L.
tarentolae en forma constitutiva (Hyg2_ E-I-FSH), cuyo resultado se evalué mediante Western
blot utilizando un anticuerpo especifico para FSH (Figura 31). La precipitacion se llevo a cabo
incubando a 30°C durante 10 minutos en presencia de NaCl 1,5 M como sal precipitante. Tanto
en el sobrenadante de cultivo de L. tarentolae como en la fraccion precipitada no se observo la
presencia de una banda con un peso molecular aparente compatible con E-I-FSH (91,6 kDa; Figura
31). En cambio, se evidencio a la FSH libre, sin la etiqueta de ELP, lo cual indicaria que se estaria
produciendo el corte prematuro de la inteina (fraccion M1). Luego de realizar la precipitacién con
NaCl y temperatura se observa la banda de FSH libre (~37 kDa) en la fraccién M2, que
corresponde a las proteinas que se mantienen en solucidon, asi como en la fraccion precipitada
(M3 y M4), lo cual sugiere que las condiciones empleadas favorecen la precipitacion de parte de
la FSH libre. En el material precipitado ademas se evidenciaron bandas de unos 55, 70 y 90 kDa

gue podrian corresponder a la FSH asociada a distintos fragmentos de ELP o agregados de FSH
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los cuales se encuentran en baja proporcién en el sobrenadante y solo son visibles luego de

concentrarse por precipitacion.

kDa + M1 M2 M3 M4 M5
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Figura 31. Evaluacidon de la purificacion de E-I-FSH por ciclado de transicion inversa. Imagen de
membrana de Western blot revelada con anticuerpo anti FSH, donde las flechas rojas indican la FSH libre
y la FSH agregada o asociada a distintos fragmentos de ELP. +: FSH pura (control positivo), M1:
Sobrenadante de cultivo de L. tarentolae Hyg2 E-I-FSH. M2: fraccién soluble luego de precipitar ELP. M3:
fraccion precipitada. M4: Alicuota a las 18hs de corte de la inteina. M5: fraccién soluble luego de segunda

precipitacion.

Las mismas condiciones de purificacion se aplicaron a sobrenadantes de cultivo de L. tarentolae
expresando de forma constitutiva o inducible la construccién de E-lI-eGFP. En este caso, se
empled un anticuerpo especifico para GFP en el analisis por Western blot (Figura 32.A-B). Para
ambos clones se observé en las muestras de sobrenadante de cultivo la presencia de una banda
con un peso molecular aparente (PM) similar al de la eGFP libre, sin la etiqueta de ELP, lo cual
evidencia que también para esta construccién se estaria produciendo el corte prematuro de la
inteina (Figura 32.A-B, fraccién M1). Luego de realizar la precipitacién con NaCl a 30°C, en la
fraccién M2 que corresponde a las proteinas que se mantienen en solucién, se observa una banda
de eGFP libre. En la fraccion M3 y M4, en la cual se concentran las proteinas que precipitan en
las condiciones evaluadas, no se visualizaron bandas del PM esperado para la construccién

completa ni la eGFP libre (92,4 kDa y 26,9 kDa respectivamente). A diferencia de lo observado
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para FSH (Figura 31), la mayor parte de la GFP libre no precipita bajo condiciones de fuerza idnica

elevada.
A B
+ kDa M1 M2 M3 M4 M5 Meé kDa + M1 M2 M3 M4 M5 Meée
W
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Blecherry_E-lI-eGFP

Figura 32. Evaluacidn de purificacion de E-1-eGFP por ciclado de transicién inversa. Imagenes de Western
blot revelado con anticuerpo anti-GFP correspondientes a: A) L. tarentolae clon inducible, Blecherry E-I-
eGFP. B) L. tarentolae clon constitutivo, Hyg2 E-l-eGFP. +: control positivo de GFP, M1: Sobrenadante de
cultivo de E-1-eGFP. M2: fraccién soluble luego de precipitar. M3: fraccién precipitada. M4: Alicuota a 18
hs de corte de la inteina. M5: fraccion soluble luego de la segunda precipitacién. M6: fraccidn precipitada

luego de segunda precipitacion.

Con el fin de evaluar si el corte de la inteina ocurria a nivel intracelular previo a la secrecidn de
las proteinas al medio extracelular, evaluamos por Western blot lisados celulares de ambos
clones. La presencia de una banda de PM compatible con la eGFP no etiquetada en los lisados
celulares (Figura 33) muestra claramente que la construccion sufre un corte altamente eficiente

a nivel intracelular.
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Figura 33. Evaluacion de E-1-eGFP intracelular y secretada. Western blot con anticuerpo anti-GFP del
sobrenadante (SBN) y distintos volimenes de lisado celular de L. tarentolae Blecherry E-lI-eGFP y L.

tarentolae Hyg2 E-1-eGFP.

Ha sido descrito que la actividad proteolitica de la inteina AI-CM es inducida por un descenso del
pH y el aumento de temperatura (69). El pH del medio de cultivo se monitoreé y mostrd
mantenerse estable a valores superiores a 7,3, por lo que la variable en la cual podemos incidir
es en la temperatura de cultivo. Con los clones productores de E-I-eGFP se realizaron ensayos
variando éste parametro y evaluando la integridad de la construccién recombinante mediante
técnica de Western blot con anticuerpo anti-GFP.

En primer lugar, se estudio el efecto en la actividad autoproteolitica de disminuir la temperatura
de cultivo de 26°C a 24°C y 22°C. En estas condiciones se verific6 mediante observacion al
microscopio un buen estado y motilidad celular, aunque la proliferacidn celular se vié enlentecida
ya que las OD mostraron una relacién directa con la temperatura de cultivo: Hyg2 E-lI-eGFP a
22°C se alcanzoé una OD 4,35 mientras que a 24°C una OD 5,43. Blecherry_ E-I-eGFP a 22°C una
0D 0,96 ya 24 °Cuna 0D 1,03. En muestras de los cultivos realizados a menores temperaturas se
detectaron, tanto en sobrenadantes como en lisados celulares, ademas de la eGFP libre bandas
que presentaron un PM mayor al de la eGFP no etiquetada (Figura 34.A). En principio esto sugiere
una menor eficiencia de corte por parte de la inteina al reducir en al menos dos grados la
temperatura de cultivo. Dado que el clon de L. tarentolae Hyg2 E-1-eGFP mostré una mayor tasa

de proliferacion y nivel de expresion a menor temperatura es que fue seleccionado para ensayos
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de crecimiento a 18°Cy 16°C. Estas ultimas condiciones no resultaron en un incremento marcado
en la proporcién de bandas de mayor PM que la eGFP no etiquetada respecto a la alcanzada a

una temperatura de cultivo de 24°C (Figura 34.B).

A 22°¢ 2°¢ 22°¢ 2°c B 16°€ 18°C 2a°C
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Figura 34. Efecto de la disminucion de la temperatura de cultivo de L. tarentolae en la produccion de E-
I-eGFP en el sobrenadante e interior celular. A) Western blot para GFP de muestras de sobrenadante
(SBN) y lisado celular (L) para L. tarentolae Blecherry E-I-eGFP y L. tarentolae Hyg2 E-l-eGFP cultivadas a
22°Cy 24°C. +: control positivo GFP. B) Western blot para GFP de muestras de sobrenadante (SBN) y lisado
celular (L) de L. tarentolae Hyg2 E-l-eGFP cultivada a 24°C, 18°Cy 16°C. +: Control positivo GFP.

Por otro lado, las diferencias relativas en la cantidad de proteina de interés secretada y retenida
a nivel intracelular guardan una relacidon directa con la temperatura de cultivo y con el hecho que
la secrecidn de proteinas es un proceso activo que requiere de energia. En ese sentido, se observa
gue a medida que la temperatura de cultivo disminuye es menor la proporcién de proteina
secretada (Figura 34.B). Los resultados de densitometria de las bandas mostradas en la figura
34.B indican que la relacién de proteina en sobrenadante y en el lisado desciende de 4,0 a 24°C,
2a18°Cydelail6°C.

En resumen, estos estudios indican que el descenso de temperatura de cultivo solo evita de
manera parcial y poco significativa el corte prematuro de la inteina a nivel intracelular.

Ya que no hay reportes previos de la expresion de proteinas fusionadas a la inteina AI-CM en L.
tarentolae decidimos evaluar si la escision de la inteina es desencadenada por algin componente
intracelular de este protozoario. Con este objetivo se evalud el efecto de un extracto celular de
L. tarentolae en la proteina recombinante CAT producida en E. coliy que estd fusionada a un ELP
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de 110 repetidos y a la inteina AlI-CM (E-I-CAT). La E-I-CAT presente en el extracto de E. coli se
precipitd en las condiciones descritas anteriormente. Una fraccién del precipitado se resuspendié
en extracto de L. tarentolae a pH 8,8 (fraccion M4 Figura 35.A) y otra fraccién en las condiciones
Optimas de corte de la inteina a pH 6 (fraccion M4 Figura 35.B). Luego de incubar por 18 horas a
temperatura ambiente no se evidencié el corte de E-I-CAT en presencia del extracto de celular
de L. tarentolae ya que no se observo una disminucion en la intensidad de la banda de E-I-CAT ni
un incremento en la intensidad de la E-I ni de CAT libre respecto a la fraccién M3. Estos cambios

que indican escisidn de la inteina, si se evidenciaron en presencia de buffer pH 6 (Figura 35.B).

A B
kDa ML M3 M3 M6 M1 M3 M4 M5 kDa
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100 4= ELP-I-CAT ELP-I-CAT mmmp 100
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40 40
35 35
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4= CAT CAT mmp - »
+ extracto de L. rarentolae + buffer pH 6

Figura 35. Analisis por SDS-PAGE de la proteina ELP-I-CAT producida en E. coli e incubada con un extracto
celular de L. tarentolae. A) Evaluacion de la integridad de ELP-I-CAT en presencia de un extracto celular
de L. tarentolae. SDS-PAGE al 12% tefiido con azul de Coomassie. Las flechas rojas indican el peso
molecular esperado para la CAT libre, asociada a ELP-l y para el ELP-I libre. M3: fraccién precipitada. M4:
fraccion precipitada e incubada 18 hs junto con el extracto de L. tarentolae. M6: Pellet de precipitacion
de ELP en fraccién M4, resuspendido en PBS 1X. B) Evaluacion del corte de ELP-I-CAT en presencia de
buffer pH 6. M3: fraccidn precipitada. M4: fraccién precipitada e incubada 18 hs a pH 6. M5: fracciéon
soluble luego de precipitar ELP en fraccién M4 (CAT libre).
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4.3.2 Proteina eGFP fusionada a ELP secretada al medio de cultivo

4.3.2.1 Optimizacion de las condiciones de expresion del E30-eGFP secretado

Dado los resultados obtenidos, donde no se encontraron condiciones fisicoquimicas que
minimicen la escisién prematura de la inteina, se continué trabajando con las construcciones
etiquetadas con ELP pero sin la inteina con el fin de poner a punto el proceso de precipitacién
mediado por el ELP expresado en L. tarentolae. Con el propdsito de obtener la mayor cantidad
de proteina posible se optimizé el tiempo de induccién. Luego de realizar la induccidn de los
cultivos se tomaron alicuotas de cultivo a las 24, 48 y 72 hs y el estado de los parasitos se controld
mediante observacion al microscopio. Los niveles de eGFP y Cherry fueron evaluados mediante

fluorimetria y también Western blot para la eGFP.
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Figura 36. Expresion de E30-eGFP secretado. Muestras del sobrenadante de cultivo obtenidos a las 0, 24,
48 y 72hs post induccion analizadas por fluorimetria para A) eGFP (excitacion 488 nm, emisidon 510 nm) y
B) Cherry (excitacién 590 nm, emisién a 610 nm), y por C) Western blot con anticuerpo anti-GFP. En Ay B

se grafica el promedio y desviacion estandar de dos réplicas.

Los datos de intensidad de fluorescencia y andlisis por Western blot muestran un incremento
progresivo de los niveles de eGFP durante el curso del cultivo, alcanzando niveles mayores a las
72 hs post induccion (Figura 36.A y C). En el caso de la proteina reportera Cherry, cuya expresiéon
es citoplasmatica, también se observa un aumento de la intensidad de fluorescencia con el correr

de las horas, con un nivel maximo a las 72hs de induccion (Figura 36.B). En el Western blot de los
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sobrenadantes de cultivo de E30-eGFP se observa una banda mayoritaria del tamafo esperado

(40 kDa) y una baja proporcion de eGFP libre (Figura 36.C).

4.3.2.2 Precipitacion del ELP en clon L. tarentolae Blecherry_E30-eGFP

A las construcciones con etiqueta de ELP sin inteina se les aplicé el método de purificacion
mediante ciclado de transicién inversa que se esquematiza en la figura 37. A continuacién se

describe la optimizacién de distintos pardmetros de este proceso.
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Figura 37. Esquema del método de purificacion mediante ciclado de transicion inversa para las
construcciones sin inteina. El aumento de temperatura y la desolvatacion del medio por agregado de sal
[NaCl o (NH4),SO4] al sobrenadante de cultivo (M1) con una proteina de fusién ELP desencadena la
transicién de fase, provocando la agregacion de la proteina fusionada a ELP. La centrifugacion de la
muestra separa la fusién ELP-proteina agregada de otros contaminantes (M2) («centrifugacidon en
caliente»). La proteina de fusién ELP agregada en el pellet se disuelve en buffer con baja carga salina y
frio, seguido de una centrifugacién a 4 °C (“Cold Spin”). En la fraccién soluble de esta centrifugacion

permanece la fusién ELP-proteina (M3) y en el pellet las proteinas incapaces de resolubilizarse (CS).
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4.3.2.3 Efecto de la temperatura y concentracion salina en la precipitacion de ELP

Con el propdsito de optimizar las condiciones de precipitaciéon del ELP en la construccién E30-
eGFP que cuenta con un ELP estimado de 30 repetidos, se realizé una matriz de prueba que
evalud diferentes concentraciones salinas y temperaturas tal como se describe en la Tabla 6.
Como sal precipitante se utilizé (NH4).SO4ya que, segun reportes posteriores al trabajo de Banki
y colaboradores (52), esta sal es mas eficiente en la precipitacién del ELP que el NaCl (57). Se
tomaron alicuotas de la fraccion soluble (M2) e insoluble (M3) en todos los casos. Las muestras
fueron evaluadas por fluorimetria (Figura 38) y Western blot utilizando anticuerpos anti GFP

(Figura 39).

Tabla 6. Condiciones evaluadas para la precipitacion del E30-eGFP.

Temperatura (°C) | Concentracion (NH4).SO, (M)

0.4
0.6
0.8
1.0
0.4
0.6
0.8
1.0
0.4
37 0.6
0.8
1.0

25

30
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Figura 38. Evaluacidon del proceso de precipitacion del ELP30-eGFP bajo diferentes condiciones. Se
incubd el sobrenadante de cultivo del clon Blecherry E30-eGFP a diferentes temperaturas (25°C, 30°Cy
37°C) por 15 minutos en presencia de concentraciones crecientes de (NH4),SO4y se evalué la Intensidad
de fluorescencia (IF) emitida por eGFP (excitacién 488 nm, emisidon 510 nm) en distintas fracciones. A) IF
de eGFP en el sobrenadante de cultivo (SBN) y la fraccion no precipitada (M2). B) IF eGFP en la fraccion

precipitada (M3).

Los resultados de emisién de fluorescencia para eGFP a 510 nm, tanto para la fraccién no
precipitada, M2, como para la fraccién precipitada, M3, indican que esta construccién, no
muestra un cambio drastico en la precipitacion al variar la temperatura y concentracién salina.
En todas las temperaturas hay una disminuciéon de la eGFP en la fraccién soluble (M2) al ir
aumentando la concentracidon de (NH4).SO4 (Figura 38.A). Al evaluar los niveles de eGFP en la
fraccién precipitada (M3) tanto a 25°C como a 30°C se observa una tendencia a aumentar la eGFP
precipitada al ir aumentado la concentracién (NH4).SO4 hasta 0,8 M. Llamativamente a 1 M de
esta sal, el nivel de eGFP recuperada en la M3 disminuye (Figura 38.B). Probablemente esta
disminucidn no se deba a una menor precipitacién de la proteina, teniendo en cuenta los valores
observados en las fracciones no precipitadas M2 (Figura 38.A), sino a una mayor dificultad para
resolubilizarla. Aumentando la temperatura de precipitacién a 37°C no mejora los rendimientos

de agregacion.

El andlisis de estas fracciones por Western blot para GFP mostré concordancia con los resultados

de fluorescencia de eGFP (Figura 39). Se observa una banda mayoritaria del PM esperado para
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E30-eGPF (40 kDa) asi como una banda de mayor peso molecular (55 kDa) y eGFP libre de
etiqueta (26,9 kDa). A partir de las imagenes obtenidas se puede observar que no hay cambios
drasticos al variar la concentracién salina y que las concentraciones intermedias del precipitante

dan lugar a mejores rendimientos (recuadros rojos Figura 39).
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Figura 39. Evaluacion de la precipitacion del ELP30-eGFP bajo diferentes condiciones, mediante Western
blot con anticuerpo anti GFP de. Se analizaron muestras de las fracciones M2 y M3 de los ciclos de
precipitacion del ELP30-eGFP durante 15 minutos, a diferentes concentraciones de (NH4);SOs y
temperaturas. A) 25°C, B) 30°C, y C) 37°C. SBN: Sobrenadante de cultivo. M2: fraccidn soluble luego de

precipitar ELP. M3: fraccién insoluble luego de precipitar ELP.

4.3.2.4 Identificacion de la proteina purificada por espectrometria de masa

Se selecciond la condicién de precipitaciéon a 30°Cy 0,6 M de (NH4),S04 y para proceder a escalar

el proceso con un volumen de 25 mL de sobrenadante. La eficiencia del proceso se analizé por
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SDS-PAGE, observandose una banda mayoritaria de 40 kDa y una minoritaria de 55 kDa
aproximadamente (Figura 40.A). Estas bandas fueron escindidas del gel y sometidas a mapeo
peptidico mediante tratamiento con tripsina y andlisis por espectrometria de masa,
identificandose en ambas muestras la presencia de eGFP con grado de cobertura de 97% y 84%
de la secuencia aminoacidica (Figura 40.B). Cabe mencionar que la secuencia de ELP no tiene

sitios de corte para tripsina (u otras proteasas) por lo que no es posible observar fragmentos

peptidicos derivados del mismo.
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Figura 40. Evaluacidn de la purificacidon de ELP-eGFP expresada por L. tarantolae Blecherry_E30-eGFP e
identificaciéon por espectrometria de masa. A) SDS-PAGE al 12%, tefiido con azul de Coomassie. M1.:
Sobrenadante de cultivo. M2: fraccion no precipitada (0,6 M sulfato de amonio y 30°C). M3: fraccion
precipitada y resuspendida en 100 ul de PBS-1X. B) Analisis por espectrometria de masa de las bandas
ELP-eGFP 1y 2 purificadas del gel. Secuencia de eGFP precedida de 6 repetidos de Histidina (subrayados),

secuencia espaciadora (italica), y ELP. Se muestran en letra roja los péptidos identificados en cada banda

y en azul los aminoacidos que no fueron detectados.

4.3.2.5 Efecto del nimero de ciclos de precipitacion en el grado de pureza

A continuacién, se evalué el efecto en el rendimiento de pureza de realizar varios ciclos
consecutivos de precipitacion. Ademas, se ensayd si con la disminucién de la temperatura de
precipitaciéon a 25°Cy 20°C, se observaba una menor precipitacién de proteinas inespecificas. Se

trabajo con sobrenadante de cultivo del clon Blecherry E30-eGFP haciendo de 1 a 3 ciclos de
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precipitacion del ELP y analizando las fracciones precipitadas (M3) por SDS-PAGE (Figura 41.A).
Pudo evidenciarse, que con la realizacién de mas ciclos de precipitacién no se aumenta
significativamente la pureza de la muestra y con un tercer ciclo se pierde gran parte de la fusion
E30-eGFP. Estos resultados fueron similares en las tres temperaturas de precipitacion evaluadas,
lo cual muestra que en la precipitacion a 20°C se obtuvieron niveles de recuperacidn y pureza
similares. Esto permite ampliar el rango de condiciones de precipitaciéon que podrian aplicarse a

proteinas blanco mas sensibles a éste parametro.

Como mencionamos anteriormente, el (NH4),SO4 ha sido descrito como mejor precipitante de
ELP en comparacién al NaCl, lo que permite disminuir la temperatura de precipitacion. Del mismo
modo el (NH4)2SO4 podria ser mas eficiente precipitando otras proteinas del sobrenadante de L.
tarentolae, por lo qué evaluamos la pureza y rendimiento obtenidos con ambas sales. Se evalué
la precipitacién del E30-eGFP utilizando (NH4)2S04 0,6 M como precipitante a 25°Cy del NaCl 1,5
M a 30°C. Segun los resultados del Western blot con anticuerpos anti-eGFP y en el SDS-PAGE, se
obtuvo una mayor cantidad y pureza de la proteina de interés con el (NH4)2SO4 en comparacion

al NaCl (Figura 41.B).
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Figura 41. Evaluacién del nimero de ciclos y sal precipitante en la purificacion de E3o-eGFP expresado
por L. tarentolae Blecherry_E30-eGFP. A) SDS-PAGE al 12% teiido con azul de Coomassie. Se trabajoé con
1 a 3ciclos (c) de precipitacién del ELP [(NH4)2,S04 0,6 M, 15 minutos] a 20°C, 25°Cy 30°C. B) Panel superior,
SDS-PAGE al 12% teiiido con azul de Coomassie y panel inferior Western blot con anticuerpos anti GFP
utilizando dos sales como precipitantes, (NH4),SO4 0,6 M a 25°C o NaCl 1,5 M a 30°C. +: Control positivo
E30-eGFP. SBN: Sobrenadante de cultivo. M2: Sobrenadante luego de precipitar ELP. M3: E30-eGFP

precipitado y resuspendido. Las flechas y asteriscos rojos indican las dos bandas principales de E-eGFP.

4.3.2.6 Efecto del tiempo de precipitacion en la recuperacion de ELP

Habiendo observado que en la fraccion soluble (M2) aun queda gran parte de la proteina de
interés sin precipitar se buscé incrementar el porcentaje de recuperacion de la proteina en la
fraccién precipitada (M3). Para ello se evalud el efecto de aumentar el tiempo de precipitacién.
Utilizando sulfato de amonio 0,6 M a temperatura 25°C y precipitando durante 15 minutos se
recupera un 3% del E30-eGFP, mientras que precipitando durante 1 hora se recuperd un 7%
(Figura 42.A). Tanto por medicion de fluorescencia como por Western blot (Figura 42.B), se
evidencid un incremento en la precipitacion del E30-eGFP al aumentar el tiempo de precipitacion

a 1 hora.
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Figura 42. Evaluacién del tiempo de precipitacion de E30-eGFP. Condiciones de precipitacién: 0,6 M
sulfato de amonio, a 25°C, 15 minutos o 1 hora. A) Porcentaje de recuperacion de E30-eGFP calculado a
partir de medicién de fluorescencia de eGFP (excitacidon 488 nm, emisidn 510 nm) en fraccidn precipitada
(M3) respecto al sobrenadante. Se muestra el promedio y desviacidn estandar de réplicas. B) Western
blot con anticuerpos anti GPF. SBN: Sobrenadante de cultivo. M3: Fraccidn precipitada de E30-eGFP

durante 15 minutos y 1 hora.

4.3.2.7 Uso de ELP exdgeno como catalizador del proceso de precipitacion

La produccidn de proteinas recombinantes mediante su secrecién al medio de cultivo presenta
varias ventajas, como permitir la produccién de proteinas glicosiladas, no requerir la lisis de las
células y facilitar su purificacidn ya que el medio de cultivo tiene una baja concentracidn proteica
en relacion al interior celular. Como contrapartida, la proteina secretada se diluye
considerablemente en el medio de cultivo. Dado que los niveles de expresion de la proteina de
interés no fueron elevados, el efecto de dilucion en el sobrenadante puede estar afectando la
eficiencia de la precipitacion. La concentracidn previa del sobrenadante por ultrafiltracién no
mejoré los rendimientos de precipitacién dado que se perdia proteina por adsorcién a la
membrana de filtracion. Por lo que se evalué la utilizacién de un ELP exdgeno como “carrier” para
favorecer el proceso (55). Un ELP exégeno de 110 repetidos fue producido en E. coli y se purificé
por ciclado de transicion inversa (Figura 43.A). Utilizando este ELP a una concentracion de 5, 10
y 50 uM vy sulfato de amonio 0,6 M a 25°C, se logré incrementar de 3 a 12 el porcentaje de
recuperacion del E30-eGFP (Figura 43.B-C). De las concentraciones de ELP exdgeno ensayadas, 5

UM pareceria ser la mas adecuada.
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Figura 43. Evaluacion de la precipitacion de E30-eGFP utilizando un ELP exdgeno como catalizador de la
precipitacion. A) ELP exdgeno de 110 repetidos, producido en E. coli y purificado mediante 3 ciclos de
ciclado de transicion inversa. SDS-PAGE al 12% teiido con azul de Coomassie. B) Western blot con
anticuerpos anti-GPF. SBN: Sobrenadante de cultivo. M3: Fraccidon precipitada de E30-eGFP sin ELP
exogeno, con 5 uM, 10 uM y 50 pM de ELP exdgeno. C-: ELP exdgeno, 50 uM. C) Porcentaje de
recuperacion en la fraccion precipitada (M3) del E30-eGFP sin ELP exdgeno, con 5 uM, 10 uM y 50 uM de
ELP exdgeno evaluado mediante medicion de intensidad de fluorescencia de eGFP (excitacion 488 nm,
emision 510 nm). Se muestra el promedio y desviacion estandar de dos réplicas. Condiciones de

precipitacion: 0,6 M sulfato de amonio, 15 minutos, a 25°C.

4.3.2.8 Resolubilizacion del ELP precipitado

Con el fin de mejorar la resolubilizacién del E30-eGFP en la fraccidn precipitada, M3, se trabajo
en las condiciones de resuspension de la misma. Se partié de las fracciones precipitadas
obtenidas utilizando sulfato de amonio 0,6 M e incubando a dos temperaturas, 25°Cy 30°C. Estos
precipitados se resuspendieron en buffer Tris 50 mM, EDTA 2 mM pH 8,8 frio y se incubaron
durante 10 minutos en hielo u “overnight” (ON) a 4°C. En el andlisis de emisidn de fluorescencia
de eGFP se observd un incremento en el porcentaje de recuperacioén, realizando la resuspension
del E30-eGFP ON a 4°C respecto a la condicion de 10 minutos en hielo (Figura 44.A). La condicion
de precipitacion a 30°C se escald a un volumen de 25 mL de manera de tener suficiente cantidad
de proteina para visualizar las bandas en un SDS-PAGE tefnido con azul de Coomassie. Como lo

muestra la Figura 44.B, se observan bandas del tamafio esperado para el E30-eGFP, con niveles
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de pureza similares y sin evidencia de degradacién de la proteina (Figura 44.B). Estos resultados

muestran que la resolubilizacién ON a 4°C seria la mdas adecuada.
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Figura 44. Evaluacion de la resuspension del E30-eGFP. A) Porcentaje de recuperacién de E30-eGFP
determinado por fluorescencia de eGFP (excitacion 488 nm, emisién 510 nm) en la fraccidn precipitada
M3 resuspendida durante 10 minutos en hielo (M3-10 min) y ON 4°C (M3-ON). Condiciones de
precipitacion: 0,6 M sulfato de amonio, precipitacién durante 15 minutos, a 25 y 30°C. Se trabajé con
réplicas y se muestra el desvio estandar. B) SDS-PAGE al 12% tefiido con azul de Coomassie. M1:
Sobrenadante de cultivo. M2: Sobrenadante luego de precipitar E30-eGFP (0,6 M sulfato de amonio y
30°C). M3: E30-eGFP resuspendido durante 10 minutos en hielo u ON a 4°C. CS: Cold spin. Fraccion no

resuspendida en buffer frio, luego de centrifugar 10 minutos.

Se continud trabajando en la resuspensidn del precipitado probando condiciones adicionales.
Ademas de extender el tiempo de resuspensiéon en frio de 10 minutos a ON a 4°C, se probd
resuspender la fraccién precipitada mediante sonicado en bafio de agua por 10 minutos, lo cual
favorece la disgregacion de proteinas. Otra condicidn evaluada fue el tratamiento con el agente

reductor DTT que rompe enlaces disulfuro inter- o intra-polipéptidos que estén expuestos al
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solvente. Nuestra hipdtesis es que algunos de estos complejos covalentes podrian estar
afectando el rendimiento de resolubilizacidn al mantener la proteina agregada. La eGFP presenta
dos cisteinas (Cis) en su secuencia. La Cis48 esta cerca de la superficie de la proteina y en
condiciones de desnaturalizacién leves, este residuo podria quedar expuesto al disolvente,
activandose. Mientras que la Cis70 esta profundamente enterrado en el interior de la proteina 'y

lo que la hace relativamente inactiva (82).

La adicion de DTT o sonicado en bafio de agua no promovié una mayor recuperacion que la
obtenida al incubar ON a 4°C. Mediante las diferentes metodologias de resuspension se logré

casi duplicar el porcentaje de recuperacion respecto al control (Figura 45).
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Figura 45. Evaluacion de la resuspension del E30-eGFP bajo diferentes condiciones fisicoquimicas.
Porcentaje de recuperacion de E30-eGFP determinado por fluorescencia de eGFP (excitacion 488 nm,
emision 510 nm) en la fraccidn precipitada, M3. Control: resuspendido durante 10 minutos en hielo; ON
a 4°C; sonicado en bafo de agua; agregado de DTT (1 mM). Condiciones de precipitacidon: 0,6 M sulfato
de amonio, precipitacién durante 15 minutos, a 25°C. Se grafico el promedio y desviacién estandar de dos

réplicas.

4.3.3 Proteina eGFP fusionada a ELP y expresadas en citoplasma de L. tarentolae

La precipitacién del ELP secretado al medio de cultivo en la quimera E30-eGFP se mejord

utilizando un ELP exdgeno como catalizador de la agregacién. Esto refuerza la idea que la baja

80



concentracion del ELP en el sobrenadante condiciona en gran medida su precipitacion. Con el fin
de evaluar el efecto del incremento en la concentracién del ELP en la precipitacidon del mismo, se

decidio expresar la construccién en el citoplasma de L. tarentolae.

4.3.3.1 Optimizacion de las condiciones de expresion del ELP-eGFP citoplasmatico

Se optimizé el tiempo de induccidn para esta construccién, tomando alicuotas de los cultivos a
las 24, 48 y 72 hs y evaluando el estado de los parasitos mediante observacion al microscopio.
Los niveles de eGFP y la proteina reportera Cherry se evaluaron mediante fluorimetria y el de la

primera también por Western blot.

Para el E-eGFP de expresion citoplasmatica el mayor valor de emisién de fluorescencia de eGFP
y Cherry se obtuvo a las 72hs post induccion (Figura 46.A-B). Sin embargo, a ese tiempo fue
significativa la proporcion de células lisadas, segin observacion al microscopio. En todas las
muestras analizadas, se logrd evidenciar en el Western blot de los lisados celulares una banda
del PM esperado (74 kDa). Siendo la banda de mayor intensidad la obtenida a las 48 hs post
induccidn (Figura 46.C). La densidad dptica del cultivo a las 24, 48 y 72 hs post induccién fue de
2,9, 4,4y 2,6 respectivamente. Este resultado esta en concordancia con la lisis celular observada
al microscopio a las 72 hs, la cual ocasiona la liberacién de la proteina al medio de cultivo,
pudiendo ser detectada su presencia por la técnica de fluorimetria sobre muestras de cultivo,

pero no por la técnica de Western blot en muestras de lisados de células (Figura 46.C-D).
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Figura 46. Expresion de E-eGFP citoplasmatico. Muestras de cultivo y lisados celulares obtenidos a las 24,
48y 72 hs post induccion A) intensidad de fluorescencia (IF) de eGFP (excitacion 488 nm, emisién 510 nm)
de cultivos celulares, B) intensidad de fluorescencia de Cherry (excitacién 590 nm, emision a 610 nm) de
cultivos celulares y C) Western blot con anticuerpo anti GFP de lisados celulares. D) Tincién con rojo

ponceau de membrana de Western blot.

Con el fin de corroborar que la produccién intracelular de la construccién no provoque su
agregacion, se evalué la presencia de la eGFP en las fracciones soluble e insoluble del extracto
total de proteinas producido a partir del clon L. tarentolae Blecherry Cito_E-eGFP (Figura 47).
Los resultados del analisis de fluorescencia de eGFP y el Western blot indicarian que la E-eGFP
producida a nivel intracelular no estaria sufriendo procesos de agregacién, ya que su presencia

se detecta en muestras de la fraccion soluble de los extractos celulares.
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Figura 47. Evaluacidn de la fraccidn soluble e insoluble del extracto de proteinas de L. tarentolae
Blecherry_Cito_E-eGFP. A) Espectro de emision de fluorescencia de eGFP de la fraccion soluble (FS) e
insoluble (FI) del extracto celular (excitacion = 488 nm y emisidén = scan de 500 a 550 nm). B) Western blot

con anticuerpo anti-GFP de ambas fracciones del extracto.

4.3.3.2 Precipitacion del ELP en clon L. tarentolae Blecherry_Cito_E-eGFP

Se trabajé con la fraccién soluble del extracto total de proteinas del clon Blecherry_Cito_E-eGFP
de L. tarentolae para realizar una primera prueba de precipitacién del ELP agregando igual
volumen de sulfato de amonio 1,2 M (0,6 M concentracidn final) e incubando a 30°C durante 15

minutos.

Tras resuspender el ELP, se realizd una centrifugacion corta en frio con el fin de eliminar
contaminantes que no permanezcan en solucién en la fraccién M3. Para ello se centrifugd la M3
a 4°C, durante 10 minutos a 10000 g (cold spin: C. spin). Alicuotas de las distintas fracciones
fueron evaluadas por SDS-PAGE (Figura 48.A). En la fraccidon precipitada, se visualizé una banda
diferencial respecto a la fraccién M2 y al pellet del cold spin, que corresponderia al PM esperado

para la construccion, 74 kDa.

Se midié la fluorescencia de eGFP a 510 nm en la fraccion soluble del extracto de proteinas del

clon y en la fraccion precipitada M3 (Figura 48.B-C). De este ensayo se puede inferir que en las
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condiciones de trabajo precipitaba cerca de un 14% del ELP, con un menor grado de pureza en

comparacion con el E-GFP purificado a partir de sobrenadante de cultivo (Figura 40 y 41).

Al analizar la purificacién para esta construccion mediante Western blot en las condiciones
habituales, se observé una reactividad inespecifica del anticuerpo a lo largo de todo el carril que
contenia la muestra de E-eGFP precipitada. Se intentd optimizar el protocolo modificando varias
condiciones: se realizaron mas de dos ciclos de precipitacién del ELP, se agregd DNasa al extracto,
se cargaron distintas cantidades del extracto en los geles para Western blot, se realizaron
distintos ciclos de sonicado del extracto, incuso se produjo mds de un lote de extracto de

proteinas. Sin embargo, en ninguno de los casos se lograron bandas definidas.
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Figura 48. Evaluacion de la precipitacion del E-eGFP expresado citosélicamente. A) Electroforesis SDS-
PAGE al 12% teiiido con azul de Coomassie. Ext.: Fraccidn soluble del extracto de proteinas del clon de L.
tarentolae Blecherry Cito_E-eGFP. Se cargaron diferentes cantidades del mismo (1X y 2X). M2: fracciéon
de las proteinas que no precipitan bajo esas condiciones. M3: fraccion precipitada del E-eGFP. C.spin:
pellet del cold spin. La flecha roja indica el tamafio esperado de E-eGFP. B) Intensidad de fluorescencia de
la eGFP (excitacion = 488 nm y emisién = 510 nm) en la fraccion soluble del extracto de proteinas del clon
Blecherry_Cito_E-eGFP y de la fraccién precipitada (M3). Se grafica el promedio y desviacion estandar de
dos réplicas. C) Espectro de fluorescencia de eGFP de una muestra del extracto (excitacion = 488 nm y

emision = scan de 500 a 550 nm).

Para la construccién E-eGFP citoplasmatica se realizé la misma matriz de precipitacion de ELP30-
eGFP secretado segun la Tabla 6, partiendo en este caso de la fraccidn soluble del extracto de

proteinas. Se agregé el sulfato de amonio y se incubd durante 15 minutos para cada temperatura
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y concentracién salina. Los resultados se muestran en la Figura 49. Se observa claramente que,
al aumentar la temperatura y la concentracién salina, mejora la precipitacion del ELP (Figura

49.A), pero también precipitan mas contaminantes (Figura 49.B).
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Figura 49. Evaluacidn de la precipitacion bajo diferentes condiciones del E-eGFP expresado en citosol.
A) Intensidad de fluorescencia (IF) de eGFP (excitacién = 488 nm y emisidon = 510 nm) de la fraccion
precipitada (M3), para cada temperatura y concentracion salina. B) SDS-PAGE tefiido con azul Coomassie

de las fracciones precipitadas, M3, para cada temperatura y concentracion salina.

4.3.4 Proteina bFSH fusionada a ELP secretada al medio de cultivo

4.3.4.1 Precipitacion del ELP en clon L. tarentolae Blecherry_E-FSH

Las condiciones de precipitacién del ELP pueden variar por influencia de la proteina que se
encuentre fusionada al mismo (52,55,56). Por este motivo, con el fin de optimizar las condiciones
de precipitacién del ELP para la construccién E-FSH se realizé una matriz de prueba de diferentes
concentraciones salinas y temperaturas segun la Tabla 6. Se utilizd6 como precipitante al sulfato
de amonio, se tomaron alicuotas de las fracciones M2 y M3 en todos los casos y se evaluaron
mediante Western blot utilizando anticuerpos anti-FSH (Figura 50.A-C). En el sobrenadante de
cultivo se visualizé una banda del tamafio esperado para E-FSH (73 kDa). En todas las condiciones

evaluadas se evidencid la presencia de E-FSH en la fraccidon no precipitada M2 y solo se lograron
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visualizar bandas del tamafio esperado en la fraccion precipitada (M3) obtenida a 30°C (Figura

50.B).
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Figura 50. Evaluacion de la precipitacion del E-FSH bajo diferentes condiciones. Se analizaron muestras

de los ciclos de precipitacion del ELP durante 15 minutos, a diferentes concentraciones de sulfato de

amonio (0,4-1 M) y temperaturas. A) 25°C, B) 30°C, y C) 37°C.

Se probd cambiar el precipitante por NaCl 1,5 M e incubando a 30°C. En estas condiciones la

mayor parte del E-FSH permanece en la fraccion M2 y no parece haber diferencias utilizando

ambas sales como precipitantes (Figura 51). Cabe mencionar que los niveles de expresion de esta

construccion, asi como la sensibilidad del Western son bajos lo cual dificultd la evaluacion de este

ensayo.
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Figura 51. Comparacidn de la precipitacion del E-FSH con diferentes sales. Western blot con anticuerpo
anti-FSH utilizando (NH4);S04 0,6 M a 30°C o NaCl 1,5 M a 30°C como precipitantes. SBN: Sobrenadante

de cultivo. M2: Fraccion no precipitada. M3: fraccidn precipitada y resuspendida.

4.3.4.2 Uso de ELP exégeno como catalizador de la precipitacion de E-FSH

Habiendo obtenido buenos resultados con la utilizacion de un ELP como catalizador de la
precipitaciéon de E-eGFP procedimos a utilizar esta estrategia para la E-FSH. Incluimos un ELP
exogeno de 110 repetidos a una concentracion de 5, 10 y 50 uM (Figura 52.A). En las condiciones
evaluadas, con el aumento del ELP exdgeno se visualiza la aparicion de bandas en la fraccién
precipitada, M3 (Figura 52.B). Si bien las bandas son especificas de la construccién, ya que no
aparecen en el control negativo (solo ELP exdgeno), éstas no son del tamafio esperado (73 kDa).
Esto podria deberse a que durante el proceso de precipitacion se esté produciendo una

degradacidn parcial de la proteina de fusién.
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Figura 52. Evaluacion de la precipitacion del E-FSH utilizando un ELP exdgeno como carrier de
precipitacion. A) ELP exdgeno de 110 repetidos, producido en E. coli y purificado mediante 3 ciclos del
método de ciclado de transicidn inversa. SDS-PAGE al 12% tefiido con azul de Coomassie. B) Western blot
con anticuerpos anti-FSH. SBN: Sobrenadante de cultivo. M3: Fraccién precipitada de E-FSH sin ELP
exogeno, con 5 uM, 10 uM y 50 uM de ELP exdgeno. Condiciones de precipitacion: 0,6 M sulfato de

amonio, durante 15 minutos, a 30°C. C-: 50 uM de ELP exdgeno.
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5. DISCUSION Y CONCLUSIONES

La expansion del mercado de moléculas bioactivas ha llevado a la necesidad de desarrollar
métodos rentables y eficientes para el proceso de producciéon y purificacion de proteinas
recombinantes, especialmente en el drea agro-veterinaria, donde los margenes de rentabilidad
suelen ser limitados. En este trabajo nos propusimos evaluar un sistema de purificacién no
convencional, basado en la utilizacién de la etiqueta de ELP fusionada a la inteina AI-CM para la
expresion de proteinas en L. tarentolae. Este método, al no requerir de sistemas cromatograficos,
resulta mas econdmico y facil de escalar, lo cual lo convierte en una alternativa atractiva para la
produccién industrial en gran escala.

El sistema ELP-inteinas se ha utilizado mayoritariamente con E. coli como huésped de expresion.
En parte debido a que este tipo de inteinas experimentan auto-escision in vivo cuando son
expresadas a temperaturas altas (>32°C) y bajo pH (<7.4), lo que provoca que no puedan ser
utilizadas en células de mamifero, ya que las condiciones de crecimiento afectarian
negativamente los rendimientos. Sin embargo, existen reportes exitosos en el empleo de inteinas
en células de insecto (71) y en plantas (72), organismos donde las temperaturas de crecimiento
son inferiores. Por lo anteriormente descrito, nos planteamos la hipétesis de que L. tarentolae
seria un buen sistema de expresion de proteinas recombinantes de origen animal cuya
purificacidén se realice por el sistema basado en etiquetas de ELP e inteinas, dado que este
organismo crece a temperaturas moderadas, en comparacion con las células de mamiferos.
Ademas, este protozoario realiza modificaciones postraduccionales muy similares a las de
eucariotas superiores.

Para cumplir con los objetivos, planteados se generaron 10 construcciones para la expresién en
L. tarentolae de las proteinas recombinantes bFSH y eGFP fusionadas a inteina Al-CM y/o etiqueta
de ELP de 110 repetidos (Tabla 2). Una de las construcciones generadas que expresa eGFP cuenta
con un ELP de menor tamano, producto de una delecién posiblemente originada durante el
proceso de amplificaciéon del plasmido en E. coli. Como resultado de la transfeccién de L.
tarentolae, se obtuvieron cepas recombinantes expresando 7 de las construcciones disefiadas,

bajo regulacién constitutiva y/o inducible (Tabla 5).
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En aquellas construcciones que tienen la inteina Al-CM, se evidencid el corte prematuro de la
misma, ya sea que la misma estuviera fusionada a la proteina eGFP o la bFSH y que el sistema de
expresion fuera inducible o constitutivo (Figura 31-32). Para determinar si el corte de la inteina
ocurria a nivel intracelular o una vez secretada al medio de cultivo, se analizaron por Western
blot lisados celulares de los clones que expresaban la eGFP. Los resultados mostraron claramente
gue la escisién ocurre a nivel intracelular, con una eficiencia notablemente alta (Figura 33).

Si bien estd descrito que este tipo de inteina puede exhibir cierta activacion in vivo durante el
proceso de expresion (51), fue un evento inesperado que la reaccidén fuera tan eficiente a la
temperatura de cultivo de L. tarentolae.

Dado que la actividad proteolitica de la inteina Al-CM se ve favorecida por un descenso del pH 'y
un aumento de la temperatura (69), se monitored el pH del medio de cultivo, observandose que
se mantuvo estable, con valores superiores a 7,3 durante todo el proceso de expresién. Por lo
tanto, la temperatura de cultivo podria ser uno de los factores que contribuyen a dicha
activacion. Sin embargo, reducir la temperatura de cultivo hasta 16 °C solo evité de forma parcial
y poco significativa el corte prematuro de la inteina a nivel intracelular (Figura 34).

Dado que no hay reportes previos de la expresion de proteinas fusionadas a la inteina AI-CM en
L. tarentolae, nos planteamos evaluar si la escision de la inteina es desencadenada por algun
componente intracelular de este protozoario. Con este objetivo, extractos celulares de L.
tarentolae fueron incubados con la proteina recombinante CAT fusionada a un ELP de 110
repetidos y a la inteina AlI-CM (E-I-CAT) producida en E. coli. No se evidencid el corte de E-I-CAT
en presencia del extracto de celular de L. tarentolae, a diferencia de lo que ocurre en presencia
de buffer de corte a pH 6 (Figura 35.A-B). Estos resultados estarian indicando que el corte de la
inteina probablemente sea favorecido por un plegamiento particular de esta secuencia producida
en L. tarentolae o por ambientes particulares de los distintos compartimentos subcelulares.

Una alternativa interesante para evitar el corte prematuro de la inteina seria el uso de inteinas
en trans (66). En este caso, dos segmentos de inteina se transcriben y traducen por separado
como inteinas trans-splicing, también conocidas como “Split inteinas”, las cuales se ensamblan
posteriormente para llevar a cabo la reaccidon de splicing. Si bien la utilizaciéon de las mismas

resolveria el problema de la escisién durante la expresion, este método tiene sus limitaciones.
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No siempre el re-ensamblaje de los fragmentos de la inteina ocurre de forma eficiente (65),
ademas de tornar mas laborioso y costoso el proceso de produccién por el hecho de tener que
expresar ambos fragmentos por separado.

Dado que nuestro objetivo era generar herramientas que reduzcan los costos asociados a los
procesos de purificacidn, sigue siendo la opcidon mads rentable la exploracion de otros tipos de

inteinas en cis, en el contexto de L. tarentolae.

A pesar de que no fue posible utilizar la inteina AI-CM de manera funcional en L. tarentolae, se
evalué el uso de etiquetas ELP para la purificacién de eGFP producida en este sistema.

Dado que no hay reportes de proteinas fusionadas a ELP expresadas en este protozoario, se
optimizé la precipitacién del ELP de 30 repetidos fusionado eGFP. Para ello, se disefié una matriz
experimental que evalud diferentes concentraciones salinas y temperaturas. Se observé que esta
construccion no muestra un cambio drastico en el comportamiento de precipitacién frente a
variaciones de estos parametros. En todas las temperaturas ensayadas, se evidencid una
disminucion progresiva de la eGFP en la fraccién soluble no precipitada (M2) al ir aumentando la
concentracion de la sal (Figura 38.A). Paralelamente, en la fraccién precipitada (M3), tanto a 25°C
como a 30°C, se observé un incremento de la eGFP recuperada al iraumentando la concentracién
de (NH,),SO, hasta los 0,8 M. Sin embargo, empleando 1 M de esta sal, el nivel de eGFP detectado
en la M3 disminuye (Figura 38.B). Teniendo en cuenta la cantidad de proteina de fusién
observada en las fracciones no precipitadas M2 (Figura 38.A), creemos que esta disminucién no
se debe a una menor precipitacion de la proteina, sino a una mayor dificultad para resolubilizarla.
Aumentando la temperatura de precipitaciéon a 37°C revirtié esta tendencia. En general, las
concentraciones intermedias del precipitante arrojaron mejores rendimientos (Figuras 38-39).
Utilizando, 30°Cy 0,6 M de (NH,),SO., se escald el proceso y el andlisis por SDS-PAGE mostro las
mismas dos bandas cercanas a los 40 y 55 kDa que fueron también observadas en los Western
blots. Estas bandas se analizaron por espectrometria de masa, identificdndose con una amplia
cobertura a la eGFP (Figura 40). Por tanto, la diferencia en el peso molecular observada estaria
dada por diferencias en el nimero de repetidos de ELP. En el trabajo de Hassouneh y

colaboradores (83), establecen que en algunos casos el ELP puede experimentar cortes
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inespecificos durante la expresion, en este sentido, las secuencias repetitivas ricas en prolina,
valina, glicina y alanina pueden ser estructuralmente inestables, algunas regiones podrian
adoptar conformaciones susceptibles a clivaje no enzimatico o facilitar el ataque proteolitico.
También podrian ocurrir eventos de rearreglo genético, tanto a nivel de ADN como durante la
transcripcién/traduccion, que produjeran variantes con menos repetidos de ELP.

El rendimiento de esta recuperacion de ELP30-eGFP, evaluada por fluorimetria, se encuentra
entre el 2 y el 3 % de la proteina presente en el sobrenadante. Banki y colaboradores (51)
obtuvieron una recuperacién del 21.5% para la eGFP expresada a altos niveles en E. coli y
purificada mediante ciclado por transicion inversa. A su vez, los mismos autores expresaron otras
proteinas fusionadas al ELP como la Glutation S-transferasa (GST), B-lactamasa y Catalasa,
obteniendo rendimientos de 18 a 30% aproximadamente.

Con el fin de incrementar la cantidad de proteina recuperada, se evalué aumentar el tiempo de
precipitacion del ELP (15 minutos a 1 hora), incrementandose mas del doble la cantidad de ELP30-
eGFP obtenida.

Ademas, se trabajé en mejorar el proceso de resuspensién de la fraccidn precipitada (M3). Para
ello, se compararon diferentes condiciones: extender el tiempo de resuspensién en frio de 10
minutos a ON a 4°C, la sonicacidn en bano de agua y la adicion del agente reductor DTT. Estas
dos ultimas condiciones no mostraron una mejora adicional en comparacion con la incubacion
prolongada a 4°C, con la cual se logrd casi duplicar el porcentaje de recuperacién respecto al
control (Figura 45).

La produccion de proteinas recombinantes mediante su secrecidn al medio de cultivo presenta
varias ventajas, como permitir la produccién de proteinas glicosiladas, no requerir la lisis de las
células y facilitar su purificacién, ya que el medio de cultivo tiene una baja concentracién proteica
en relacion al interior celular. Como contrapartida, la proteina secretada se diluye
considerablemente en el medio de cultivo. Dado que los niveles de expresion de la proteina de
interés no fueron elevados, el efecto de dilucion en el sobrenadante puede estar afectando la
eficiencia de la precipitacion. También podria estar asociada con la variabilidad inter-
experimento en la eficiencia del proceso de precipitacion que se observa. Varios autores

recomiendan, como estrategia para abordar el problema de los bajos niveles de expresion, el
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agregado de ELP libre como agente agregante durante el proceso de purificacion (81, 82). Por
ello, se evalud la utilizacidn de un ELP exdégeno para favorecer el proceso, lo cual resultd en un
incremento de 4 veces en el porcentaje de recuperaciéon del E30-eGFP (Figura 43.B-C),
reafirmando la idea de que la baja concentracidn del ELP en el sobrenadante condiciona en gran
medida su precipitacion. Los resultados obtenidos estan en concordancia con los obtenidos por
Christensen y col. (84), quienes, utilizando ELP libre como co-precipitante en el proceso de
purificacién, lograron incrementar entre 3 a 6 veces la recuperacion respecto a la purificacidn sin
adicion del ELP, cuando partian de 1 ug de las proteinas fusionadas a ELP.

Otro aspecto en que se abordé fue mejorar la pureza del producto. Si bien en la purificacién en
E. coli, varios autores recomiendan realizar mds de un ciclo de precipitacién para incrementar la
pureza (83), en este trabajo pudo evidenciarse que con la realizacién de mas ciclos de
precipitacion de esta proteina de fusiéon producida en L. tarentolae, no se aumenta
significativamente la pureza de la muestra y con un tercer ciclo se pierde gran parte de E30-eGFP.
Se demostrd que es factible realizar la precipitacion a menores temperaturas (20°C y 25°C), sin
gue esto impacte negativamente en la pureza de las muestras. Esto permitiria ampliar el rango
de condiciones de precipitaciéon que podrian aplicarse a proteinas blanco mas sensibles a este
parametro.

Teniendo en cuenta el marcado efecto de la dilucién de la ELP-eGFP secretado sobre la
precipitacion de la proteina, se decidié expresar la construccién en el citoplasma de L. tarentolae
y en este caso con un ELP de 110 repetidos. Se optimizé la expresion del E110-eGFP
citoplasmatico, observando los mejores resultados a las 48hs post induccién (Figura 46.C).

Se evaluaron las fracciones solubles e insolubles del extracto total y se corrobordé que la
produccién intracelular del E110-eGFP fuera soluble (Figura 47). Con esta fraccion se realizé la
precipitaciéon a 30°C, con 0,6 M sulfato de amonio, durante 15 minutos. En estas condiciones se
obtuvo un 14% del E110-eGFP (Figura 48.B), valor que esta en el orden de lo reportado para este
sistema en E. coli (51). Sin embargo, dada la gran cantidad de proteinas intracelulares, el nivel de
pureza se ve comprometido cuando se compara el método de purificacion de E30-GFP a partir

del sobrenadante de cultivo (Figuras 40 y 41).
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La evaluacién de diferentes temperaturas y concentraciones salinas mostré claramente que, al
aumentar estos dos parametros, la precipitaciéon del ELP es mas eficiente (Figura 49.A), pero
también precipitan mas contaminantes (Figura 49.B). En este sentido, la purificacién a partir de
sobrenadante y empleando ELP exdgeno como agregante parece ser mas conveniente en cuanto
a la relacién rendimiento/pureza.

Se continué trabajando con la segunda proteina modelo seleccionada, la bFSH. Esta descrito que
las condiciones de precipitacidon del ELP pueden verse influenciadas por la proteina de fusidn
(52,55,56). Por esto, con el fin de optimizar las condiciones de precipitacion del ELP para la
construccidn E-FSH secretada, se realizé una matriz experimental de diferentes concentraciones
salinas y temperaturas como se hizo para las otras construcciones. Si bien en el sobrenadante de
cultivo se visualizd una banda del tamafio esperado para E-FSH (73 kDa), en todas las condiciones
evaluadas esta proteina permanecid en la fraccién no precipitada (M2). Solo en la precipitacion
realizada a 30°C se logro recuperar E-FSH en la fracciéon precipitada (Figura 50.B).

Se probé cambiar el precipitante por NaCl 1,5 M e incubando a 30°C, pero se observo el mismo
comportamiento (Figura 51). Cabe mencionar que los bajos niveles de expresion de esta
construccidn, sumado a la limitada sensibilidad de la técnica del Western blot, podrian estar
dificultando la deteccién del ELP-FSH en la fraccién M3.

Habiendo obtenido buenos resultados con la utilizacion del agregado del ELP exégeno durante la
precipitacion de E-eGFP, procedimos a utilizar esta estrategia para la E-FSH. Llamativamente, se
observaron bandas de menor peso molecular al esperado. Esto podria deberse a que durante el

proceso de precipitacidn se esté produciendo una degradacién parcial de la construccién.

Si bien se presentaron desafios en cuanto a la estrategia inicial que nos habiamos planteado
respecto a la utilizacion de la inteina en L. tarentolae, se logrd utilizar una etiqueta de ELP, no
convencional, alternativa a los sistemas cromatograficos existentes, mediante una metodologia
relativamente sencilla y econdmica. Logramos concentrar y purificar un E30-eGFP a partir de
sobrenadante de cultivo, con un porcentaje de recuperacion variable, con maximo obtenido de
17% en condiciones de 30°C, 0,6 M sulfato de amonio, durante 15 minutos y resolubilizando ON

a4°C.
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6. PERSPECTIVAS

En futuras lineas de trabajo, seria relevante evaluar otras inteinas en L. tarentolae con el fin de
optimizar el control del clivaje y la eficiencia del sistema de purificaciéon. En particular, la
exploracion de inteinas en trans o split inteins (66) podria ofrecer un mayor control regulado del
clivaje, mientras que la incorporacion de inteinas alternativas en cis, como Npu (85), representa
una opcion potencialmente mas rentable y robusta. Asimismo, resultaria valioso analizar el
comportamiento de la inteina AlI-CM en distintos compartimentos celulares, comparando su
desempeiio en el citoplasma frente al del sistema secretor, para determinar si el entorno
intracelular influye en su estabilidad y clivaje.

En relacién con la purificacidn basada en ELP, futuras mejoras podrian centrarse en incrementar
la expresidon de proteinas secretadas, particularmente de bFSH. Para ello, seria pertinente evaluar
variantes de ELP con un menor numero de repetidos, lo que podria reducir la carga metabdlica
del hospedador y favorecer una mayor secrecion. Asimismo, la realizacion de transformaciones
sucesivas de los clones permitiria aumentar el nUmero de copias de la construccion, potenciando
asi los niveles de expresién. Por ultimo, la validacién del sistema con proteinas blanco adicionales,
incluyendo otras moléculas bioactivas de interés veterinario, contribuiria a consolidar la

versatilidad y aplicabilidad de esta estrategia de purificaciéon no cromatografica.
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Secuencia codificante ELP-Inteina-bFSH / eGFP

ATGACCAGCCGCCTGGTGCGCGTGCTGGCGGCGGCAATGCTGGTGGCGGCGGCAGTGAGCGTGGCCA
TGGCGggecacggegtgggtgttcegggegtgggtgttccgggtggeggtgtgecgggegeaggtgttectggtgtaggtgtgeeggst
gttggtgtgcegggtgtiggtgtaccaggtggeggtgttccgggtgeaggegticcgggtggeggtgtgecgggcgtgggtgticegggcg
tgggtgttccgggtggeggtgtgecgggegcaggtgticctggigtaggtgtgecgggtgtiggtgtgecgggtgtiggtgtaccaggteg
cggtgttccgggtgeaggegttccgggtggeggtgtgccgggcgtgggtgticcgggegtgggtgticcgggtggeggtgtgecgggegc
aggtgttcctggtgtaggtgtgecgggtgtiggtgtgecgggtgttggtgtaccaggtggeggtgttccgggtgecaggegttecegggtggce
getgtgcegggegtgggtgticegggegtgggtgttcegggtggeggtgtgccgggcgraggtgticctggtgtaggtgtgecgggtsttg
gtgtgcegggtgtiggtgtaccaggtggeggtgticcgggtgcaggegticcgggtggeggtgtgecgggegtgggtgticegggegtsg
gtgttccgggtggeggtgtgeegggegeaggtgticctggtgtaggtgtgecgggtgttggtgtgecgggtgtiggtgtaccaggtggegs
tgttccgggtgcaggegttccgggtggeggtgtgecggacgtgggtgticcgggcgtgggtgttccgggtggeggtgtgecgggegcagy
tgttcctggtgtaggtgtgecgggtgttggtgtgeccgggtgttggtgtaccaggtggeggtgttccgggtgecaggegttcecgggtggeggtg
tgcegggcgtgggtgttccgggegtgggtgttccgggtggeggtgtgecgggcgeaggtgticctggtgtaggtgtgecgggtgtiggtgt
gccggatgtiggtgtaccaggtggeggtgticegggtgcaggegticegggtggeggtgtgecgggegtgggtgticegggegtgggtgtt
ccgggtggeggtgtgecgggegeaggtgttectggtgtaggtgtgecgggtgtiggtgtgecgggtgttggtgtaccaggtggeggtgttc
cggstgraggegttccgggtggeggtgtgecgggegtgggtgticcgggegtgggtgticcgggtggeggtgtgecgggegeaggtgttc
ctggtgtaggtgtgccgggtgttggtgtgccgggtgttggtgtaccaggtggeggtgttccgggtgeaggegttecgggtggeggtgtgec
gegcgtggetgttccgggegtgggtgticcgggtggeggtgtgccgggegaggtgticetggtgtaggtgtgecgggtgtiggtgtgecg
ggtgtiggtgtaccaggtggeggtgttccgggtgcaggegticcgggtggeggtgtgecgggegtgggtgticegggegtgggtgticegg
gtggcggtgtgecgggcgeaggtgticctggtgtaggtgtgecgggtgtiggtgtgecgggtgtiggtgtaccaggtggeggtgticeggg
tgcaggcgttcegggtggeggtgtgeegggegggetggtgagetcgaacaacaacaacaataacaataacaacaacctcgggatcga
gggaaggatttcagaattc

*Péptido senal optimizado, en amarillo ELP, en rosado inteina y en azul repetidos de histidina.
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CGCAGCTGCGAGCTGACGAACATCACGATCACGGTGGAGAAGGAAGAGTGCGGCTTCTGCATCAGCAT
CAACACGACCTGGTGCGCCGGCTACTGCTACACCCGCGACCTGGTGTACCGCGACCCGGCCCGCCCGAA
CATCCAGAAGACGTGCACGTTCAAGGAGCTGGTGTACGAGACGGTGAAGGTGCCGGGCTGCGCCCACC
ACGCGGACAGCCTGTACACGTACCCGGTGGCGACGGAGTGCCACTGCAGCAAGTGCGACAGCGACAGC
ACCGACTGCACCGTGCGCGGCCTGGGCCCGAGCTACTGCAGCTTCCGCGAGATCAAGGAGAGCAGCAG
CAGCAAGGCGCCGCCGCCAAGCCTGCCGAGCCCGAGCCGCLCTGCCGGGCCCGAGCGACACCCCGATCC
TGCCGCAGTTCCCGGACGGCGAGTTCACGATGCAGGGCTGCCCGGAGTGCAAGCTGAAGGAGAACAA
GTACTTCAGCAAGCCGGACGCGCCGATCTACCAGTGCATGGGCTGCTGCTTCAGCCGCGCCTACCCGAC
CCCGGCCCGCAGCAAGAAGACGATGCTGGTGCCGAAGAACATCACCAGCGAGGCCACGTGCTGCGTGG
CCAAGGCCTTCACGAAGGCCACGGTGATGGGCAACGTGCGCGTGGAGAACCACACCGAGTGCCACTGC
TCCACGTGCTACTACCACAAGAGCTAG

eGFP

ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACG
TAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTG
AAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCG
TGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAG
GCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAG
TTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACAT
CCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGA
ACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACT
ACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGT
CCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCC
GGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTaG

Secuencia aminoacidica de ELP-Inteina-bFSH / eGFP

MTSRLVRVLAAAMLVAAAVSVAMAGHGVGVPGVGVPGGGVPGAGVPGVGVPGVGVPGVGVPGGGVP
GAGVPGGGVPGVGVPGVGVPGGGVPGAGVPGVGVPGVGVPGVGVPGGGVPGAGVPGGGVPGVGVPG
VGVPGGGVPGAGVPGVGVPGVGVPGVGVPGGGVPGAGVPGGGVPGVGVPGVGVPGGGVPGAGVPGV
GVPGVGVPGVGVPGGGVPGAGVPGGGVPGVGVPGVGVPGGGVPGAGVPGVGVPGVGVPGVGVPGGG
VPGAGVPGGGVPGVGVPGVGVPGGGVPGAGVPGVGVPGVGVPGVGVPGGGVPGAGVPGGGVPGVGV
PGVGVPGGGVPGAGVPGVGVPGVGVPGVGVPGGGVPGAGVPGGGVPGVGVPGVGVPGGGVPGAGVP
GVGVPGVGVPGVGVPGGGVPGAGVPGGGVPGVGVPGVGVPGGGVPGAGVPGVGVPGVGVPGVGVPG
GGVPGAGVPGGGVPGVGVPGVGVPGGGVPGAGVPGVGVPGVGVPGVGVPGGGVPGAGVPGGGVPGV
GVPGVGVPGGGVPGAGVPGVGVPGVGVPGVGVPGGGVPGAGVPGGGVPGGLVSSNNNNNNNNNNLG

IEGRISEFALAEGTRIFDPVTGTTHRIEDVVGGRKPIHVVAAAKDGTLRARPVVSWFDQGTRDVIGLRIAGGAI

*Péptido sefial optimizado, en amarillo ELP, en negrita el linker, en rosado inteina y en azul
repetidos de histidina.
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bFSH

RSCELTNITITVEKEECGFCISINTTWCAGYCYTRDLVYRDPARPNIQKTCTFKELVYETVKVPGCAHHADSLYT
YPVATECHCSKCDSDSTDCTVRGLGPSYCSFREIKESSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQFPDGEFTMQGC
PECKLKENKYFSKPDAPIYQCMGCCFSRAYPTPARSKKTMLVPKNITSEATCCVAKAFTKATVMGNVRVENH
TECHCSTCYYHKS

eGFP

MVSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVPWPTLVTTLTYGVQCFS
RYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYN
YNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHNIEDGSVQLADHYQQNTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSALSKDPNEKRD
HMVLLEFVTAAGITLGMDELYK

Anexo 2

Contrucciones para la expresion en L.tarentolae
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Abstract

Recombinant technology has enabled the production of a wide range of proteins with applications in
various fields, including reproduction, food supplements, and medicine. However, the high costs
associated with producing and purifying recombinant proteins limit their widespread use in the veterinary
field. Therefore, the development of alternative, low-cost strategies for production and purification is
essential to address these challenges. The non-pathogenic eukaryotic protozoan Leishmania tarentolae
has emerged as an affordable expression system for heterologous proteins, providing glycosylation
profiles similar to those of higher eukaryotes. Despite this, the cost of recombinant protein purification
remains a significant barrier to expanding the use of recombinant products in areas such as livestock.

In this study, we evaluate an unconventional purification tag, the elastin-like polypeptide (ELP), for
purifying recombinant proteins secreted by L. tarentolae. We also explored the use of the mini-intein Al-
CM as a cleavable linker between ELP and the target protein. This intein was found to undergo intracellular
self-cleavage, precluding its use in secretion-based applications in this host. Despite this limitation, the
ELP-mediated purification from the culture supernatant was successfully achieved with a high purity using
0.6 M ammonium sulfate at 25-30 °C. To our knowledge, this is the first report of ELP-based protein
purification in a protozoan host, representing a promising tool with broad potential for applications in
molecular biology, pharmaceutical development, and other fields that require high-purity proteins with
an improved cost-to-benefit ratio.

1. Introduction

The application of biotechnology in animal health and production is increasingly expanding. In
particular, biological molecules have extended their applications from vaccines for controlling infectious
diseases', to enhancing productivity by modulating hormones or elements of the immune system!?, to
immunocastration®®, reproductive purposes!®, parasite control®, and several others. They can be
obtained from natural sources using extraction methods or produced recombinantly in heterologous
organisms. The use of recombinant proteins provides several advantages over protein mixtures obtained
from animal extracts, including greater product homogeneity and safety. Recombinant technology also
enables the production of proteins that do not exist in nature, such as optimized enzymes or single-chain
antibodies, which are useful in diagnosis and treatment of certain diseases. However, the use of
recombinant products in animals remains limited, mainly due to the costs associated with the production
processes.

Often, obtaining these recombinant products in an active form requires a eukaryotic expression and
post-translational machinery. While the mammalian cell systems are effective, they can be costly, labor-
intensive, and time-consuming, prompting the exploration of alternative expression platforms that may
overcome these limitations. One interesting option is Leishmania tarentolae, a unicellular eukaryotic
protozoan that parasitizes reptiles, particularly lizards. This protozoan is not pathogenic to mammals,
including humans, and is characterized by its rapid growth rate in vitro and low culture costs!®.
Furthermore, L. tarentolae has eukaryotic protein-folding and post-translational modification machinery

109


https://www.zotero.org/google-docs/?pKda9r
https://www.zotero.org/google-docs/?wtJyiL
https://www.zotero.org/google-docs/?POKL6Y
https://www.zotero.org/google-docs/?f0RTz8
https://www.zotero.org/google-docs/?Mc58Kb
https://www.zotero.org/google-docs/?GYs5vo

that enables it to produce complex proteins in an active form!”. Several options for recombinant protein
expression are available for L. tarentolae, including secretory or intracellular expression through
constitutive (genome-integrated), inducible (genome-integrated or episomal), or cell-free (plasmid-based
or PCR-based) expression systems®. These features make it an excellent choice as a heterologous
expression system for eukaryotic protein production.

In our laboratory, we have been using L. tarentolae for the expression of eukaryotic proteins, typically
along with chromatography-based purification systems®. When alternative expression systems, such as
L. tarentolae, replace mammalian cells, the overall production costs decrease. However, purification
processes can still account for 45 to 92% of the total production cost™?. Therefore, to further reduce the
overall costs of recombinant protein production, it is essential to minimize the expenditures associated
with downstream processing. Traditional affinity-based purification methods are often too costly for
industrial-scale applications, particularly for proteins that must be produced in large quantities at low
cost. In this context, elastin-like polypeptide tag-based purification methods provide a cost-effective, non-
chromatographic alternative.

Elastin-like polypeptides (ELPs) are repetitive synthetic polypeptides derived from the hydrophobic
domain of tropoelastin. The most commonly used are composed of tandemly repeated blocks of (Val-Pro-
Gly-X-Gly)n, where X can be any residue except proline (because proline destroys the inverse phase
transition property of the ELP), and “n” represents the number of pentapeptide repeats in the
polypeptide. ELPs exhibit rapid phase transition behavior at a specific temperature referred to as the
inverse transition temperature (Tt)!*?, ELPs are structurally disordered and soluble in aqueous solutions
below their Tt; however, intramolecular contacts between the nonpolar regions result in aggregation and,
hence, precipitation above the Tt3l. The transition of ELPs and their fusion proteins can also be
isothermally triggered by reducing the Tt through the addition of salts from the Hofmeister series!**, The
temperature/salt-induced phase transition of ELP is reversible as it resolubilizes when the temperature is
reduced below the transition temperature or when the salt concentration is decreased™!. Over the years,
the vast majority of ELP-fused proteins have been produced in Escherichia coli, with some reports of their
expression in plants (Nicotiana), fungi (Aspergillus nidulans)*®, and yeast (Pichia pastoris)*”'. Notably,
there are no studies of their use in any protozoa.

The removal of the purification tag is another downstream step that adds to production costs, for
which the self-cleaving properties of inteins offer innovative solutions. Inteins (intervening proteins) are
polypeptide sequences that are excised from precursor proteins through an autocatalytic process known
as protein splicing. Through targeted mutations at specific residues, inteins were engineered to perform
controlled cleavage reactions in response to stimuli such as pH changes or redox agents!*®. These
engineered inteins allow for the purification of proteins without residual affinity tags, as the tag is
removed during the purification process.

To date, most applications of intein-mediated purification have been carried out using E. coli as the
expression system. Due to their sensitivity to temperature and pH, inteins often undergo premature self-
cleavage when expressed at elevated temperatures (>32 °C) or exposed to acidic conditions (pH <7.4).
This limitation has hindered their use in mammalian expression systems, where such growth conditions
are the rule and can reduce protein yields.
Despite these challenges, inteins have been successfully used in other eukaryotic systems, such as insect
cells™ and plants?”, which grow at lower temperatures. Given that L. tarentolae grows optimally at 26 °C,
it presents a promising alternative host for exploring intein-based strategies in the production of
recombinant biomolecules.

In this study, we explore the use of ELP and the pH-inducible mini-intein AI-CM?Y as a purification
system for heterologous protein expression in L. tarentolae. To our knowledge, this is the first report of
ELP-based purification in a protozoan host.
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2. Materials and Methods
2.1 Plasmid construction

The generation of the expression vectors was outsourced to GenScript. The coding sequence for the
enhanced green fluorescent protein (eGFP) was cloned into two commercial vectors that allow its
secretion, the constitutive expression vector pLEXSY-Hyg2 (Jena Bioscience), and the inducible, episomal,
and bicistronic expression vector pLEXSY_IE-blecherry4 (Jena Bioscience), which simultaneously expresses
the protein of interest and the Cherry fluorescent protein as reporter gene. A 30-repeat ELP sequence was
inserted into both vectors, followed by a spacer linker sequence, the mini intein AI-CM?Y, when
applicable, and the eGFP sequence. The ELP and AI-CM sequences used correspond to those from the
pET/EI-CAT vector developed by Banki and collaborators?? (AddGeen #71461), while the eGFP sequence
was obtained from the peGFP-C3 vector. For the expression of bovine follicle stimulant hormone (bFSH),
it coding sequence was obtained from the pLEXSY-Hyg2 FSH vector!®, fused to 110-repeat ELP sequence
and cloned in pLEXSY_IE-blecherry4 (Jena Bioscience). To improve the secretion efficiency, the native
signal peptide present in the commercial vectors was replaced with the signal peptide from Leishmania
mexicana acid phosphatase, which has demonstrated higher efficiency in recombinant protein
secretion!?®. A 6-histidine tag was added to the N-terminus of the eGFP and bFSH coding sequences for
detection purposes.

2.2 Cell culture, transfection and clone selection

For the pLEXSY_IE-blecherry4 inducible vector, the L. tarentolae LEXSY-Host-T7-TR strain (Jena
Bioscience) was cultured at 26°C in brain heart infusion (BHI) medium (37 g/L) supplemented with
penicillin (50 U/ml), streptomycin (50 pug/mL), hygromycin (100 pg/mL), nourseothricin (100 pg/mL), and
hemin (5 upg/mL) (Sigma—Aldrich). Cells were transfected with pLEXSY I|E-blecherry4 bFSH by
nucleofection using the Amaxa Nucleofector 2b (program U033) and the Amaxa Basic Parasite
Nucleofector kit 1 (Lonza) according to the manufacturer’s instructions. Selection of the transgenic
population was performed by culturing the transfected cells in supplemented BHI medium containing
bleomycin (100 pg/mL, Jena Bioscience). After 24 h, the cells were harvested by centrifugation (2000 g,
10 min at room temperature), resuspended in fresh medium and spread over a 0.45 um nitrocellulose
membrane filter (Millipore) placed on agar (10 g/L prepared in 1 M HEPES, pH 7.5) plates containing
supplemented BHI, bleomycin (100 pg/mL) and 10% fetal bovine serum. The plates were sealed and
incubated upside-down at 26°C. Approximately one week later, individual colonies appeared, and
nitrocellulose membranes were transferred to a fresh agar plate containing 10 ug/mL tetracycline. Two
days later, 12 single colonies displaying an intense pink coloration (Cherry protein) were transferred to 1
mL of supplemented BHI medium (24-well plate) and incubated for 24 h at 26°C in the presence of 10
ug/mL tetracycline. Next, Cherry and eGFP expression was quantified by measuring fluorescence (Aex/em
=590/610 nm and Aex/em = 480/510 nm, respectively) in a Varioskan Flash spectrofluorimeter. The clone
with the highest dual fluorescence signal was selected for further studies. The clone producing ELP-FHS
was selected based on Cherry expression.

For the pLEXSY-Hyg2 constitutive vector, the L. tarentolae LEXSY-Host-P10 strain (Jena Bioscience) was
cultured at 26°C BHI medium (37 g/L) supplemented with penicillin (50 U/ml), streptomycin (50 pug/mL),
and hemin (5 pg/mL) (Sigma—Aldrich). Cells were transfected as previously described, with the following
exceptions: hygromycin (100 pg/mL) was used as the selection antibiotic, induction was not required, and
only eGFP expression was analyzed.

2.3 Protein expression
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Cells from a static culture in the exponential growth phase (4—8 x 107 cells/mL) were diluted 1:5 in
fresh, supplemented BHI medium and incubated for 24 h at 90 RPM and 26°C. Then, the cultures were
diluted again 1:5 in fresh medium, and incubation resumed under the same conditions. When the cell
density reached 6-7 x 107 cells/mL, tetracycline was added (10 pg/mL) to induce protein expression, and
incubation was extended for an additional 72 h. Samples were collected at 24, 48, and 72 h post-induction
to evaluate Cherry and eGFP expression. For the constitutive expression system, induction was not
required, and only eGFP expression was analyzed.

2.4 Inverse transition cycling (ITC) of ELP fusion proteins

Ammonium sulfate [(NH4),S0,] was added to the culture supernatant containing ELP fusion proteins
(M1) at a 1:1 ratio. Samples were incubated for 15 min at 25°C, 30°C, or 37°C to induce the ELP phase
transition and promote aggregation of the fusion protein. The aggregated ELP fusion protein was then
separated from soluble contaminants (M2) by centrifugation at 10,000 x g for 10 min at room temperature
(for large volumes, ultrafiltration with a 0.2 um filter may be used instead of centrifugation). The pellet
was resuspended in a cold, low-salt buffer (50 mM Tris, 2 mM EDTA, pH 8.8) and centrifuged again at 4°C
(“cold spin”). The resolubilized ELP fusion protein remained in the supernatant (M3), while insoluble
contaminants formed the cold spin pellet (CS). A schematic representation of the procedure is shown in
Figure 2A.

2.5 Mass spectrometry

The bands were excised from the Coomassie-stained gel and processed for identification by mass
spectrometry (MS) at the Biochemistry and Analytical Proteomics Unit (UByPA) from the Institut Pasteur
de Montevideo, Uruguay. In-gel digestion of selected protein bands was performed overnight at 37 °C by
incubation with trypsin (Sequencing grade, Promega). Peptide extraction was performed with 0.1%
trifluoroacetic acid (TFA) in 60% acetonitrile. Samples were vacuum-dried, resuspended in 0.1% TFA, and
desalted using C18 OMIX tips (Agilent). Peptides were analysed on a nano-HPLC (UltiMate 3000, Thermo)
coupled to a hybrid quadrupole-orbitrap mass spectrometer (Q Exactive Plus, Thermo). For analysis of
supernatant proteins, an elution gradient from 1% to 35% B was applied. LC-MS/MS data analysis was
performed in accordance with the PatternlLab IV software (http://www.patternlabforproteomics.org). The
proteome from L. tarentolae was downloaded from UniProt (April 2021) (http://www.uniprot.org). A
target-reverse database including the 127 most common contaminants was generated using PatternLab’s
database generation tool.

Thermo raw files were searched against the database using the Comet search engine applying the
following parameters: fully specific trypsin as proteolytic enzyme allowing up to 2 missed cleavages;
methionine oxidation as variable modification and a precursor mass tolerance of 40 ppm. Peptide
spectrum matches were filtered using the Search Engine Processor (SEPro), using stringent FDR criteria
set at 3% at spectrum level, 2% at peptide level, and 1% at the protein level*,

2.6 Western blot

Proteins from supernatants or cell extracts were separated by 12% SDS—PAGE and transferred to
polyvinylidene fluoride (PVDF) membranes (GE). The membranes were blocked overnight in PBS
containing 5% (w/v) skim milk and 0.1% (v/v) Tween 20 (PBS-M-T). After washing, membranes were
incubated overnight at 4°C with anti-GFP rabbit polyclonal antibody (Chromotek pabgl) or anti-HisTag
mouse polyclonal antibody (Genscript A00186) diluted 1:1000 and 1:500 in PBS-M-T, respectively.
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Following additional washes, membranes were incubated for 45 min at room temperature with a
peroxidase-conjugated anti-rabbit antibody (Invitrogen 31460, diluted 1:40000) or anti-mouse antibody
(Millipore Ap130p, diluted 1:2000). Peroxidase activity was visualized by chemiluminescence using the
Super Signal West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate (Thermo), following the manufacturer's
instructions. All washing steps consisted of 3—4 rinses in PBS with 0.1% (v/v) Tween 20, 5 min each at room
temperature with gentle shaking (100 RPM).

2.7 Fluorimetry

Fluorescence from eGFP (Aex/Aem = 488/510 nm) and Cherry (Aex/Aem = 590/610 nm) was measured
in samples (200 uL/well) loaded into F-bottom chimney 96-well plates (Greiner), using a Varioskan™ Flash
spectrofluorometer (Thermo Scientific).

2.8 Recovery Yield Calculations

For purification from culture supernatants, fluorescence values were corrected by subtracting the
background signal of BHI medium. After purification, the fluorescence of the M3 (resolubilized) fraction
was corrected by the concentration factor, calculated as the difference between the original and final
sample volume. Recovery percentages were calculated assuming that the corrected fluorescence in the
supernatant represents 100% of the produced protein, and the corrected M3 fluorescence represents the
recovered fraction.

3. Results
3.1. Production of eGFP fused to ELP tag

The expression vector pLEXSY_IE-blecherry4 was used to express an N-terminal ELP-tagged enhanced
green fluorescent protein (eGFP) (Figure 1A). This vector allows for the inducible expression and secretion
of the protein into the culture medium. Additionally, the plasmid co-expresses the Cherry fluorescent
protein, which remains in the cytosol of the cell, facilitating the selection of highly expressing clones.
Following transfection of L. tarentolae, one clone was selected as outlined in section 2.2.

The expression kinetics of eGFP and Cherry reporter proteins were evaluated. Fluorescence intensity
measurements indicated that the highest accumulation of the ELP-eGFP was achieved 72 h post-induction
(Figure 1B-C). Additionally, ELP-eGFP expression was confirmed by Western blot analysis using an anti-
GFP antibody, revealing a predominant band at the expected size (~¥40 kDa), and a smaller band
corresponding to free eGFP lacking the ELP tag (~26 kDa). No additional degradation products were
detected under any of the conditions tested (Figure 1D).
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Figure 1. (A) Diagram and main components of the pLEXSY_IE-BleCherry4 construct used to express ELP-eGFP. T7Pro:
T7 promoter regulated by a Tet operator; SP: secretion signal peptide; ELP3o): elastin-like polypeptide tag (30
pentapeptide repeated); eGFP: enhanced green fluorescent protein; BleCherry: bleomycin resistance gene and
Cherry fluorescent protein gene. (B-D) Culture samples from induced cells (expressing pLEXSY_IE-BleCherry_ELP-
eGFP) were collected at 0, 24, 48, and 72 h post induction and were analyzed by: (B) Cherry fluorescence intensity
(F1, Aex/Aem = 490/610 nm); (C) eGFP fluorescence intensity (Fl, Aex/Aem = 488/510 nm), and (D) Western blot
(supernatant samples) with anti-GFP antibody. Fl is expressed as arbitrary units (A.U). Plots display the mean *
standard deviation of three biological replicates.

3.2. ELP-eGFP purification by Inverse Transition Cycling

To purify the ELP fusion from the culture medium, Inverse Transition Cycling (ITC) was employed. In
this process, an increase in both salt and heat were applied to induce the aggregation of the ELP-tagged
protein, followed by resolubilization. The procedure was as follows: the culture supernatant (M1)
underwent salt and heat treatment, and then was centrifuged. The pellet was resuspended in a cold low-
salt buffer to resolubilize the ELP fusion protein, whereas the supernatant (M2), anticipated to be free of
fusion protein, was discarded. A subsequent centrifugation of the resuspended pellet at low temperature
(cold spin) removed any insoluble material (cold spin pellet; CS), yielding a supernatant (M3) enriched in
the solubilized fusion protein (Figure 2A).

The effect of different (NH4),SO4 concentrations (0.4, 0.6, 0.8 and 1 M) and temperatures (25, 30 and
37°C) on the ITC process was evaluated (supplementary figure 1). The results indicate that this construct
does not undergo significant precipitation changes under the evaluated conditions. While the precipitated
fraction tends to increase up to 0.8 M of (NH4),SOs, then drops at 1 M—likely due to reduced
resolubilization rather than lower precipitation. Although the results from varying incubation
temperatures are similar, 30°C showed slightly better outcomes. Therefore, the precipitation condition at
30°C with 0.6 M (NH,4),SO4 was selected for scaling-up the process. The efficiency was evaluated by SDS-
PAGE, revealing a major band at ~40 kDa and a minor one at ~55 kDa (Figure 2B, bands 2 and 1,
respectively). This minor band had already been identified as a marginal component in the culture
supernatant through Western blot analysis. It should be noted that, as expected, the 26 kDa band
corresponding to tag-free eGFP is not recovered (Figure 1D).

These bands were excised and subjected to peptide mapping via trypsin digestion followed by mass
spectrometry analysis. Notably, the ELP sequence lacks cleavage sites for trypsin or other common
proteases, preventing the detection of ELP-derived peptide fragments. The analysis revealed the presence
of eGFP in both samples, with an amino acid sequence coverage of 97% and 84%, respectively (Figure 2C).
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Figure 2. (A) Schematic representation of the inverse transition cycling (ITC) purification method for ELP fusion
proteins. The temperature is increased, and salt, (NH4),SO4, is added to the culture supernatant (M1) containing the
ELP fusion protein to induce a phase transition, leading to its aggregation. The aggregated ELP fusion protein is then
separated from soluble contaminants (M2) by centrifugation at room temperature ("Spin"). This pellet is
subsequently resuspended in a cold, low-salt buffer and centrifuged at 4°C ("Cold Spin"). The solubilized ELP fusion
protein remains in the supernatant (M3), while insoluble contaminants that do not resolubilize form the cold spin
pellet (CS). Schema created using BioRender (https://BioRender.com/5ml1vO0l). (B) ELP-eGFP purification process
analyzed by SDS-PAGE: culture supernatant (M1), soluble (M2), and precipitated fraction (M3) after the ITC with
0.6 M ammonium sulfate and 30°C. (C) Mass spectrometry analysis of bands of interest (ELP-eGFP1: 55 kDa, and
ELP-eGFP2: ~40 kDa) excised from SDS-PAGE. The eGFP sequence, preceded by a 6xHis tag (underlined), and a spacer
sequence (italicized), is shown. Peptides identified in each band are highlighted in red.

3.3. Effect of precipitation time and resolubilization conditions on ELP recovery

The secretion of recombinant proteins into the culture medium provides several advantages that
include, the post-translational processing (if required) of the target protein, the avoidance of cell lysis,
and a lower amount of contaminants when compared to the protein-rich intracellular environment.
However, secreted proteins are often highly diluted in the culture supernatant, which can reduce the
efficiency of ELP-mediated precipitation!?®. Since a substantial portion of the protein of interest remained
in the soluble fraction (M2), we aimed to improve recovery by increasing the incubation time under
precipitation conditions. After 15 min, 3% of ELP-eGFP was recovered in the precipitated fraction, whereas
extending the precipitation to 1 hour increased recovery to 7%. Both fluorescence measurements and
Western blot analysis confirmed an increase in ELP-eGFP precipitation with the longer incubation time
(Figure 3A-B).

To enhance the recovery of ELP-eGFP from the precipitated fraction (M3), we optimized the
resuspension conditions. Precipitates were obtained by (NH4),SO4 precipitation at 0.6 M and incubation
at 30°C for 15 min. These precipitates were then resuspended in a cold buffer (50 mM Tris, 2 mM EDTA,
pH 8.8) and different conditions were evaluated. We tested extending the resuspension time from 10 min
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on ice to overnight at 4°C. In addition to prolonged cold incubation, we applied sonication in a water bath
for 10 min to aid protein disaggregation, and added the reducing agent dithiothreitol (DTT) to disrupt
disulfide bonds that contribute to aggregation. Fluorescence emission analysis of eGFP revealed increased
recovery under all tested conditions compared to the 10 min on-ice control (Figure 3C). Overall, these
optimized methods nearly doubled the amount of soluble ELP-eGFP recovered. Sonication and DTT did
not enhance solubility beyond the improvement achieved with extended cold incubation alone

3.4. Use of exogenous ELP as a precipitation facilitator

Although extending precipitation time improves ELP recovery, it should be noted that extended
incubation at 25-30°C can compromise the stability of certain proteins. To address this issue, we explored
the use of an exogenous elastin-like polypeptide (ELP) as a carrier to improve protein precipitation!?®..

An exogenous ELP with 110 repeats was produced in E. coli and then purified using ITC. The use of this
exogenous ELP at concentrations of 5, 10, and 50 uM, along with 0.6 M (NH.),SO, at 25°C, increased the
percentage recovery of ELP-eGFP from 3% to 12% (Figure 3D-E). Among the tested concentrations, 5 uM
exogenous ELP appeared to be the most effective.
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Evaluation of ELP-eGFP recovery and resuspension under different precipitation and treatment conditions. (A-B)
Effect of precipitation time on ELP-eGFP recovery. Precipitation was performed with 0.6 M (NH,4),SO,4 at 25°C for
either 15 or 60 min. (A) Quantification of ELP-eGFP in the precipitated fraction by eGFP fluorescence (Aex/Aem =
488/510 nm), expressed relative to the corresponding supernatant. (B) Western blot analysis of ELP-eGFP in the
supernatant (M1) and precipitated fractions using an anti-GFP antibody. (C) Optimization of ELP-eGFP resuspension
from the precipitated fraction. Recovery was quantified by eGFP fluorescence after resuspension under the following
conditions: control (Ctr, 10 min on ice), overnight (ON) at 4°C, sonication in a water bath (10 min), and addition of 1
mM DTT. All samples were initially precipitated with 0.6 M (NH4),SO4 for 15 min at 25°C. Data represent the mean +
standard deviation (SD) from replicate. (D—E) Effect of exogenous ELP on ELP-eGFP precipitation. Precipitation was
performed with 0.6 M (NH,4),SO,4 for 15 min at 25°C in the presence of increasing concentrations of exogenous ELP
(5 uM, 10 uM, and 50 uM). (D) Western blot of the supernatant (M1) and precipitated fractions (M3), probed with
an anti-GFP antibody. Negative control (Ctr—) corresponds to 50 uM exogenous ELP without ELP-eGFP. (E)
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Quantification of ELP-eGFP recovery in the precipitated fractions (M3) by fluorescence (Aex/Aem = 488/510 nm).
Data represent the mean + SD from replicates.

3.5. ELP-bFSH purification by Inverse Transition Cycling

After successfully purifying the model protein eGFP using ELP-mediated precipitation, we applied the
same strategy to purify a protein of veterinary relevance, the bovine follicle stimulant hormone (bFSH).
We constructed an inducible expression vector encoding bFSH chimera that our group had previously
produced in L. tarentolae®. To enhance precipitation efficiency, the bFSH chimera was fused to an
extended ELP tag consisting of 110 pentapeptide repeats (Figure 4A). Induction kinetics were monitored
using the co-expressed Cherry fluorescent reporter (Figure 4B). Despite successful induction, bFSH
expression in the culture supernatant remained very low and was barely detectable by Western blot after
extended exposure times (Supplementary Figure 2). These low protein levels suggest that the expression
of bFSH with a 110-repeat ELP tag is challenging for L. tarentolae.

To assess the enrichment of the ELP-bFSH fusion protein, the culture supernatant was treated with 0.6 M
(NH,4),S04 at 30 °C for 15 min. The resulting fractions were analyzed by Western blot. As shown in Figure
4C, the ELP-bFSH fusion protein, undetectable in the untreated supernatant (M1), was enriched in the
precipitated fraction (M3) following ITC. In M3, the expected ~73 kDa ELP-bFSH band was observed, along
with additional bands of lower apparent molecular weight, which may correspond to truncated ELP tags
(Figure 4C).
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Figure 4. (A) Diagram and main components of the pLEXSY_IE-BleCherry4 construct used to express ELP-bFSH. T7Pro:
T7 promoter regulated by a Tet operator; SP: secretion signal peptide; ELP(110): elastin-like polypeptide tag (110
pentapeptide repeated); 6xHis: histidin-Tag; bFSH: bovine FSH (9); BleCherry: bleomycin resistance gene and Cherry
fluorescent protein gene. (B) Culture samples from induced cells (expressing pLEXSY_IE-BleCherry_ELP-bFSH) were
collected at 0, 24, 48, and 72 h post induction and were analyzed by Cherry fluorescence intensity (Fl, Aex/Aem =
590/610 nm). Fl is expressed as arbitrary units (A.U) and plot displays the mean + standard deviation of three
biological replicates. (C) Western blot analysis of ITC precipitation of ELP-bFSH. The supernatant (M1), non-
precipitated (M2), precipitated fractions (M3), and supernatant from ELP-eGFP (E30-eGFP) as a reference control,
probed with an anti-His antibody.

3.6. Evaluation of the AlI-CM mini-Intein as an auto-releaser of the ELP-tag in the L. tarentolae system.

We generated inducible and constitutive expression constructs where the AI-CM sequence was
positioned between ELP and eGFP (ELP-AICM-eGFP) (Figure 5A). Western blot analysis of the culture
supernatants from the corresponding cell lines transfected with these constructs revealed the presence
of eGFP lacking the ELP tag. This result suggests that the fusion protein undergoes premature cleavage
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(Figure 5B). To determine whether intein cleavage occurred at intracellular level, we analyzed cell lysates
from the cell line with constitutive expression of the transgene by Western blotting. The presence of a
prominent band corresponding to untagged eGFP in the cell lysates (Figure 5C) indicates that the
construct undergoes highly efficient cleavage within the cells and not upon secretion to the culture
medium.
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Figure 5. Western blot and SDS-PAGE analysis of ELP_AI-CM_eGFP expression and intein cleavage. (A) Diagram
and main components of the inducible vector (pLEXSY_IE-BleCherry4) and the constitutive vectors (pLEXY_Hyg2)
used to express ELP-AICM-eGFP. T7 Pro: T7 promoter regulated by a Tet operator; SP: secretion signal peptide;
ELP@0): elastin-like polypeptide tag (30 pentapeptide repeated), AlI-CM: mini intein, HygR: hygromycin resistance
gene; and BleCherry: a fusion of bleomycin resistance and the Cherry reporter protein. (B) Western blot of culture
supernatants from constitutive (Const.) and inducible (Ind.) L. tarentolae ELP-AICM-eGFP clones, with free-eGFP as
a reference control (+). (C) Western blot of supernatant (SBN) and increasing amounts of cell lysate from the
constitutive L. tarentolae ELP-AICM-eGFP clone. (D) Effect of decreasing the culture temperature (24°C, and 22°C)
on ELP-AICM-eGFP production in supernatants (SBN) and cell lysates (CL). (E) SDS-PAGE analysis of the effect of L.
tarentolae cell extract on the cleavage of the AICM intein in the recombinant ELP-AICM-CAT protein (E-I-CAT)
produced in E. coli. Red arrows indicate the expected molecular weights of free CAT, CAT fused to ELP-AIl (E-I-CAT),
and free E-l. M1: cell extract, M3: precipitated fraction, M4: precipitated fraction incubated for 18 h with either L.
tarentolae extract (left panel) or at pH 6 (right panel), M5: soluble fraction after precipitating ELP in fraction M4 (free
CAT), and M6: insoluble fraction after precipitating ELP in fraction M4.

The proteolytic activity of the AlI-CM intein is induced by a decrease in pH and an increase in
temperature!?Y. In our experiments, the pH of the culture medium remained stable above 7.3, leaving
culture temperature as the potential factor for modulating intein activity. To evaluate its effect on
autoproteolysis, the culture temperature was reduced from the standard 26°C to 24°C, and 22°C.
Microscopic examination confirmed a satisfactory cell motility at all tested temperatures, although
growth was progressively slower at lower temperatures. Western blot analysis of supernatant and cell
lysate samples showed bands with higher molecular weight than untagged eGFP, as well as free eGFP
(Figure 4D). A similar profile was observed in cultures grown at 16°C and 18°C (Supplementary Figure 3).
These results suggest that lowering the culture temperature by at least two degrees led to a partial
decrease in intein cleavage efficiency; however, free eGFP remained the predominant species.
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As there are no prior reports of proteins fused to the AI-CM intein being expressed in L. tarentolae, we
investigated whether an intracellular component of this protozoan could trigger intein cleavage. To test
this, we examined the effect of an L. tarentolae cell extract on a recombinant E-I-CAT protein
(chloramphenicol acetyltransferase (CAT) fused to a 110-repeat ELP and the AI-CM intein) produced in E.
coli. The E-I-CAT protein present in the E. coli extract was purified by ITC, and the resulting precipitate was
divided into two fractions. One was resuspended in the L. tarentolae cell extract at pH 8.8 (Figure 4D, left
panel), and the other in a buffer at pH 6, which is optimal for intein cleavage (Figure 4D, right panel).
After 18 h of incubation at room temperature (M4, Figure 4D) no cleavage was observed in the L.
tarentolae extract: the intensity of the E-I-CAT band remained unchanged, and no increase in E-l or free
CAT was detected relative to fraction M3. In contrast, clear signs of cleavage were observed at pH 6, as E-
I-CAT level decreased and the amount of E-I and free CAT increased (Figure 4D).

4. Discussion

The expansion of the bioactive molecule market has driven the need for cost-effective and efficient
methods for the production and purification of recombinant proteins—particularly in the agro-veterinary
sector, where profit margins are often limited?’”.. In this study, we aimed to evaluate a non-conventional
purification system based on the use of an elastin-like polypeptide (ELP) tag fused to the mini-intein Al-
CM for protein expression in Leishmania tarentolae. As this method does not rely on chromatographic
systems, it offers a more economical and scalable alternative, making it particularly attractive for large-
scale industrial applications.

In this study, we explored the use of the mini-intein AI-CM as a cleavable linker between ELP and eGFP
in L. tarentolae, assessing both constitutive and inducible expression systems. Western blot analyses
revealed that eGFP was primarily free of the ELP-tag, both in the supernatants and in the cell lysates,
indicating that intein-mediated cleavage occurred efficiently inside the cells under standard culture
conditions.

Although previous reports have noted some degree of in vivo intein cleavage during expression!??, the
high efficiency observed at the cultivation temperature of L. tarentolae was unexpected. Attempts to
suppress cleavage by reducing culture temperature (to 24°C, 18°C, or 16°C) had only a modest effect,
suggesting that the proteolytic activity of AI-CM in this protozoa may be activated through an alternative
mechanism, potentially involving host-specific factors. This hypothesis was refuted based on the results
obtained upon incubating a ELP_AI-CM_CAT fusion protein produced in E. coli with a L. tarentolae cell
extract, which revealed no cleavage of the recombinant protein. While these results argue against the
presence of a soluble, extractable host's molecule(s) responsible for intein activation, it remains possible
that intracellular conditions, such as compartment-specific environments or redox gradients, may
promote intein cleavage. Based on this finding, AI-CM does not appear suitable for secretion-based
applications using L. tarentolae as expression host.

Regarding the use of ELP, we demonstrated the successful expression and purification of an ELP-tagged
eGFP fusion protein in L. tarentolae using an inducible secretion system. Western blot analysis revealed a
predominant band corresponding to the full-length ELP-eGFP fusion protein. Importantly, no major
degradation products were observed, indicating the overall stability of the recombinant protein in the
culture medium.

Purification by ITC, capitalized on the unique phase transition behavior of ELPs, combining 0.6 M
(NH.),S0,4 and a temperature of 30°C was sufficient to induce selective aggregation of the fusion protein.
Despite the low protein concentration in the culture medium, ITC enables the recovery of the fusion
construct, as confirmed by SDS-PAGE and mass spectrometry, which verify the identity of the recovered
bands. However, recovery remained modest (~3%), compared to the 21.5% recovery obtained for ELP-
eGFP expressed at high levels in E. coli and purified using ITC, likely due to the high dilution of ELP-eGFP
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in the L. tarentolae supernatant. Several authors have proposed the addition of free ELP as a co-
precipitation "carrier" to overcome this issuel?®?®, We adopted this strategy and observed a fourfold
increase in recovery of ELP-eGFP when exogenous ELP was added, reinforcing the idea that low ELP
concentration in the supernatant is a limiting factor. Our findings are consistent with those of Christensen
et al. ?®), who reported 3- to 6-fold increases in recovery of ELP-tagged proteins when using free ELP as a
co-precipitant. The mechanism by which exogenous ELP improves precipitation may involve the formation
of heterotypic aggregates that enhance the aggregation of the tagged protein.

To further evaluate the applicability of this system to a protein of veterinary interest, we fused a bovine
FSH chimera to an extended ELP tag containing 110 pentapeptide repeats. Although induction was
successful, bFSH expression levels in the culture supernatant remained very low and were barely
detectable by Western blot. This suggests that the expression of bFSH fused to a large ELP tag may pose
challenges for L. tarentolae, possibly due to overloading of the secretory machinery or issues related to
protein stability. Despite these low expression levels, ITC purification enabled specific enrichment of the
ELP-bFSH fusion protein. A band corresponding to the full-length fusion protein was observed in the
precipitated fraction, while it was undetectable in the untreated supernatant. Additional bands of lower
apparent molecular weight were also detected, likely corresponding to truncated ELP-bFSH variants.
These results demonstrate that ITC can recover target proteins even at low expression levels, and
highlights the compromise between improved precipitation efficiency and the challenges associated with
expressing longer ELP repeats.

Overall, these results validate L. tarentolae as a suitable host for producing secreted ELP-tagged
proteins and demonstrate that combining ELP-tagged secretion with ITC and carrier-assisted precipitation
constitutes an effective low-cost purification strategy. Although additional work is required to optimize
the recovery vyields, these findings are an important proof of concept. The production of
biopharmaceuticals in resource-limited settings or for applications where rapid and scalable protein
purification is needed may benefit from the data reported here.
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Figure S1. Evaluation of ELP-eGFP precipitation under different conditions by (A) Fluorometry and (B) Western blot.
Samples from fractions M2 and M3 were analyzed following 15 min precipitation cycles of ELP-eGFP using varying
concentrations of (NH4),SO, (0.4, 0.6, 0.8, and 1 M) at different temperatures: 25°C, 30°C, and 37°C. SBN: culture
supernatant; M2: soluble fraction after ELP precipitation; M3: insoluble fraction after ELP resolubilization

Supplementary Figure 2.
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Figure S2. Western blot of ITC precipitation process of ELP-bFSH. The supernatant (M1), non precipitated (M2),
precipitated fractions (M3), and supernatant from ELP-eGFP (E30-eGFP) as a reference control, probed with an anti-
His antibody. This Western blot is over-exposed to evidence fade ELP-bFSH bands in M1 and M2 fractions (red

arrows).
Supplementary Figure 3.
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Figure S3. Effect of decreasing the culture temperature (24°C, 18°C and 16°C) on ELP-AICM-eGFP production in
supernatants (SBN) and cell lysates (CL) from the constitutive L. tarentolae ELP-AICM-eGFP clone. Molecular weight

marker (MWM).
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