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RESUMEN

La sortasa A (SrtA) es una proteina con actividad endopeptidasa y transpeptidasa de bacterias
Gram negativas, Gram positivas y arqueas utilizada como herramienta para diferentes aplicaciones
biotecnoldgicas entre ellas la produccion y purificacion de proteinas recombinantes. El sistema de
purificacion basado en la actividad enzimética de SrtA optimiza el procesamiento de proteinas por
lo tanto su utilizacion facilita la clarificacion de proteinas de diferente naturaleza para alcanzar
pureza considerable.

Objetivo:

El objetivo del presente trabajo fue generar un sistema de produccion y purificacion de proteinas
recombinantes basado en la Sortasa A de Staphylococcus aureus (Sa-SrtA).

Procedimiento:

El sistema de purificacion basado en la Sa-SrtA, se realiz6 a través de modificaciones sucesivas
al vector pE15b NT-Histidina (H/His) (Novagen), desde la adicion del segmento codificante
(GenBank Ac.No.: AF162687) A60Sa-SrtA de S. aureus (ATCC12598), posteriormente se coloco
la secuencia codificante del motivo consenso LPETAG, el sitio de reconocimiento de la Sa-SrtA,
en donde se realizar el corte proteolitico para la separacion de la proteina de interés. Para evaluar
la funcionalidad del sistema, se movilizo el sitio de corte Ndel clonado en los sitios de restriccion
Ndel/BamHI. Rio abajo del péptido LPET4G, se introdujo las secuencias codificantes de las
proteinas antigénicas NCGRA7 (GenBank Ac.No.: U82229) y NcSAG4 (GenBank Ac.No.:
AY763105) de Neospora caninum. Estos elementos permitieron la generacion de construcciones
genéticas para las proteinas de fusion: His-tag-A60Sa-SrtA-LPET4G-NcGRA7 y -tag-A60Sa-
SrtA-LPET4G-NcSAG4. Las construcciones fueron introducidas en la cepa de Escherichia coli
Rosetta 2 (DE3) para la expresion de las proteinas. Las proteinas de fusion se purificaron mediante
Cromatografia de afinidad a metales inmovilizados (IMAC). En el proceso cromatogréfico, las
proteinas de fusion fueron capturadas en la resina de Acido nitrilotriacético-niquel (Ni-NTA) y
tras la adicion de Ca?*y Gli®, la proteina de fusion inmovilizada sufre una escision mediada por
A60Sa-SrtA en la columna para liberar selectivamente las proteinas diana.

Resultados:

Se obtuvo un modelo bacteriano para la generacion proteinas recombinantes purificadas mediante
la actividad enzimatica de la A60Sa-SrtA. El sistema permitio la purificacion de la proteina
recombinante de N. caninum 4G-NcGRA7 que podria ser utilizadas para la generacion de sistema
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de diagnostico. La expresion de la proteina 4G-NcSAG4 no se obtuvo por cuanto la proteina
resulto insoluble en el sistema de expresion.

Conclusiones:

El sistema de purificacion basado en A60Sa-SrtA es Util para el procesamiento de proteinas
recombinantes.

Palabras clave:

Sortasa A. Purificacion proteinas. NcCGRA7. NcCSAG4. Autoescision.

Janneth Fernanda Cardenas Cordero Pagina | 3



E% UNIVERSIDAD DE CUENCA

ABSTRACT

Sortase A (SrtA) is an endopeptidase and transpeptidase from Gram negative bacteria, Gram
positive bacteria and Archaea used as a tool of different biotechnological applications such as the
production and purification of recombinant proteins. The purification system based on the
enzymatic activity of SrtA optimizes the processing of proteins, consequently its use facilitates the
clarification of proteins of different nature to achieve considerable purity.

Objective:

The objective of this research was to generate a system for the production and purification of
recombinant proteins based on Sortase A of Staphylococcus aureus (Sa-SrtA).

Method:

The purification system based on Sa-SrtA, was developed through successive modifications of the
pE15b NT-Histidine (H / His) vector (Novagen), by adding the Sa-SrtA coding segment (GenBank
Ac. No.: AF162687) (ATCC12598). Later, the coding sequence of the consensus motif LPET4G
was added. This site is detected by Sa-SrtA to do the proteolytic cleavage and the separation of the
protein of interest. To assess the functionality of the system, the cloned Ndel site was mobilized
in the Ndel / BamHI restriction sites. Downstream of the LPETA4G peptide, the coding sequences
for the antigenic proteins NcGRA7 (GenBank Ac. No.: U82229) and NcSAG4 (GenBank Ac. No.:
AY763105) from Neospora caninum were introduced. These elements allowed the generation of
genetic constructs for the fusion proteins: His-tag-A60Sa-SrtA-LPET4G-NcGRA7 and -tag-
A60Sa-SrtA-LPET4G-NcSAG4. The constructs were introduced in Escherichia coli Rosetta 2
(DEJ) strain for the expression of the proteins. The fusion proteins were purified by Immobilized
Metal Affinity Chromatography (IMAC). In the chromatographic process, the fusion proteins were
captured on nitrilotriacetic acid-nickel resin (Ni-NTA) after the addition of Ca?* and Glys. The
immobilized fusion protein underwent a cleavage by A60Sa-SrtA on the column to release target
proteins.

Results:

A bacterial model was obtained for the generation of purified recombinant proteins by the
enzymatic activity of A60Sa-SrtA. The system allowed the purification of the recombinant protein
of N. caninum 4G-NcGRAY7, that could be used for the generation of the diagnostic system. The
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expression of the 4G-NcSAG4 protein was not obtained because the protein was insoluble in the
expression system.

Conclusions:
The purification system based on A60Sa-SrtA is useful for the processing of recombinant proteins.
Keywords:

Sortase A. Protein purification. NCGRA7. NcSAG4. Self-cleavage.
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1. INTRODUCCION:

Las proteinas son moléculas de gran complejidad y diversidad casi infinita, lo que las hace
adecuadas para muchas aplicaciones diferentes(Pohlscheidt et al., 2018). Se han aprobado mas de
300 medicamentos a base de proteinas en los EE. UU. y Europa, y las proteinas representan casi
un tercio de los productos farmacéuticos en desarrollo (Walsh, 2018). Las proteinas también se
emplean ampliamente en la industria, incluidas las enzimas utilizadas para fabricar textiles y
productos quimicos y para procesar alimentos y piensos(Walsh, 2018). Muchas otras proteinas se
utilizan como reactivos de diagnostico o investigacion (Markets & Markets, 2020) Por ello, la
produccion de proteinas recombinantes es una de las aportaciones mas importantes de la
biotecnologia porque su generacion es mas econdmica y requiere una produccion mas simple y
escalable que genera proteinas con mayor rendimiento y pureza que las proteinas de origen natural
(Wingfield, 2015). Por sus usos, la demanda de proteinas recombinantes esta aumentando de
manera constante, con un mercado valorado en US $ 2.200 millones en 2020 que se prevé alcance
los US $ 4.100 millones en 2025 (Markets & Markets, 2020). Las proteinas terapéuticas
representan casi la mitad de este mercado, seguidas de las proteinas empleadas en procesos
industriales y reactivos de investigacion (Markets & Markets, 2020). El crecimiento del mercado
ha sido respaldado por avances en tecnologias de produccion de proteinas recombinantes, incluida
la ingenieria de hospederos de expresion, la optimizacion de las condiciones de cultivo y el
desarrollo de métodos de extraccién y purificacion de proteinas mas eficientes (Pohlscheidt et al.,
2018).

A pesar del impacto en la economia mundial que representa el mercado de proteinas
recombinantes, en América Latina la investigacion biotecnoldgica esta subestimada y
subdesarrollada (Bota Arqué, 2003; Castellanos et al., 2006) , mientras que el uso de proteinas
recombinantes a nivel industrial y de investigacion se ve limitado por la creciente brecha
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tecnologica, los altos costos y las dificultades de importacion implementadas por la legislacion de
algunos paises (Bota Arqué, 2003; Pietrobelli et al., 2018). En Ecuador no existen datos del
mercado biotecnoldgico a pesar de la presencia de varias decenas de empresas biotecnologicas
presentes en el pais pero al igual que otros paises de Latinoamérica se tienen las mismas
dificultades (Carrera, 2019). Sin embargo, el uso de proteinas en diferentes industrias es
indispensable, al igual que en el area de investigacion, por ello el desarrollo de un sistema de
purificacion de proteinas seria de utilidad para la generacidn de insumos biotecnoldgico de origen
proteico (Wingfield, 2015).

En 2004 se desarroll6 una herramienta biotecnoldgica basada en la Sa-SrtA que permite la
generacion de un sistema de purificacion de proteinas recombinantes (Mao, 2004), la cual se
establece como un sistema util en la produccién de proteinas recombinantes (Mao, 2004), que
podria ser una alternativa en los paises subdesarrollados para la obtencion de proteinas de pureza
considerable y bajo costo. La finalidad de los sistemas de purificacion de proteinas recombinantes
es la obtencion de proteinas puras de alta calidad (Mahmoodi et al., 2019; Oliveira & Domingues,
2018; Wingfield, 2015). Por ello el proceso de purificacion debe disefiarse desde el nivel molecular
cuando se establece esquema de produccidn de proteinas recombinantes (Oliveira & Domingues,
2018; Tripathi, 2016; Wingfield, 2015). Para la produccion de proteinas recombinantes se afiaden
etiquetas de fusion, las cuales mejoran el rendimiento de la proteina, previenen la protedlisis,
facilitan el plegamiento de proteinas, reducen la antigenicidad de la proteina de fusion y aumentan
la solubilidad (Arnau et al., 2006; Wingfield, 2015). Sin embargo, la adicion de una etiqueta afecta
negativamente a la proteina diana, lo que da como resultado, un cambio en la conformacion de la
proteina, la inhibicidn de la actividad enzimatica, alteracion de la actividad bioldgica, flexibilidad
no deseada en estudios estructurales y toxicidad en otros procesos de purificacion (Arnau et al.,
2006; Oliveira & Domingues, 2018; Wingfield, 2015). Por ello, uno de los pasos en la purificacion
de proteinas es la eliminacion de las etiquetas de afinidad (Tripathi, 2016; Wingfield, 2015). La
eliminacién de las etiquetas de afinidad esta basada en la utilizacién de proteasas y varios pasos
cromatograficos para realizar la protedlisis de la etiqueta y posteriormente la eliminacién de la
etiqueta escindida, asi como la eliminacion de la enzima proteolitica (Oliveira & Domingues,
2018; Tripathi, 2016; Wingfield, 2015). Sin embargo, el sistema de purificacion basado en la
actividad enzimatica de Sa-SrtA prescinde de etiquetas de fusion y por lo tanto no requiere de los
pasos adicionales para la eliminacion de estas etiquetas y permite la purificacion de proteinas en
un solo paso, lo que representa una gran ventaja para este sistema de purificacion frente a otros
métodos convencionales (Li, 2011; Mao, 2004).

La enzima endopeptidasa que es la base del sistema de sistema de purificacion basado en la
actividad enzimatica de Sa-SrtA, es miembro fundador de la familia de sortasas y es un polipéptido
de 206 aminoécidos, fue descubierta en 1999 por Schneewind y sus colaboradores (Mazmanian et
al., 1999). Esta enzima pertenece a un grupo de enzimas del mismo nombre (llangovan et al.,
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2001). Estas enzimas que se presentan en las superficies de bacterias Gram-positivas bacterias,
Gram negativas y Arqueas con una amplia gama de proteinas que permiten que los
microorganismos interactien efectivamente con su entorno permitiendo la union covalente de
proteinas a la pared bacteriana o el ensamblaje de algun tipo de pilis (Khare & Narayana, 2017,
Suliman et al., 2017). Aungue no son esenciales para la viabilidad bacteriana, las sortasas en las
bacterias al igual que las proteinas que ellas ensamblan tiene roles importantes en el proceso de
infeccion tales como: la adhesion bacteriana a los tejidos del hospedero, la entrada en las células,
la evasion y supresion de la respuesta inmune y nutrientes (Bradshaw et al., 2015; Marraffini et
al., 2006).

En la naturaleza las sortasas cumplen con un rol bioldgico en las bacterias y son parte integral de
la adquisicion de la virulencia de las bacterias Gram positivas y en ellas realizan 2 funciones
distintas:

(1) unen proteinas directamente a la pared celular o

(2) ensamblan pilis, fibras proteinicas largas que se proyectan desde la superficie microbiana
(Bradshaw et al., 2015; Ton-That et al., 2004).

En la actualidad existen 3330 secuencias de gene descritos que codifican para enzimas sortasas
que han sido identificado dentro de 1098 especies de bacterias (Bradshaw et al., 2015; Jacobitz et
al., 2017). Todas las sortasas caracterizadas hasta la fecha funcionan como transpeptidasas de
cisteina (Clancy et al., 2010; Marraffini et al., 2006), pero estan clasificadas de acuerdo a su
isoforma en: familias A, B, C, D ,Ey F, y presentan variaciones Unicas especificas de clase que
probablemente impactan la funcién y modulan la especificidad del sustrato (Jacobitz et al., 2017).
Los analisis experimentales y bioinformaticos indican que los miembros de cada grupo reconocen
una sefal de clasificacion de pared celular (CWSS) distintos en los que se varia la secuencia
LPXTG (Motivos de sefial de clasificacion)(Clancy et al., 2010; Jacobitz et al., 2017). Con base
lo expuesto las especificidades de sustrato nucleofilo puede variar sustancialmente (Jacobitz et al.,
2017). Estas caracteristicas especificas permiten a los microbios utilizar mas de un tipo de sortasa
para elaborar su superficie de membrana, con cada sortasa operando de forma transitoria para
mostrar o0 ensamblar proteinas distintas en la membrana celular (Clancy et al., 2010; Jacobitz et
al., 2017). EnlaTabla 1y la Figura 1 se muestra la clasificacion de las distintas sortasas de acuerdo
a la isoforma, las diferentes secuencias de reconocimiento dentro del CWSS y ejemplos de
bacterias correspondientes a cada isoforma.
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Tabla 1:

Clasificacion de las sortasas de acuerdo a la isoforma

Clases de Secuencia de .
. - ., Especie
isoforma de las | reconocimiento Funcién bacterianas
Sortasas (CWSS)
Generales
Llamada la Sortasa de Limpieza son Todas las
A LPXTG capaces de anclar un gran nimero bacterias Gram
de proteinas funcionalmente positivas
distintas a la pared celular.
Algunos miembros de este grupo
son responsables de la privacion del
B NPQTN hierro ya que se unen a los
receptores G hemo, mientras que
otros ensamblan pilis.
Funcionan como polimerasas de Ampliamente
C QVPTG . P o distribuida en los
pilina que construyen pilis. .
Gram negativos
Esta enzima ancla proteinas a la Bacillus como:
D Desconocido pared celular que facilitan la Bacillus
esporulacion anthracis
E
En Corynebacterium diphtheriae
) una enzima de clase E parece ] )
Desconocido ) ., p ; Actinobacterias
realizar una funcion de limpieza
similar a las enzimas de clase A
F Desconocido No definida Actinobacterias
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Nota. Adaptado de Molecular features of the sortase enzyme family por Bradshaw et al., 2015,
FEBS J, 282(11), p. 2099. (doi.org/10.1111/febs.13288) Derechos de autor © 1999-2021 John
Wiley & Sons
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Figura 1: Clasificacion de las sortasas de acuerdo a la isoforma y ejemplos de cada isoforma

Nota. Adaptado de Sortase enzymes in Gram-positive bacteria por Spirig et al., 2011, Molecular
Microbiology, 82(5), p.1046 (doi.org/10.1111/j.1365-2958.2011.07887.x). Derechos de autor ©
1999-2021 John Wiley & Sons

Dentro del gran nimero de sortasas existentes, la estructura de la Sa-SrtA fue la primera estructura
de la familia de las sortasas en ser dilucidada por los grupos de Clubb y Schneewind (llangovan et
al., 2001; Spirig et al., 2011). La secuencia primaria de esta enzima de clase A exhibe
caracteristicas que generalmente se conservan en otras sortasas (Bradshaw et al., 2015). Tiene tres
componentes:

(1) Una secuencia sefial N-terminal que le permite ser transportado a través de la membrana
a través del translocon Sec,
(i) Un segmento no polar de aminoacidos que incrusta la enzima en la bicapa, y
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(iii)  Un dominio catalitico C-terminal conservable, soluble en agua que contiene la triada de
aminoacidos H-C-R (Arginina). Los residuos en la triada H-C-R se colocan adyacentes
entre si dentro del sitio activo (H120, C184 y R197 en Sa-SrtA) (llangovan et al., 2001).

La estructura del dominio catalitico esta determinada por la secuencia codificante A60 de la Sa-
SrtA 'y se observa en la Figura 2 (llangovan et al., 2001; Jacobitz et al., 2017). La estructura de
resonancia magnética nuclear muestra un pliegue en la Sa-SrtA en forma de un barril B formado
por ocho cadenas con sitios activos H120, C184 y R197 (Jacobitz et al., 2017; Paterson & Mitchell,
2004). Sin embargo, existen variaciones significativas especificas de clase que se localizan en
cuatro focos estructurales distintos:

Q) El segmento N-terminal que precede al dominio catalitico,

(i) El bucle entre las cadenas 36 y B7 (la B6 / B7 bucle),

(ili)  El bucle entre las cadenas B7 y B8 (el bucle B7 / B8),

(iv)  El segmento del polipéptido C-terminal que sigue el dominio catalitico (Bradshaw et
al., 2015; Jacobitz et al., 2017).

Figura 2: Estructura de la Sortasa A de Staphylococcus aureus

Nota. Adaptado de Crystal structures of Staphylococcus aureus sortase A and its substrate complex
por Zong et al, 2004, Protein Structure and Folding, 279(30), p. 31385
(doi.org/10.1074/jbc.M401374200). Derechos de autor ©2004. The American Society for
Biochemistry and Molecular Biology, Inc.

Las sortasas forman enlaces peptidicos entre dos péptidos diferentes, y por lo tanto deben
reconocer dos sustratos diferentes en cada reaccion (Clancy et al., 2010; Khare & Narayana, 2017).
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La proteina del sustrato donador se escinde por la sortasa dentro de un motivo de secuencia
especifica en el CWSS para proporcionar un grupo carboxi C-terminal (Bradshaw et al., 2015;
Clancy et al., 2010). Un grupo amina del segundo sustrato sirve como el nucleofilo aceptor en la
reaccion de transpeptidacion catalizada por sortasa (Clancy et al., 2010; Jacobitz et al., 2017; Proft,
2009). En la reaccion bioguimica de la Sa-SrtA, la enzima se une al motivo consenso LPXTG,
escinde el enlace peptidico entre la Treonina (T) y G (Glicina) dentro del motivo LPXTG y cataliza
la formacién de un enlace amida entre el grupo carboxilo de T y el grupo amino del puente cruzado
de pentaglicina en la pared celular de peptidoglicano (Jacobitz et al., 2017; Paterson & Mitchell,
2004). Los residuos Prolina (P) y T conservados del motivo consenso LPXTG se mantienen en
posicion mediante contactos hidrofébicos, mientras que el residuo X(cualquier aminoacido) sefiala
al solvente (Beerli et al., 2015; Jacobitz et al., 2017). El enlace peptidico T-G escindible se coloca
entre los residuos del sitio activo (C184 y R197). El sitio activo se completa con un tercer residuo
(H120) y esta triada catalitica esta altamente conservada en otras bacterias (Jacobitz et al., 2017;
Spirig et al., 2011; Wu et al., 2011). La C184 en la transpeptidacion actia como un agente
nucleofilo en el enlace peptidico entre T y G, formando asi un tioéster con el carboxilo de T y
liberando el grupo amino de la sefial de clasificacion C-terminal escindida (Beerli et al., 2015;
Jacobitz et al., 2017). La reaccién de transpeptidacion se puede observar en la Figura 3. Se ha
descrito que la reaccion se ve inhabilitada por modificadores de sulfhidrico como Metanostronato
y Mercurio organico (Jacobitz et al., 2017). Ademas, el reemplazo de la Cisteina (C) conservada
individual (C184) con Alanina (A) elimina la actividad enzimatica, lo que sugiere que el motivo
consenso cataliza una reaccion de transpeptidacion mediante la formacion de un tioéster de acil-
enzima (Proft, 2009).

Ar Arggy
| e Argyer y
HH | HH
i Hisia HH [ His
C=HhH, | i C=NH;*
[ ww i g - N
" i M ' n
o . 9 ’/H’ R 0
I
Leu-Pro-X-Thr—C=N—Gly —_— Leu_pm_x.fhl_(l;_ﬂ— Gly — Leu-Prn—i-Thr-:l: H,N-Gly
\ 5 -]
[ ]
CWIOI Cﬁ'swt

?.
c‘f'm

Figura 3:Reaccién enzimatica de transpeptidacion de Sa-SrtA
Nota. Adaptado de Sortase-mediated protein ligation: an emerging biotechnology tool for protein
modification and immobilization por Proft, 2009, Biotechnology Letters, 32(1), p. 3

(doi.org/10.1007/s10529-009-0116-0). Derechos de autor ©2009 por Springer Science+Business
Media B.V.
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Las sortasas se han convertido en valiosas herramientas bioquimicas para la purificacion de
proteinas recombinantes y para ligar biomoléculas a través de un enlace peptidico covalente
(Pishesha et al., 2018; Suliman et al., 2017). De este grupo de enzimas, Sa-SrtA es la principal
enzima que ha generado una innovacion en la bioingenieria de proteinas permitiendo la
purificacion de proteinas mediante el uso de IMAC por su accion de endopeptidasa (Bellucci et
al., 2013) y por su accion de transpeptidasa ha permitido la incorporacion de andlogos de péptidos,
fluordéforos, aminoacidos no naturales, marcadores isotopicos, modificaciones postraduccionales
y sondas bioquimicas o biofisicas, asi como la generacion de proteinas cicladas (Antos et al., 2016;
Pishesha et al., 2018).

En la purificacion de proteinas utilizando el sistema de purificacion basado en la actividad
enzimatica de Sa-SrtA se requiere una construccion genética visualizada en la Figura 4 con las
siguientes caracteristicas:

1) Regidn 1: Secuencia correspondiente a etiqueta de afinidad en la region amino terminal,
que interacciona con la matriz de columna cromatogréafica en el IMAC.

2) Regidn 2: Sa-SrtA, secuencia de la enzima con actividad endopeptidasa.

3) Regidn 3: LPETG, el motivo consenso de la A60Sa-SrtA. Esta secuencia es reconocida por
la Sa-SrtA para realizar la escision entre residuos de Ty G.

4) Region 4: Proteina diana, secuencia correspondiente a la proteina de interés (Antos et al.,
2016; Wood & Tsang, 2019).

v
HHHHHH — A60Sa-SrtA LPETG

Region 1 Region 2 Region 3 Region 4

Figura 4: Construccion genética del sistema de purificacion mediado por Sa-SrtA

Nota. Adaptado de A self-cleavable sortase fusion for one-step purification of free recombinant
proteins por Mao, 2004, Protein Expression and Purification, 37(1), p. 254
(doi.org/10.1016/j.pep.2004.06.013). Modificado por el autor

La generacion de un sistema de purificacion basado en la actividad enzimatica de Sa-SrtA esta
basada en la IMAC que utiliza la actividad de endopeptidasa de la Sa-SrtA para la liberacion de la
proteina de interés del sistema de purificacion (Li, 2011; Mao, 2004). En este proceso se inmoviliza
a la proteina de interées en la columna IMAC con Ni-NTA y posteriormente se separa de la matriz
de la columna por la adiccion de Ca?*, cofactor de Sa-SrtA, y Gli®, reactivo nucledfilo, el cual
permite la obtencion de la proteina de interés con un residuo de glicina adicional en la region
aminoterminal (Li, 2011; Mao, 2004).
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La aplicacion de la Sa-SrtA basada en esta construccion genética del 2004 presento su primer
proceso de purificacion con las proteinas emGFP (proteina fluorescente verde), p21(inhibidor de
cinasas dependientes de ciclina) y Cre (proteina recombinasa) (Mao 2004). Para el disefio de la
proteina autoescindible se consideraron 3 factores: la estabilidad de la fusion, afinidad de la
purificacion y escision en la columna (Mao 2004). Se eligio emGFP como el primer objetivo por
cuanto proporcionaba el beneficio de un marcador visual para rastrear la proteina objetivo durante
la purificacion (Mao 2004). Las condiciones que favorecieron la escision de la proteina del sistema
de purificacion basado en la actividad enzimatica de Sa-SrtA fueron: la temperatura de 25°C y la
adicion de Ca?* 5 mM y Gli® 1mM (Mao 2004; Proft 2009). En 2010, se utiliz6 la Sa-SrtA para
desarrollar un sistema de expresion libre de células basado en embriones de trigo para la
produccidn de proteinas in vitro (Matsunaga et al., 2010). EI método de purificaciéon por auto-
escision de Sa-SrtA biotinilada (BISOP) proporciond proteinas altamente purificadas y sin
etiquetas. En este estudio en lugar de utilizar His-tag, identificador de afinidad, utilizaron un
sistema sin células con una etiqueta de biotina, que permitié que el producto de fusién se purificara
en una resina de estreptavidina. Ademas, se afiadi6 un quelante de Ca?* al sistema sin células para
suprimir la actividad de SrtA durante la expresion. (Matsunaga et al. 2010). El analisis de la
secuencia N-terminal de la GFP producido por el método BISOP revel6 que la escision se produjo
de hecho en el sitio de escision correcto (Matsunaga et al., 2010). Usando este método, también se
purificd con éxito el heterocomplejo E2 de USE2N y USE2v1. El C-terminal Src quinasa (CSK)
obtenida por el método BISOP mostré una alta actividad en la fosforilacion de la proteina Src
(Matsunaga et al. 2010). En 2013, se utiliz la actividad endopeptidasa Sa-SrtA junto con
polipéptidos similares a elastina (ELP) para permitir: la purificacién de proteinas de fusién sin
cromatografia, eliminacion de la etiqueta de fusion ELP y recuperacion facil y sin cromatografia
de la proteina diana pura, y acoplamiento covalente especifico del sitio de un resto extrinseco a la
proteina diana purificada concurrente con la escision de su pareja de fusion ELP (Bellucci et al.
2013). Las proteinas diana fueron: Tiorredoxina (TRX), GFP, Factor de necrosis tumoral alfa
(TNFa), Ligando inductor de apoptosis relacionado con TNF (TRAIL) y se obtuvo proteinas con
una pureza superior al 95% (Bellucci et al. 2013). La combinacion de Sa-SrtA y ELP fue sistema
flexible para la purificacion (Bellucci et al. 2013). Al igual que con las inteinas, esta fusion ternaria
proporciona un sistema sencillo que esta sujeto a una escision prematura durante la expresion
(Bellucci et al. 2013). En el 2017, se disefio un sistema que permite la inmovilizacion de la Sa-
SrtA en particulas magnéticas modificadas con Niquel para la generacién de un biocatalizador
robusto y reciclable para la purificacion y ligadura de péptidos (Zhao et al. 2017). Este sistema
requeria la secrecion externa de la Sa-SrtA hacia el medio de cultivo y por ello el precursor de Sa-
SrtA expresado en el citoplasma es dirigido al periplasma, mediante el sistema de transporte de
proteinas (Zhao et al. 2017). En el periplasma, el péptido precursor de Sa-SrtA es escindido por
las peptidasas permitiendo la excrecion de la Sa-SrtA en el medio de cultivo a través de una
filtracion periplasmica inespecifica (Zhao et al. 2017). El proceso de inmovilizacion de Sa-SrtA a
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particulas magnéticas DIA-Ni dio lugar a la construccién MPI-Sa-SrtA (Zhao et al. 2017). En
2018, la Sa-SrtA permiti6 la purificacion de proteinas con propiedades farmacoldgicas como el
TNFa, el Interferén Alfa 2b (IFNa2b) (Du and Rehm 2018). Las proteinas terapéuticas fueron las
proteinas solubles predominantes después de la escision y contribuyeron a aproximadamente el
80-90% de la proteina total (Du and Rehm 2018). En 2019, se generd un vector de clonacion
independiente de ligacion (LIC), pSa-SrtA9, que se puede utilizar para la purificacién en un solo
paso de proteinas recombinantes (Jia et al. 2019). EIl nuevo sitio LIC en el vector pSa-SrtA9,
alberga una secuencia de ADN centrada en un sitio de restriccion Sfol e integra una secuencia de
codificacion para el reconocimiento de Sa-SrtA (Jia et al. 2019) Por tanto, después de la clonacion
y la expresion de la proteina en Escherichia coli, la proteina de fusion resultante comprende una
etiqueta N-terminal 6x H, Sa-SrtAAS59, un enlazador LPETG Yy la proteina de interés en el C-
terminal (Jia et al. 2019). La proteina de fusion se puede capturar en resina Ni-NTA inmovilizada
y cualquier actividad de proteo6lisis no deseada de Sa-SrtA se suprime durante la purificacion
mediante la optimizacion de las condiciones de la solucion (Jia et al. 2019). Tras la adicion de Ca®*
y Gli3, la proteina de fusion inmovilizada sufre una escision mediada por Sa-SrtA en la columna
en el enlace T-G del enlazador LPETG para liberar selectivamente el 90% de la proteina de interés
en 3 horas cuando se incuba a temperatura ambiente (Jia et al. 2019). Este vector pSa-SrtA9 ofrece
un método eficiente para LIC de genes y un procedimiento de purificacion en un solo paso para
obtener una proteina recombinante libre de etiquetas y, por lo tanto, es adecuado para la produccion
de proteinas con un alto rendimiento (Jia et al. 2019).

Desde su inicio como herramienta biotecnoldgica en 2004 la Sa-SrtA tambien se utilizé para
fusionar a las matrices proteicas una gran diversidad de grupos moléculas de diferentes grupos
quimicos, basada en la reaccion de transpeptidacion que la caracteriza (Antos et al., 2016; Pishesha
et al., 2018). En 2007 se describio a esta enzima como una "grapadora” molecular por Eric Boder
y sus colegas, que utilizaron una forma recombinante de Sa-SrtA para unir covalentemente una
proteina modelo etiquetada con el péptido LPETG (Proteina fluorescente verde) a perlas de
poliestireno quimicamente modificadas (Chen et al., 2015; Parthasarathy et al., 2007). En el mismo
afio, el grupo de Hidde Ploegh describio el etiquetado especifico del sitio de proteinas con una
variedad de sondas moleculares mediante transpeptidacion mediada por Sa-SrtA y acufi¢ el
término 'sortagging' (Antos et al. 2008; Pishesha, et. al 2018; Popp and Ploegh 2011).

La Sa-SrtA también se ha utilizado como una herramienta altamente eficiente, versétil y de fécil
acceso para la generacion de proteinas cicladas (Wu et al., 2011; Zou et al., 2020). Las péptidos e
inmunosupresores ciclicos por su estructura presentan propiedades favorables tales como:
resistencia a la degradacion térmica, quimica y a la accion de las exopeptidasas, mejoran algunas
propiedades farmacoldgicas como la biodisponibilidad (Wu et al., 2011; Zou et al., 2020). El
primer proceso de ciclizacién utilizando la Sa-SrtA se realizé por el grupo Ploegh y posteriormente
se ha utilizado para ciclacion interna, dimerizacion y trimerizacion (Parthasarathy et al., 2007;
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van’t Hof et al., 2015). El proceso de ciclacion de la Sa-SrtA en comparacion con los procesos de
ciclacion a través del ligado de proteinas expresadas y trans-empalme de proteinas mediadas por
inteina proporciona modificacion menos extensa del constructo de expresion, lo que puede
aumentar la expresion de la proteina y mejorar la solubilidad de la proteina, las dificultades que
presenta son la adiccion de la secuencia LPXTG en lugar de C de los otros procesos y la menor
velocidad de la reaccion del proceso (van’t Hof et al., 2015). La ciclacién mediada por la Sa-SrtA
es ampliamente versatil a un nimero amplio de moléculas lineales, las cuales mediante este
proceso pueden mejorar su actividad biologica a pesar de ello el nimero de casos de ciclacién que
utilizan Sa-SrtA son limitados (Bolscher et al., 2011; Dasgupta et al., 2011; Jia et al., 2014; Popp
etal., 2011; Popp & Ploegh, 2011; Wu et al., 2011; Zou et al., 2020).

En este proyecto se ha pretendido obtener la proteina A60Sa-SrtA enziméaticamente funcional en
el modelo de expresion bacteriano, y lograr la purificacion de las proteinas modelo 4G-NcGRA7
y 4G-NcSAG4 de Neospora caninum (Jimenez et al., 2013; Khan et al., 2020), en un solo paso y
sin el péptido de afinidad (Mao, 2004). Al cumplir esta hipotesis se lograra la obtencion de un
modelo bacteriano funcional para producir proteinas recombinantes para diversas aplicaciones
biotecnolodgicas, desde proteinas antigénicas para el inmunodiagndstico de enfermedades o como
inmundgenos, y la produccion de proteinas con actividad enzimatica de diversa naturaleza que
puedan ser utilizadas en la industria farmacéutica, alimenticia, etc. Ademas, obtendremos datos
sobre las condiciones en las que la proteina A60Sa-SrtA es funcional (Jia et al., 2019) y permite
la purificacion de dos proteinas antigénicas, la 4G-NcGRA7 y la 4G-NcSAG4 de Neospora
caninum (Aguado et al., 2008; Khan et al., 2020).

En el desarrollo de este proyecto se planeé como objetivo general:

o Disefar, construir y producir un modelo bacteriano para la generacion proteinas
recombinantes purificadas mediante la actividad enzimatica de la proteina A60Sa-SrtA.

Y se establecieron como objetivos especificos:

o Disenfar, construir y evaluar la funcionalidad un vector de expresion para produccién de
proteinas recombinantes fusionadas a la proteina A60Sa-SrtA, y la purificacion de las
mismas mediante afinidad a metales y la eliminacion del péptido de afinidad con la actividad
de endopeptidasa de la proteina A60Sa-SrtA.

o Disefar, construir y producir dos proteinas antigénicas 4G-NcGRA7 y 4G-NcSAG4 de
Neospora caninum purificadas mediante afinidad a metales y la actividad de endopeptidasa
de la proteina A60Sa-SrtA.
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2.MATERIALES Y METODOS.

2.1 Materiales bioldgicos.

Las caracteristicas y usos de los principales materiales bioldgicos para la generacion del sistema
de purificacién mediado por la A60Sa-SrtA se presentan en la Tabla 2.

Tabla 2:

Primers, plasmidos, cepas bacterianas, ADNc utilizados para la generacion del sistema de
purificacion mediado por la 460Sa-SrtA.

Proteina
codifica
da

A60Sa-
SrtA

A60Sa-
SrtA-
LPET4

NcGRA

NCcSAG

Primers

SRTA-F1:

SRTA-R1:

SRTA-F2:

SRTA-R2:

SRTA-R3:

NcGR7-F

NCcGRAT-
R

NcSAG4-
F

NcSAG4-
R

Secuencia del primer

5'-
GCCAAGCTAAACCTCAAA
TTCC-3'

5'-
GATGACTTCTGTAGCTAC
AAAG-3"

5'-

CTTTGTAGCTACAGAAGT

CAAAAAGCTTCCGGAAAC
CGGCGGTGGCGG-3"

5 v _
TTTGACTTCTGTAGCTAC
AAAG-3'

5'_
CAGGATCCCATATGGCTG
CCGGTTTCCGGAAGCTTT

TTG-3'

5" -

GAACAGCATGAAGGGGAC
AT-3°

5" -
CACCATCTGTAATGGCATG-
37

5-
GGATCCATGGAGAAAAGCGCC
TTCTT-3'

57-
CTCGAGTTATATCGAACTCAG
TGCAA-3'

Usos

Union al coddn de inicio de la secuencia de
ADN codificante de la proteina A60Sa-SrtA
para su amplificacion.

Union al codon de inicio de la secuencia de
ADN  A60Sa-SrtA-LPET4G para  su
amplificacion.

Union al codon de terminacion de la hebra
complementaria de la secuencia de ADN
codificante de la proteina A60Sa-SrtA para su
amplificacion y posterior clonacion en el
plasmido pET15b

Hibridacion con la secuencia del primer SRTA-
R2 del amplicon Sa-SrtA2 para realizar el PCR
overlapping esto permite unir la A60Sa-SrtA
con el motivo consenso LPET4G presente en
este primer.

Union al codén de terminacion de la hebra
complementaria de la secuencia de ADN de
AB0Sa-SrtA  para generar el amplicon Sa-
SrtA2. Este primer hibrida con SRTA-F2 y une
la A60Sa-SrtA con el motivo consenso
LPET4G

Unidn al coddn de terminacion de la hebra
complementaria de la secuencia de la secuencia
A60Sa-SrtA-LPET4G para su amplificacion.

Uniodn al codon de inicio de la secuencia de
ADN codificante de la proteina NcGRA7 para
su amplificacion.

Union al codén de terminacion de la hebra
complementaria de la secuencia de ADN
codificante de la proteina NcGRA7 para su
amplificacion.

Uniodn al coddn de inicio de la secuencia de
ADN codificante de la proteina NcSAG4 para
su amplificacion.

Unidn al coddn de terminacion de la hebra
complementaria de la secuencia de ADN

Origen o
referencia

GenBank Ac.No.:
AF162687

Disefiado en el
estudio

Disefiado en el
estudio

Disefiado en el
estudio

GenBank Ac.No.:
U82229

GenBank Ac.No.:
AY763105
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Plasmidos

PET15b

pCR2.1

pET15-
SrtA

PET-S4G

PET-S4G-
NCGRA7

PET-S4G
NCSAG4

Cepa
bacteriana

S. aureus

E. coli
Top 10

E. coli
Rosetta 2
(DE3)

ADN

ADNCc N.
caninum

UNIVERSIDAD DE CUENCA

Caracteristicas

Promotor T7, 6x His-tag, Amp
r.

Promotor T7 ,flori, Ampr, Kan
r.

Promotor T7, 6x His-tag, Amp
r.

Promotor T7, 6x His-tag, Amp
r.

Promotor T7, 6x His-tag, Amp
r,

Promotor T7, 6x His-tag, Amp
r.

Genotipo

1

FTlaclq Tn10 (tetR)] mcrA A
(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢

F-ompThsdSB(rB-mB-)
gal dem (DE3) pRARE2 (Cam
R)

Caracteristicas

No descritas

codificante de la proteina NcSAG4 para su
amplificacion.

Uso

Plasmido para la adiccion de etiqueta de His-
tag

Plasmido para la clonacion de producto de PCR
de NcGRA7 y NcSAG4

Plasmido para la expresion de la proteina His-
tag- A60Sa-SrtA

Plasmido para la expresion de la proteina His-
tag- A60Sa-SrtA- LPET4G

Plasmido para la expresion de la proteina de
fusion His-tag- A60Sa-SrtA- LPET4G-
NcGRA7

Plasmido para la expresion de la proteina de
fusion His-tag- A60Sa-SrtA- LPET4G-
NCcSAG4

Uso

Utilizacion del ADN para la obtencion de la
secuencia de ADN de la proteina A60Sa-SrtA

Cepa bacteriana quimicamente competentes
para la clonacion y propagacion de los
plasmidos pET15b, pET15-SrtA, pET-S4G,
PET-S4G- NcGRA7, pET-S4G NcSAG4

Cepa bacteriana quimicamente competentes
para la expresion de las proteinas: His-tag-
A60Sa-SrtA,  His-tag-A60Sa-SrtA-LPETA4G,
His-tag- A60Sa-SrtA- LPET4G-NcGRA7,
His-tag- A60Sa-SrtA- LPET4G- NcSAG4

Uso

Obtencion de las secuencias ADN codificante
de las proteinas NcSAG4, NcGRA7

2.2 Condiciones de crecimiento de las cepas bacterianas:

Origen 0
referencia

Novagen

Thermo scientific

Construido en el
estudio
Construido en el
estudio

Construido en el
estudio

Construido en el
estudio

Origen o
referencia

ATCC12598

Thermo scientific

Novagen

Origen o
referencia
Contribucién del
Dr. Jaime
Maldonado
Rivera, Facultad
de Ciencias
Agropecuarias de
la Universidad de
Cuenca

Las cepas bacterianas estan citadas en la Tabla 2. Las bacterias crecieron en el medio Luria Bertani
(LB) (Triptona, 10 g; Extracto de levadura, 5 g; NaCl, 10gen 1L) y en Agar LB (LB suplementado
con 1,5% de agar) (Schein, 1989). En los medios selectivos de LB, la Ampicilina (Amp) fue usada
a 100 pg/mL (LB/Amp) y la Carbenicilina (Cb) fue usada a 100 pg/mL (LB/Cb). El crecimiento
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de las dos cepas en los medios liquidos fue realizado a 37 °C en un agitador orbital a 200
revoluciones por minuto (rpm). Los cultivos en medios sélidos se incubaron a 37°C.

2.3 Técnicas del ADN recombinante:

Las manipulaciones del ADN (cortes con endonucleasas de restriccion, reacciones de
desfosforilacion y de ligazon, purificacion de plasmidos), se realizaron segun los métodos
descritos por Sambrook y Russell (Sambrook, 2001), utilizando enzimas de la casa comercial
Thermo Fisher Scientific. La preparacion y transformacion quimica de las células competentes de
E. coli se realiz6 segun el método del CaCl, descrito por Hanahan ((Hanahan, 1983). La
purificacion de ADN de los pldsmidos se realiz6 mediante el kit Gene JET Plasmid Miniprep
(Thermo Fisher Scientific, 2014). La verificacion de la presencia del ADN de los plasmidos y los
mapas de restriccion se realizd mediante electroforesis del ADN en geles de agarosa al 1 al 1.2 %
de acuerdo a su Peso Molecular (PM) con un voltaje de 80 Voltios durante 45 minutos (Sambrook,
2001)

2.4 PROCEDIMIENTOS:

2.4.1 Amplificacion y deteccion de la secuencia de ADN codificante de las proteinas A60Sa-
SrtA, NcGRA7 y NcSAG4

2.4.1.1 Amplificacion de la secuencia de ADN codificante de la proteina A60Sa-SrtA

La secuencia amplificada se enfoco en la region A60Sa-SrtA con el uso los primers SRTA-F1,
SRTA-R1 para la clonacién en el plasmido pET15b (Amplicén Sa-SrtAl) y para la realizacién del
PCR de secuencia superpuesta se utilizaron los primers SRTA-F1 y SRTA-R2 (Amplicén Sa-
SrtA2, amplicén sin secuencia de paro). La mezcla de reaccion de PCR esta descrita en la Tabla
3.

Tabla 3: Mezcla de la reaccion para la amplificacion de la secuencia A160Sa-SrtA

o . Concentracion Volumen:
Reactivo: Concentracion final:

Agua grado biologia molecular. No aplica. No aplica. 84.5 uL
Buffer de PCR. 10X 1X 12.5 uL
Solucion enhancer 10x 10X 1X 12.5 uL
Solucion MgSO4 50 mM 20 mM 5uL
dNTP’s 10 mM clu 0.2 mM clu 2.5uL
Primers SRTA-F1 100 uM 0.8 uM 1 uL
Primers SRTA-R1/ SRTA-R2 100 uM 0.8 uM 1 uL
Enzima Pfx ADN polimerasa 2.5 U/ulL 0.02 U/uL 1 uL
Muestra de ADN total No aplica No aplica 5 uL
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Volumen total 125 uL.
Las reacciones de PCR preparadas se colocaron en el termociclador para iniciar el proceso de
amplificacion de acuerdo al siguiente perfil de temperatura programado presentado en la Tabla 4.

Tabla 4: Perfil de temperatura de la PCR para la amplificacion de la secuencia A60Sa-SrtA

Etapa: Desnat_Ufa_Iizacién 40 ciclos Exte_nsi()n
’ inicial Desnaturalizacion  Alineamiento  Extension final
Temperatura 94°C 94°C 57 °C 68 °C 68 °C
Tiempo 5 35s 25s 35s 5 min
min

Una vez concluido el proceso de amplificacion, a cada uno de los tubos se le afiadio 3 pL de la
Solucién Buffer de carga de ADN 6X, se centrifugaron para juntar ambas soluciones, se mezclaron
en el vortex y fueron sometidos a electroforesis en gel al 1.2 % de agarosa tefiido con Bromuro de
etidio (0.3 mg/ml).

2.4.1.2 Deteccion, aislamiento y purificacion del amplicon A60Sa-SrtA
Deteccion del amplicon:

Se pes6 0,36 g de agarosa y se adiciond a un matraz Erlenmeyer con 30 ml de Solucién buffer
TAE 1X, la agarosa se disolvié en un microondas. Se dejé enfriar y se adiciond 1 pL de una
Solucion de Bromuro de etidio a 10 mg/ml. Se mezclé y coloca en el molde. Una vez obtenido el
gel se coloco en la camara de electroforesis horizontal y se cubre completamente con Solucion
buffer TAE 1X. Se colocan 13 uL de muestra (10 pl de la reaccion de PCR méas 3 uL de la Solucion
buffer de carga para ADN 6X) y 5 uL del MP (MP) de ADN. El gel se corrié a 90 V, por 45
minutos. Los productos de PCR, se visualizaron en el Transiluminador y con ayuda del
Fotodocumentador se registrd las imagenes. Se consider6 como una amplificacién positiva la
observacién de una banda de aproximadamente de PM de 454 pb para el amplicon de A60Sa-SrtA
para la clonacion pET15b (Sa-SrtAl) y una banda de PM de 443 pb para amplicon de A60Sa-SrtA
que se utilizé en el PCR de secuencia superpuesta (Sa-SrtA2).

Aislamiento y purificacion del amplicon:

Las bandas de ADN de 443 y 454 pb fueron escindida con ayuda de un bisturi y el iluminador de
luz UV. Las bandas fueron colectadas y purificadas con el kit Gene JET PCR purification.
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2.4.1.3 Amplificacién de la secuencia de ADN codificante de las proteinas NcGRA7 y
NcSAG4

La secuencia amplificada se enfoco en la region de NcGRA7 con el uso los primers NCGRA7-F y
NcGRAT7-R para ello se uso la mezcla de reaccion descrita en la Tabla 5.

Tabla 5: Mezcla de la reaccion para la amplificacion de la secuencia NcGRA7

. ., Concentracién Volumen:
Reactivo: Concentracion: e
Agua grado biologia molecular. No aplica. No aplica. 84.5 uL
Buffer de PCR. 10X 1X 12.5 uL.
Solucién enhancer 10x 10X 1X 12.5 uL.
Solucion MgSO4 50 mM 20 mM 5ulL
dNTP’s 10 mM c/u 0.2 mM c/u 2.5uL
Primers NcCGRAT7-F 100 uM 0.8 uM 1 uL
Primers NcCGRA7-R 100 uM 0.8 uM 1 uL
Enzima Pfx ADN polimerasa 2.5U/uL 0.02 U/uL 1 uL
Muestra de ADN total No aplica No aplica 5 uL
Volumen total 125 ulL

La secuencia amplificada se enfocé en la region de NcSAG4 con el uso los primers NcSAG4-F y
NCcSAG4-R para ello se us6 la mezcla de reaccién descrita en la Tabla 6.

Tabla 6: Mezcla de la reaccion para la amplificacion de la secuencia NcCSAG4

. ... Concentracion Volumen:
Reactivo: Concentracion: final:
Agua grado biologia molecular. No aplica. No aplica. 84.5 uL
Buffer de PCR. 10X 1X 12.5 uL
Solucién enhancer 10x 10X 1X 12.5 uL.
Soluciéon MgSOq 50 mM 20 mM 5uL
dNTP’s 10 mM clu 0.2 mM c/u 2.5uL
Primers Nc-SAG4-F 100 uM 0.8 uM 1 ul
Primers NcCSAG4-R 100 uM 0.8 uM 1 ul
Enzima Pfx ADN polimerasa 2.5 U/ulL 0.02 U/uL. 1 uL
Muestra de ADN total No aplica No aplica 5 uL
Volumen total 125 uL

Las reacciones de PCR preparadas se colocaron en el termociclador para iniciar el proceso de
amplificacion de acuerdo al siguiente perfil de temperatura programado presentado en la Tabla 7
para el ADN de NcGRA7 y en la Tabla 8 para el ADN de NcSAG4
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Tabla 7: Perfil de temperatura de la PCR para la amplificacion de la secuencia NcGRA7

Etapa: Desnat_ura_lizacién 40 ciclos Exte_nsi()n
: inicial Desnaturalizacion Alineamiento  Extension final

Temperatura 94 °C 94 °C 57 °C 68 °C 68 °C

Tiempo 5 min 355 255 40s 5 min

Tabla 8: Perfil de temperatura de la PCR para la amplificacion de la secuencia NcCSAG4

S Desnaturalizacion 40 ciclos Extension
’ inicial Desnaturalizaciéon  Alineamiento  Extension final

Temperatura 94 °C 94 °C 55 °C 68 °C 68 °C

Tiempo 5 min 355 255 35s 5 min

Una vez concluido el proceso de amplificacion, a cada uno de los tubos de las muestras de
NCGRA7 y NcSAG4 se le anadio 3 pL de la Solucion Buffer de carga de ADN 6X
respectivamente, se centrifugaron por separado para juntar las soluciones, se mezclaron en el
vortex y fueron sometidos a electroforesis en gel al 1.2 % de agarosa tefiido con Bromuro de etidio
(0.3 mg/ml)

2.4.1.4 Deteccion, aislamiento y purificacion de los amplicones NcGRA7 y NcSAG4

La deteccidn, aislamiento y purificacion de los amplicones NcGRA7 y NcSAG4 esté basado en
el procedimiento descrito en la seccion 2.4.12. Finalmente se obtiene los amplicones NCGRA7 y
NcSAG4. EI PM de banda obtenida para el amplicdn NcGRA7 fue de 588 pb y para el amplicon
NcSAG4 el PM de la banda fue de 446 pb.

2.4.2 Construccion y expresion de los plasmidos pET15-SrtA, pET-S4G, pET-S4G- NcGRA7
y pET-S4G NcSAG4

2.4.2.1 Construccion y expresion del plasmido pET15-SrtA
Construccion del plasmido pET15-SrtA:

El amplicon Sa-SrtAl de obtenido en la seccion 2.4.1.2 se digirié con Ndel por 2 horas a 37°C, se
aislo y purifico de acuerdo al procedimiento de la seccion 2.4.1.2 Después se digirio con BamHlI
durante 2 horas a 37°C, se aislo y purifico de acuerdo al procedimiento de la seccion 2.4.1.2 El
plasmido pET15b se digirié con Ndel por 2 horas, se aislo y purifico de acuerdo al procedimiento
de la seccion 2.4.1.2 Despues se digirié con BamHI durante 2 horas a 37°C, se aislo y purificé de
acuerdo al procedimiento de la seccion 2.4.1.2. Posteriormente se realiz6 un microPCR para afiadir
los residuos complementarios y obtener el plasmido pET15b con extremos cohesivos. Reaccion
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de ligacion: El producto de digestion del Sa-SrtAl se ligo al plasmido pET15b con la enzima ADN
ligasa T4 y se incubd a 16°C por 1h y posteriormente se sube a 22°C por 1h. Finalmente, el
producto de la ligacion fue el plasmido pET15-SrtA.

Propagacion del plasmido pET15-SrtA:

El plasmido se introdujo por transformacion quimica en 200 uL de cultivo de E. coli Top10, las
bacterias transformadas se sembraron en placas de agar de LB/Amp. Se incubd durante toda la
noche. Se seleccionaron 2 colonias transformadas de la placa y se sembraron en 5 mL de medio
liquido LB/Amp. Se incubo durante toda la noche.

Mapa de restriccion del plasmido pET15-SrtA:

Se centrifugd el cultivo bacteriano y se aislé el plasmido pET15-SrtA de las bacterias
transformadas con el kit Gene JET Plasmid Miniprep, el plasmido se digiri6 con la enzima HindlI11
y se realiz6 un gel de agarosa al 1,2% con el plasmido digerido. Las bandas obtenidas en el gel de
agarosa se compararon con las bandas obtenidas en el programa Serial Cloner para verificar el
patrén obtenido.

Expresion de la proteina His-tag-460Sa-SrtA:

El plasmido pET15-SrtA aislado y verificado se introdujo por transformacion quimica en 200 puL

de cultivo de E. coli Rosetta 2 (DE3) y se sembraron en placas de agar de LB/Amp. Se incubo
durante toda la noche. Se seleccionaron 2 colonias transformadas de la placa y se sembraron en 10
mL de medio liquido LB/Amp. Se incubd durante toda la noche. Se tomd una alicuota del
precultivo para generar una dilucion de 1:100 en medio LB/Amp. Se afiadié a esta dilucion de
IPTG a una concentracion de 100 uM, inductor de la expresion de proteinas. Se incub6 a 37°C y
200 rpm durante 2 horas. Se centrifugd durante 10 minutos a 20000 g. Posteriormente se eliminé
el sobrenadante. Al sedimento se le afiadié el buffer A y se sometié a lisis mediante sonicacion al
80% durante 3 minutos con pulso cada 30 segundos. Se centrifugd a -4°c durante 10 minutos a
20000 g. Se separd el sobrenadante del sedimento. Y se tomd 50 pL de sobrenadante y se afiadio
50 uL de tampon de carga de proteinas 2X y se hirvidé por 5 minutos. Y verificé la presencia de la
proteina His-tag-A60Sa-SrtA a través de SPS-Page en con un gel concentrador del 3% a un voltaje
de 60 voltios y un gel separador del 12% a un voltaje de 120 voltios. Las proteinas se visualizaron
mediante tincion del gel con Azul Brillante Coomassie G-250.
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2.4.2.2 Construccion y expresion del plasmido pET-S4G

Construccion del plasmido pET-S4G:

Al amplicon Sa-SrtA2 obtenido en la seccion 2.4.1.2 se le realizé un PCR de extension superpuesta
(en inglés PCR overlapping) con los primers SRTA-F1, SRTA-F2 (primer que contiene la
secuencia codificante para el motivo consenso LPET4G) y SRTA-R3 de acuerdo a la reaccién
visualizada en la Tabla 9:

Tabla 9:Mezcla de la reaccion de PCR de extension superpuesta de la secuencia A60Sa-SrtA-

LPET4G
o . Concentracion Volumen:
Reactivo: Concentracion final:

Agua grado biologia molecular. No aplica. No aplica. 86.5 uL
Buffer de PCR. 10X 1X 12.5 uL
Solucion enhancer 10x 10X 1X 12.5 uL
Solucion MgSO4 50 mM 20 mM 5uL
dNTP’s 10 mM c/u 0.2 mM c/u 2.5ulL
Primers SRTA-F1 100 uM 0.8 uM 1 uL
Primers SRTA-F2 100 uM 0.4 uM 0,5 uL
Primers SRTA-R3 100 uM 0.8 uM 1 uL
Enzima Pfx ADN polimerasa 2.5U/uL 0.02 U/uL 1 uL
Muestra de ADN total No aplica No aplica 2,5uL
Volumen total 125 uL

Las reacciones de PCR preparadas se colocaron en el termociclador para iniciar el proceso de
amplificacion de acuerdo al siguiente perfil de temperatura programado presentado en la Tabla 10.

Tabla 10: Perfil de temperatura de la PCR de extension superpuesta de la secuencia 460Sa-
SrtA-LPET4G

Etapa: Desnaturalizacion 40 ciclos Extension
’ inicial Desnaturalizacion  Alineamiento  Extension final
Temperatura 94°C 94°C 57 °C 68 °C 68 °C
Tiempo 5 35s 25s 35s 5 min
min

Esta reaccion intercal6 los primers SRTA-R2 del amplicon Sa-SrtA2 y SRTA-F2 para formar la
secuencia A60Sa-SrtA seguido del motivo LPET4G y permitié de esta manera su union. Los
primers SRTA-F1 y SRTA-R3 por su parte permitieron la amplificacion de la secuencia A60Sa-
SrtA-LPET4G. Este amplicdn se aislo y purifico de acuerdo a la seccion 2.4.1.2. El amplicon
AB60Sa-SrtA-LPET4G obtenido se le clonan los sitios Ndel y BamHI. Posteriormente, el plasmido
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pET15b se digirio con Ndel por 2 horas, se aisld y purificé de acuerdo al procedimiento de la
seccion 2.4.1.2 Después se digirio con BamHI durante 2 horas a 37°C, se aislo y purifico de
acuerdo al procedimiento de la seccion 2.4.1.2. Posteriormente se realizé un microPCR para afiadir
los residuos complementarios y obtener el plasmido pET15b con extremos cohesivos. Reaccion
de ligacion: El producto de digestion del Amplicon de A60Sa-SrtA-LPET4G se ligd al plasmido
PET15b con la enzima ADN ligasa T4 y se incub6 a 16°C por 1h y posteriormente se sube a 22°C
por 1h. Finalmente, el producto de la ligacion fue el plasmido pET-S4G.

Este plasmido se propago, aislo y verificd con los procedimientos de Propagacion del plasmido
PET15-SrtA y Mapa de restriccion del plasmido pET15-SrtA de la seccion 2.4.2.1

Expresion de la proteina His-tag-460Sa-SrtA-LPETAG: La expresion de esta proteina se realizd
con el procedimiento descrito en la seccidn 2.4.3.1 para la expresion de la proteina His-tag-460Sa-
SrtA

2.4.2.3 Construccion de los plasmidos pCR2.1- NcGRA7 y pCR2.1- NcSAG4

Construccion de los vectores pCR2.1-NcGRA7 y pCR2.1-NcSAG4:

El amplicon NcGRA7 se digirié con Ndel por 2 horas a 37°C, se aislé y purificé de acuerdo al
procedimiento de la seccién 2.4.1.2 Después se digirié con BamHI durante 2 horas a 37°C, se aisld
y purificd de acuerdo al procedimiento de la seccién 2.4.1.2 EIl amplicon NcSAG4 se digirié con
Msel por 2 horas a 37°C se aislo y purificé de acuerdo al procedimiento de la seccion 2.4.1.2
Después se digirieron con BamHI durante 2 horas a 37°C se aisld y purificd de acuerdo al
procedimiento de la seccién 2.4.1.2 El plasmido pCR2.1 se escindi6 con la enzima Ndel 2h a 37°C
Después se digirieron con BamHI durante 2 horas a 37°C se aislo y purifico de acuerdo al
procedimiento de la seccidn 2.4.1.2 Reaccion de ligacion: El producto de digestion del amplicones
NCcGRA7 y NcSAG4 se liga al plasmido pCR2.1 con la enzima ADN ligasa T4 y se incubd a 16°C
por 1h y posteriormente se sube a 22°C por 1h. Finalmente, el producto de la ligacion fue el
plasmido pCR2.1- NcGRA7 y pCR2.1- NcSAGA.

Propagacion de los plasmidos pCR2.1- NcGRA7 y pCR2.1- NcSAG4:
Se realizd el procedimiento de la propagacion del plasmido pET15-SrtA de la seccién 2.4.2.1
Mapa de restriccion de los plasmidos pCR2.1-NcGRA7 y pCR2.1- NcSAG4:

Se realizo el procedimiento de mapa de restriccion del plasmido pET15-SrtA de la seccion 2.4.2.1.
para verificar que el PM de las bandas obtenidas corresponde a los plasmidos pCR2.1- NcGRA7
y pPCR2.1- NcSAG4. Posteriormente se aisld y purifico de acuerdo al procedimiento de la seccion
2.4.1.2
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2.4.2.4 Construccion y expresion del plasmido pET-S4G-NcGRA7 y pET-S4G-NcSAG4
Construccion plasmidos pET-S4G-NcGRA7 y pET-S4G-NcSAG4:

Los plasmidos pCR2.1- NcGRA7 y pCR2.1-NcSAG4 fueron digeridos para aislar las secuencias
codificantes. La secuencia codificante de NcGRA7 se aislo con las enzimas Msel y BamHlI,
realizando la digestion 2h a 37°C con cada enzima por separado y se realizé un aislamiento y
purificacion después de la accion de cada enzima de acuerdo al procedimiento de la seccion
2.4.1.2. y la secuencia codificante de la proteina NcSAG4 se aislo por las enzimas Ndel y BamHI
realizando la digestion 2h a 37°C con cada enzima por separado y se realiz6 un aislamiento y
purificacion después de la accion de cada enzima de acuerdo al procedimiento de la seccidn
2.4.1.2. El plasmido pET-S4G se digiri6 con las enzimas Ndel y BamHlI, realizando la digestion
2h a 37°C con cada enzima por separado y se realizo el aislamiento y purificacion del plasmido
después de la accién de cada enzima de acuerdo al procedimiento de la seccion 2.4.1.2.

Finalmente, los insertos con las secuencias codificantes de NcGRA7 y NcSAG4 se ligaron por
separado con la enzima ligasa T4 al plasmido pET-S4G durante 24h a 16°C para generar los
plasmidos pET-S4G-NcGRA7 y pET-S4G-NcSAG4.

Propagacion de los plasmidos pET-S4G-NcGRA7 y pET-S4G-NcSAG4:

Se realizo el procedimiento de la propagacion del plasmido pET15-SrtA de la seccion 2.4.2.1. Se
cambi6 el medio selectivo en vez de agar y medio liquido LB/Amp se usé agar y medio liquido
LB/Cb

Mapa de restriccion del plasmido pET15-SrtA:
Se realiz6 el procedimiento de mapa de restriccion del plasmido pET15-SrtA de la seccion 2.4.2.1

Expresion de las proteinas His-tag-460Sa-SrtA-LPETAG-NcGRA7 y His-tag-460Sa-SrtA-
LPET4G-NcSAG4:

Los plasmidos pET-S4G-NcGRA7 y pET-S4G-NcSAG4 se utilizaron para transformar 200 uL de
cultivo de E. coli Rosetta 2 (DE3) respectivamente. Se sembraron en 10 mL de medio LB/Cb. Se
Centrifugé los cultivos durante 10 minutos a 20000 g. Posteriormente se elimind el sobrenadante.
Al sedimento se afiadié una solucion de EDTA al 50 uM, se lavo y se centrifug6 a 20000 g por 10
minutos. Al sedimento se le afiadid el buffer A y se lisé mediante sonicacion al 80% durante 3
minutos con pulsos cada 30 segundos. Se centrifugd el producto de la lisis a -4°c durante 10
minutos a 20000 g. Se separd el sobrenadante del sedimento y se tomo 50 uL de sobrenadante y
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se afiadio 50 pL de tampon de carga y se hirvid por 5 minutos. Y se realizé un SPS-Page en con
un gel concentrador del 3% con un voltaje de 60 voltios y un gel separador del 12% con un voltaje
de 120 voltios. Las proteinas se visualizaron mediante tincion del gel con Azul Brillante
Coomassie G-250

2.4.3 Purificacion de las proteinas His-tag-A60Sa-SrtA-LPETA4G, 4G-NcGRA7 y 4G-
NcSAG4

2.4.3.1 Purificacion mediante Cromatografia de Afinidad a metales (IMAC) de la proteina
His-tag-A60Sa-SrtA-LPETAG:

Equilibrio de la columna:

Se coloco la resina Ni-NTA en la columna Ni-NTA. Se hidrato la resina con 2 volimenes de agua
para cromatografia. Se equilibro la resina con 2 volumenes el buffer de Lisis y se repitio 2 veces.

Elucion de His-tag-A60Sa-SrtA-LPET4G:

Se colocd 2-4 volimenes del extracto de la proteina His-tag-A60Sa-SrtA-LPET4G. Se recogio el
liquido que no se adhirid a la resina y este fue la Muestra 1 (M1). Se afiadi6 5 volumenes del Buffer
de lavado, se repitié 5 veces y se recogié cada fraccion de lavado obteniendo 5 muestras: Muestras
2-6 (M2-M6). Se afiadi6 en la columna, 1 volumen de la solucidon de elucion, se repitié 3 veces y
se recogid en una misma fraccion y esta fue la muestra 7 (M7). Esta muestra fue la proteina His-
tag-A60Sa-SrtA-LPETA4G purificada.

Lavado de la columna y SDS Page de las muestras:

Finalmente se afiadié 5 volumenes de agua de cromatografia y esta fue la muestra 8 (M8). A las

8 muestras se les afiadio el buffer de carga para proteinas 2X y las muestras obtenidas fueron
desnaturalizadas mediante ebullicion durante 5 minutos. Se realiz6 un SDS Page con un gel
concentrador al 3% (voltaje de 60 voltios) y un gel separador del 12% (voltaje de 120 voltios). Las
proteinas se visualizaron mediante tincion del gel con Azul Brillante Coomassie G-250.

2.4.3.2. Purificacién mediante Cromatografia de Afinidad a metales (IMAC) de las proteinas
4G-NcGRA7 y 4G-NcSAG4

Equilibrio de la columna:

Se coloco la resina HPur Ni-NTA en la columna Ni-NTA. Se hidraté la resina con 2 volimenes
de agua para cromatografia. Se equilibré la resina con 2 volumenes el buffer de Lisis y se repitid
2 Veces.
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Escision de la proteina 4G-NcGRA7/4G-NcSAG4:

Se colocd 2-4 volumenes de los extractos de las proteinas His-tag-A60Sa-SrtA-LPET4G-NcGRA7
/ His-tag-A60Sa-SrtA-LPET4G-NcSAG4. Se recogid el liquido que no se adhirid a la resina y esta
fue Muestra 1 (M1). Se afiadio 5 volimenes del Buffer de lavado y se repitid 4 veces y se recogio
cada fraccion de lavado y se obtuvo 4 muestras: Muestra 2-5 (M2-M5). Se afiadio 1 volumen del
buffer de escision y se esperd 24h para recoger la muestra 6 (M6). Esta muestra contiene la proteina
purificada: 4G-NcGRA7/4G-NcSAG4. La M7 es un lavado previo a la elucién de His-tag-A60Sa-
SrtA-LPET.

Elucidn de la proteina His-tag-A60Sa-SrtA-LPET:

Se afiadio en la columna, 1 volumen del buffer de elucidn, repetimos 3 veces y se recogieron en
una misma fraccion la muestra 8 (M8). Esta muestra libera la proteina His-tag-A60Sa-SrtA-LPET.

Lavado de la columna y SDS Page de las muestras:

Finalmente, se afiadié 5 volumenes de agua de cromatografia para obtener la muestra 9 (M9). A
las 9 muestras se afiadio el buffer de carga para proteinas 2X y fueron desnaturalizadas mediante
ebullicién durante 5 minutos. Se realiz6 un SDS Page con un gel concentrador al 3% (con un
voltaje de 60 voltios) y un gel separador del 12% (con un voltaje de 120 voltios). Las proteinas se
visualizaron mediante tincion del gel con Azul Brillante Coomassie G-250.

2.4.4 Ensayo ELISA para evaluar capacidad antigénica de la proteina 4G-NcGRA7

Electrotransferencia de las proteinas a la membrana PVDF y tincion de las proteinas
transferidas

A la proteina 4G-NcGRAT7 purificada en la seccion 2.4.3.2 se le realizé un SDS Page con un gel
concentrador al 3% (con un voltaje de 60 voltios) y un gel separador del 12% (con un voltaje de
120 wvoltios). Una vez resueltas las proteinas mediante SDS-PAGE. Se realiz6 una
electrotransferencia con un voltaje de 60 Voltios por 1 h. Posteriormente se realizé la tincion de
las proteinas transferidas a la membrana de PVDF con la solucion colorante Azul de Coomassie
R-250 por 20 a 40 s agitdndolas. Posteriormente se destifio la membrana con la solucién para
destefiir membranas de PVDF.

Inmunodeteccion de los anticuerpos por el método ELISA mediante la proteina 4G-NcGRA7

Se evaluo la capacidad antigénica de la proteina 4G-NcGRA7 con el uso de las muestras de suero
de perros contagiados con N. caninum provistas por el Dr. Antonio Vallecillo. Se procedid a
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realizar el bloqueo de la membrana, para lo cual fue sumergidas en la Solucion de bloqueé durante
1 h en agitacion constante a temperatura ambiente (£ 23 °C). Las muestras de suero sanguineo
fueron diluidas 1:50 en 1 ml de la solucién para dilucién de sueros. Una vez concluido el periodo
de blogueo de las membranas, se les afiadio la muestra de suero diluid y se incubaron por 1 h a
temperatura ambiente con agitacion constante. Concluida la incubacion, se retird la Solucion de
los sueros diluidos y se llevaron a cabo 3 lavados con 10 mL de la Solucion de lavado, por 5 min
cada lavado en agitacion constante. La membrana fue transferida a un recipiente con cantidad
suficiente de la Solucion con la Proteina A-HRP, se incub6 en agitacion constante a temperatura
ambiente por 1 h. Una vez concluida la incubacion se realizaron 3 lavados con cantidad suficiente
de la Solucion de lavado, por 5 min cada lavado en agitacion constante. Finalizados los lavados,
en un recipiente se colocd la Solucién con el sustrato, cuidadosamente se coloco la membrana y
se mantuvo a temperatura ambiente durante 3 horas. Posteriormente, la membrana fue lavada dos
veces por 5 min en agua destilada estéril. La membrana se secé a temperatura ambiente y se
visualizo la reaccion.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION:

Se hizo un prototipo de plasmidos pET-S4G-NcGRA7 y pET-S4G-NcSAG4 a partir del vector
PET15b para expresar las proteinas de fusion His-tag-A60Sa-SrtA-LPET4G-NcGRA7 y His-tag-
A60Sa-SrtA-LPETAG-NcSAG4 con una etiqueta His-tag N-terminal, A60Sa-SrtA, el motivo
consenso LPET4G seguido de NcGRA7 y NcSAG4 en el extremo C-terminal. El disefio de las
proteinas de fusion conllevaba un riesgo potencial para la estabilidad de la fusion. Sin embargo,
debido a que la actividad de escision de A60Sa-SrtA es inducible y moderada, se asumié que la
fusion seria estable durante la expresion de la proteina. En segundo lugar, la etiqueta His-tag es
pequefia y no interfiere con la actividad de A60Sa-SrtA, y esto proporcioné un control de
purificacion por afinidad para la proteina de fusion.

3.1 Construccion de los plasmidos pET15-SrtA, pET-S4G:

La construccién de los plasmidos pET15-SrtA y pET-S4G obtenidos en la seccién 2.4.2.1y 2.4.2.2
respectivamente fueron validados en un mapa de restriccion. En la Figura 5 se visualizaron los
plasmidos pET15b (Carrill), pET15-SrtA (Carril 2 y 3) escindidos con la enzima Hindlll
generando las bandas de PM de 5559 pb para el vector pET15b y las bandas de PM de 5559 y 609
pb para el plasmido pET15-SrtA, la banda de PM de 5559 bp represento el vector vacio y la banda
de PM de 609 pb presenté la secuencia codificante para la A60Sa-SrtA. También el plasmido pET-
S4G (Carril 4 y 5) fue escindido con la enzima Hindlll generando las bandas de PM de 5559, 316
y 326 pb. La banda de PM de 5559 pb fue el vector vacio y las bandas de PM de 316 y 326 pb que
se observaron solapadas en la Figura 5 corresponde a un corte distinto que realizé la enzima
Hindlll al plasmido pET-S4G; esto se debid a la presencia del motivo consenso LPET4G que
gener0 un patron de corte distinto respecto al plasmido pET15-SrtA. Las bandas obtenidas de las
digestiones de los plasmidos pET15b, pET15-SrtA, pET-S4G fueron semejantes a las bandas
obtenidas por simulacion en los mapas de restriccion del programa Serial Cloner al estudiar los 3
plasmidos con la enzima HindlIl. EI mapa de restriccion verifico la validez de la ligacién del
plasmido pET15b y la secuencia codificante de la A60Sa-SrtA para generar el plasmido pET15-
SrtA. También este mapeo valido el PCR de extension superpuesta que permitid el solapamiento
del plasmido pET15-SrtA y el motivo consenso LPET4G para generar el plasmido pET-S4G.
Finalmente, se obtuvieron las construcciones pET15-SrtA y pET-S4G validas.
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Figura 5: Electroforesis de ADN en gel al 1,2% agarosa de los plasmidos pET15-SrtA y pET-
S4G digeridos con la enzima de restriccion Hindlll.

*C1: Carril 1. Plasmido pET15b. C2-C3: Carril 2- Carril 3. Plasmido pET15-SrtA. C4-C5: Carril 4-Carril 5. Plasmido
pET-S4G. MP: Marcador de peso molecular.

3.2 Construccion de los plasmidos pET-S4G-NcGRA7 y pET-S4G NcSAG4

La construccién de plasmidos pET-S4G-NcSAG4 y pET-S4G-NcGRAY obtenidas en la seccion
2.4.2.4, fueron validados en un mapa de restriccion utilizando la enzima de restriccion Hindlll.
Para el plasmido pET-S4G-NcSAG4 (Carril 1-4) se obtuvieron las bandas de PM de 5559, 764 y
316 pb y para el plasmido pET-S4G-NcGRA7 (Carril 6-9) las bandas de PM de 5559, 899 y 316
pb, visualizadas en la lustracion 6. Las bandas obtenidas de las digestiones de los plasmidos pET-
S4G-NcSAG4 y pET-S4G-NcGRA7 fueron semejantes a las bandas obtenidas por simulacion en
los mapas de restriccion del programa Serial Cloner al estudiar los 2 plasmidos con la enzima
Hindlll. La banda de PM de 5559 pb caracteriz6 el vector vacio visualizado también en la Figura
5. Las bandas de PM de 5559 y 316 son semejantes en los dos mapas de restriccion lo que nos
indica que la banda de PM de 764 pb represento el segmento de ADN que codificé para la proteina
de fusion His-tag-A60Sa-SrtA-LPET4G-NcSAG4 y la banda de 899 pb presentan el segmento de
ADN que codifico para la proteina de fusion His-tag-A60Sa-SrtA-LPET4G-NcGRAT.
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Figura 6: Electroforesis de ADN en Gel al 1,2% agarosa de los plasmidos pET-S4G-NcSAG4 y
PET-S4G-NcGRAT7digerido con la enzima HindllI

*C1-C4: Carril 1.4. Plasmido pET-S4G-NcSAG4. C5: Carril 5. Plasmido pET15b. C6-C9: Carril 6-9. Plasmido pET-
S4G-NcGRA?7. C10: Carril 10: Plasmido pET15b. MP. Marcador de peso molecular

3.3 Expresion de las proteinas His-tag-A60Sa-SrtA y His-tag-A60Sa-SrtA-LPET4G

La expresion de las proteinas His-tag-A60Sa-SrtA y His-tag-A60Sa-SrtA-LPETAG se realizo en
cepa de E. coli Rosetta 2(DE3) con la utilizacion de los plasmidos pET15-SrtA y pET-S4G basado
en la seccion 2.4.2.1. y 2.4.2.2 La presencia de la proteina His-tag-A60Sa-SrtA se visualizo en el
spot de PM de alrededor de 25 Kilodaltons (KDa) en el Carril 1(C1) de la Figura 7, verificando la
utilidad del plasmido pET15-SrtA para la expresion de la proteina His-tag-A60Sa-SrtA. La
presencia de la proteina His-tag-A60Sa-SrtA-LPETAG se visualizo en el Carril 2 y 3 (C2-C3) de
la Figura 7 por la presencia de 2 spot que nos indicé que la expresion de la proteina His-tag-A60Sa-
SrtA -LPET4G gener6 una proteina lineal con un PM de 25 KDa y una proteina ciclada con un
PM de 23KDa, datos parecidos a los que se presentaron en el estudio de Mao (2004) en el cual la
forma lineal de la proteina His-tag-A60Sa-SrtA-LPETA4G aparecio a 23KDa y la forma ciclada
aparecid a los 20 KDa. Una explicacion probable a la ciclacion de la proteina His-tag-A60Sa-
SrtA -LPETA4G es la accion de la aminopeptidasa enddgena de E. coli que es muy eficiente en
eliminar la primera metionina durante la postraduccién como resultado, la nueva G N-terminal
puede actuar como un nucledfilo intra o intermolecular y por lo tanto la G del N-terminal en His-
tag-A60Sa-SrtA-LPETAG por actividad transpeptidasa de A60Sa-SrtA gener0 un ataque
nucleofilico en su propia secuencia LPET4G y formo una His-tag-A60Sa-SrtA-LPET4G ciclada,
que migré més rapido que la His-tag-A60Sa-SrtA-LPETA4G lineal en el gel SDS-PAGE(Mao,
2004). La presencia de la proteina His-tag-A60Sa-SrtA-LPETAG ciclada nos generd la primera
evidencia que la proteina A60Sa-SrtA expresada presentd una actividad transpeptidasa funcional.
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Figura 7: SDS-Page al 12%. de las proteinas expresadas His-tag-460Sa-SrtA y His-tag-460Sa-
SrtA -LPET4G en su forma lineal y ciclada en la cepa E. coli Rosetta 2 (DE3).

*C1: Carril 1. Muestra de la proteina His-tag-A60Sa-SrtA. C2.C3: Carril 2-3. Muestra de la proteina His-tag-A60Sa-
SrtA -LPET4G. PM. Marcador de peso molecular

3.4 Purificacion de la proteina His-tag-A60Sa-SrtA-LPET4G

La purificacion de la proteina His-tag-A60Sa-SrtA-LPET4G a través de la IMAC fue realizado en
base a la seccion 2.4.3.1 nos permitio obtener 8 muestras (M) visualizadas en la Figura 8. La M1
fue la fraccion que se recogio al pasar la muestra del extracto de proteina His-tag-A60Sa-SrtA-
LPET4G soluble y que no se pegado en la columna Ni-NTA. La fijacién de la proteina His-tag-
A60Sa-SrtA-LPET4G en la columna Ni-NTA se basé en las interacciones entre el Ni?*, ion
metalico de transicion, y las cadenas laterales del H (Bornhorst & Falke, 2000). Las interacciones
se generaron porque los grupos donantes de electrones en el anillo de imidazol de la H forman
facilmente enlaces de coordinacion con el Ni?* (Bornhorst & Falke, 2000). La M1 mostr6 un
patron de bandas de diferentes PM, las bandas de PM de 25 y 23 KDa correspondieron a la proteina
His-tag-A60Sa-SrtA-LPET4G en su forma lineal y ciclada (exceso de proteina no fijada), pero las
otras bandas correspondieron a proteinas inespecificas que se produjeron en el medio de cultivo.
Las M2-M6 fueron las fracciones de lavado de la columna para eliminar el exceso de las muestras
de la proteina His-tag-A60Sa-SrtA-LPET4G que no se fijo en la columna. La M7 contuvo la
proteina purificada His-tag-A60Sa-SrtA-LPET4G que se liberé al adicionar el Buffer de escision
(Tris—HCI, pH 7.6, NaCl, imidazol, y 2-BME imidazol), porque el imidazol del Buffer de escision
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tiene una fijacion mayor por el Ni** que la His-tag de la proteina permitiendo la elucién de la
proteina His-tag-A60Sa-SrtA-LPET4G (Bornhorst & Falke, 2000). La M7 presento la proteina
His-tag-A60Sa-SrtA-LPETAG purificada en sus 2 formas: lineal con una banda de PM de 25 KDa
y ciclada con una banda de PM promedio entre 23 KDa al igual que en la Figura 7 de la seccion
3.3. La M8 fue el lavado final de la columna. Este ensayo se realizé para verificar la correcta
complementariedad del sistema de purificacion basado en la proteina de fusién His-tag-A60Sa-
SrtA-LPETA4G con la columna Ni-NTA de IMAC que permitié posteriormente la purificacion de
proteina 4G-NcGRA7.

94,40 KDa

66,20

45,50

31,00
His-tag-A60Sa-SrtA - His-tag-A60Sa-SrtA -LPETAG
LPET4G lineal. 25 KD lineal. 25 KDa
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is-tag-A60Sa-SrtA -LPET4AG
LPETA4G ciclada. 23 KDa

21,50 ciclada. 23 KDa

14,40

Figura 8: SDS-PAGE al 12%.de las diferentes fracciones de purificacion mediante IMAC de la
proteina His-tag-460Sa-SrtA -LPET4G.

*M1: Muestra 1: No pegado. M2-M6: Muestras 2-6: Lavados. M7Muestra 7: La proteina His-tag-460Sa-SrtA -
LPETA4G liberado. M8: Lavado MP: marcador de peso molecular

3.5 Expresion de las proteinas His-tag-A60Sa-SrtA-LPET4G-NcSAG4 y His-tag-A60Sa-SrtA
-LPET4G-NcGRA7, 4G-NcGRA7 y 4G-NcSAG4

La expresion de la proteina de fusién His-tag-A60Sa-SrtA-LPET4G-NcSAG4 y His-tag-A60Sa-
SrtA -LPET4G-NcGRAY7 se realiz6 en la cepa de E. coli Rosetta 2 (DE3) utilizando los plasmidos
PET-S4G-NcSAG4 y pET-S4G-NcGRAY se visualizaron en la Figura 9. En el carril 1y 2 (Cly
C2) se coloco la muestra correspondiente a la proteina His-tag-A60Sa-SrtA-LPET4G-NcSAGA4.
En estos carriles se observaron bandas de diferentes PM, las bandas ya conocidas fueron las de
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PM de 23 y 25 KDa correspondientes a la proteina His-tag-A60Sa-SrtA-LPETA4G ciclada y lineal;
sin embargo, se esperaba encontrar 2 bandas: la primera banda de PM promedio de 19 KDa
(Aguado et al., 2008), correspondiente a la proteina 4G-NcSAG4 y la segunda banda alrededor de
los 42-44 KDa correspondiente a la proteina de fusion His-tag-A60Sa-SrtA-LPET4G-NcSAG4
pero no fueron evidenciadas. La ausencia de las bandas se debi6 a que la proteina NcCSAG4 es su
forma nativa es insoluble y se agrega en cuerpos de inclusion que se precipitaron (Aguado et al.,
2008) y por ello no se presentaron en el sobrenadante del extracto de proteinas. Sin embargo, se
planted esta proteina como diana de purificacion porque el sistema de purificacion basado en la
actividad enzimatica de la A60Sa-SrtA favorece la expresion de las proteinas en forma soluble (Li,
2011), pero la proteina His-tag-A60Sa-SrtA-LPET4G-NcSAG4 no mejord su solubilidad y
compartié las condiciones nativas de la proteina NcSAG4. Por estas razones, la proteina His-tag-
A60Sa-SrtA-LPET4G-NcSAG4 no hubiese sido compatible para la purificacion por IMAC
debido que al ser insoluble ocluirian la His-tag (Bornhorst & Falke, 2000) evitando la interaccion
del His-tag con Ni-NTA de la columna. Una alternativa para la obtencion de la proteina His-tag-
A60Sa-SrtA-LPETAG-NcSAG4 hubiese sido la lisis de los cuerpos de inclusion (Aguado et al.,
2008), pero esto conllevaba la realizacion de ensayos para caracterizar las soluciones necesarias
para la lisis y establecer las respectivas concentraciones que permitieran la liberacion de la
proteina. Sin embargo, existia la posibilidad de perder la actividad enzimética de la A60Sa-SrtA
debido al proceso de lisis y por estas razones se descartaron los ensayos.

En los carriles 3y 4 (C3 y C4) de la Figura 9 se coloco el extracto de la proteina His-tag-A60Sa-
SrtA-LPET4G-NcGRAT. En estos carriles se observaron bandas de diferentes PM, las bandas de
PM de 23 y 25 KDa correspondientes a la proteina His-tag-A60Sa-SrtA-LPET4G ciclada y lineal,
también se observaron 2 bandas: la primera de PM de 33 kDa represent6 la proteina 4G-
NcGRA7(Aguado et al., 2010) y la segunda banda de PM de 50 kDa correspondié a la proteina
fusionada His-tag-A60Sa-SrtA-LPET4G-NcGRA7, el PM de la segunda banda se correlaciono
con la suma de los PM de las proteinas: His-tag-A60Sa-SrtA-LPET4G (23-25 KDa) y NcGRA7
(24-33KDa)(Aguado et al., 2008) que lo conformaban. La presencia de las bandas que
correspondieron a la proteina His-tag-A60Sa-SrtA-LPET4G (23-25 KDa) y 4G-NcGRA7 (33
KDa) nos confirmaron la actividad endopeptidasa de A60Sa-SrtA pero ademas nos indico que esta
actividad estuvo autoinducida de forma basal durante el crecimiento del cultivo bacteriano (Mao,
2004), y es un inconveniente que presenta el sistema debido a que la actividad de endopeptidasa
de A60Sa-SrtA es inducible, moderada y no se suprime completamente durante la expresion de
proteinas, lo que causa una escision de la proteina de fusion no deseada en una fase temprana (Li,
2011). Para mejorar la estabilidad de la proteina de fusion, Mao (2004) realiz6 una A60Sa-SrtA
mutante en la que cambio el Triptéfano 194 (W194) por la A, proporcionado estabilidad a la
proteina de fusion durante la expresion y purificacion, y ayuda a disminuir la transpeptidacion que
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genera productos ciclados (Li, 2011; Mao, 2004), sin embargo el tiempo requerido para la escision
aumenta notablemente y por lo tanto estos ensayos podrian realizarse en otro estudio.
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* 66,20
His-tag-A60Sa-SrtA-LPET4G-
NCGRA7. 50 KDa 45,00

4G-NCcGRA7. 33 KDa— _Sub St Si60
His-tag-A60Sa-SrtA-LPET4G —_
lineal. 25 KDa .
/"‘ IR - —

His-tag-A60Sa-SrtA-LPET4G 20
ciclada. 23 KDa 14.40

Figura 9: SDS Page al 12% de las proteinas His-tag-460Sa-SrtA -LPET4G y 4G-NcGRA7, 4G-
NcSAG4 y 4G-NcGRA7expresadas en la cepa E. coli Rosetta 2 (DE3)

*C1-C2: Carril 1-2. Muestra de la proteina de fusion His-tag-A60Sa-SrtA -LPET4G-NcSAG4. C3-C4: Carril 3-4.
Muestra de la proteina de fusion His-tag-A60Sa-SrtA-LPET4G-NcGRA7. MP: Marcador de peso molecular.

3.6 Purificacion de la proteina 4G-NcGRA7

La purificacion de la proteina 4G-NcGRA7 se realiz6 en base a la actividad endopeptidasa de la
A60Sa-SrtA y la IMAC y se visualizé en la Figura 10. La M1 fue la fraccion que se recogio al
pasar la muestra del extracto de proteina His-tag-A60Sa-SrtA-LPET4G-NcGRAT7 por la columna
y que no se fijo en la Ni-NTA. La proteina de fusion His-tag-A60Sa-SrtA-LPET4G-NcGRAY se
fijo a la columna Ni-NTA por las interacciones moleculares mencionada en la seccion 3.4
(Bornhorst & Falke, 2000). La M1 mostré un patron de bandas de diferentes PM, las bandas de
PM de 25 y 23 KDa corresponde a la proteina His-tag-A60Sa-SrtA-LPET4G en su forma lineal y
ciclada. La banda de PM de 50 KDa representa la proteina de fusién His-tag-A60Sa-SrtA-
LPET4G-NcGRA?7. Esta proteina fue objetivo de la actividad endopeptidasa de A60Sa-SrtA que
reconocio el motivo consenso LPET4G y cortd entre la T y G (Mao,2004). La proteina escindida
presenta 4G extras en el extremo N-terminal de su secuencia aminoacidica, 4G-NcGRA7, debido
al corte proteolitico de la reaccién de escision. La banda de 30 KDa indica la proteina 4G-NcGRA7
fue autoescindida en el medio de cultivo al igual que en la seccion 3.5. Las otras las bandas
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desconocidas correspondieron a proteinas inespecificas que se producen en el medio de cultivo.
Las M2-M5 fueron las fracciones de lavado de la columna para eliminar el exceso de las muestras
del extracto de la proteina que no se fijo en la columna. La M6 fue la fraccion mas importante del
ensayo ya que corresponde a la proteina 4G-NcGRAT7 purificada, esta proteina contiene 4G extra
por la reaccion de escision mediada por la A60Sa-SrtA en la que se escindio el motivo consenso
LPETAG entre los aminodcidos T y G de la proteina His-tag-A60Sa-SrtA-LPET4G-NcGRA7
(Mao, 2004). La reaccion se potenci6 al afiadir el buffer de escision (20mM Tris—HCI, pH 7.5,
50mM, NaCl, 5mM BME, 5mM CaClz, and 5mM Glis), el cual tenia Ca®*, cofactor de la enzima,
que acelera la actividad A60Sa-SrtA, y la Glis, reactivo nucleodfilo aceptor de la reaccion de
escision y ayuda a disminuir la reaccion de transpeptidacion y disminuye la formacion de proteinas
de fusion cicladas(Mao, 2004). La presencia de las G extras en el N-terminal es una desventaja de
este método de purificacion (Fasehee et al., 2018; Proft, 2009), sin embargo, se desconoce si estos
residuos aminoacidicos (4G) alteren la actividad enzimatica de las proteinas purificadas por falta
de estudios sobre el tema; aun pudiesen alterar la conformacion estructural de las proteinas
obtenidas. La problemética se presenta porque al ser una etiqueta tan pequefia su remocién es
dificil (Fasehee et al., 2018). Por ello no seria deseable el uso de este método de purificacion para
proteinas en las cuales se desea realizar la caracterizacion estructural ya que podria alterar su
conformacién. La M7 representa una fraccion de lavado previo a la elucion de His-tag-A60Sa-
SrtA-LPET.

La M8 presento la proteina His-tag-A60Sa-SrtA-LPET, fraccion restante de la proteina de fusion
His-tag-A60Sa-SrtA-LPET4G-NcGRAY en sus 2 formas: lineal (25KDa) y ciclada (23 KDa), que
se queda unida al Ni-NTA de la columna. La fraccion de His-tag-A60Sa-SrtA-LPET se eluyo por
la accién del imidazol del buffer de elucién. La M9 fue el lavado final de la columna. La presencia
de proteina purificada 4G-NcGRAY7 visualizada en M7 de la Figura 10 demostrando la efectividad
del sistema de purificacion mediado por A60Sa-SrtA para obtener una proteina pura. Demostrando
la efectividad del método de mediado por A60Sa-SrtA para la purificacion de las proteinas
recombinantes y la validacion de la construccion del vector para la expresion de un sistema de
purificacion con actividad endopeptidasa para la obtencion de proteinas recombinantes puras. La
A60Sa-SrtA ha permitido obtener proteinas con una pureza de entre 98-99%
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Figura 10: SDS-PAGE al 12%.de las diferentes fracciones de purificacion mediante IMAC de
la proteina 4G-NcGRA7

*M1: No pegado. M2-M5: Lavados .M6: Proteina 4G-NcGRA7 purificada. M7: Lavado. M8: La proteina His-tag-
A60Sa-SrtA-LPET eluida. M9: Lavado IMAC. MP: marcador de peso molecular

3.7 Inmunodeteccion de los anticuerpos por el método ELISA mediante la proteina 4G-
NcGRA7

El ensayo inmunodiagnostico en formato de ELISA para identificar la presencia de N. caninum en
muestras de animales infectados utilizando la proteina 4G-NcGRAT7 para determinar su capacidad
antigénica no genero resultados 6ptimos esto se debid probablemente al deterioro de las muestras
utilizadas. Para verificar este ensayo en estudios posteriores deberan conseguirse muestras recién
obtenidas infectados con N. caninum o utilizar un anticuerpo especifico con la proteina NcGRA?7.
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4. CONCLUSIONES:

Al finalizar el estudio pudimos llegamos a las siguientes conclusiones:

Las construcciones de los plasmidos pET15-SrtA, pET-S4G, pET-S4G- NcGRA7 y pET-S4G
NcSAG4 fueron exitosas y permitieron la expresion de las proteinas de fusion His-tag-A60Sa-
SrtA, His-tag-A60Sa-SrtA-LPET4G, His-tag-A60Sa-SrtA-LPET4G-NcGRA7 His-tag-A60Sa-
SrtA-LPET4G-NcSAG4 y esto demostro la funcionalidad de los vectores de expresion.

Las dificultades para demostrar la expresion de la proteina His-tag-A60Sa-SrtA-LPET4G-
NcSAG4 se debid a las condiciones nativas que presenta la proteina diana y que afectd el sistema
de fusion completo. La insolubilidad de la proteina 4G-NcSAG4 impidi6 su purificacion por la
actividad endopeptidasa de la A60Sa-SrtA y la IMAC. Por ello, para seleccionar la proteina diana
que deseamos purificar debemos realizar un estudio preliminar para conocer las caracteristicas
intrinsecas de esta proteina como la solubilidad en el sistema de expresion de estudio y la secuencia
aminoacidica para verificar la ausencia de secuencias internas semejantes al motivo consenso
LPXTG que pudieran ocasionar escisiones no especificas por la actividad endopeptidasa de
A60Sa-SrtA.

La obtencion de la proteina de Neospora caninum 4G-NcGRAY7 purificada a partir de la proteina
de fusién His-tag-A60Sa-SrtA-LPETAG-NcGRA7 fue viable gracias a la actividad de
endopeptidasa de la A60Sa-SrtA, la utilizacion de la IMAC, las propiedades intrinsecas de esta
proteina como la solubilidad en el sistema de expresion E. coli Rosetta 2 (DE3) que facilit6 su
extraccion del cultivo bacteriano. Esto demuestra que se construyo con éxito un sistema de fusion
para expresar y purificar proteinas recombinantes no etiquetadas mediante un solo paso de
cromatografia.

5. PERSPECTIVAS FUTURAS:

Estudios posteriores podrian enfocarse en la generacion de un sistema de purificacion
autoescindible basada en la actividad endopeptidasa de la Sa-SrtA de proteinas con actividad
enzimatica para evaluar la funcionalidad de la proteina purificada. También podria optimizar y
estandarizar la purificacidn a través de este sistema utilizando la Sa-Srta mutante W194A de Mao
(2004) por presentar una proteina de fusion mas estable y un mejor control de la autoescision y la
transpeptidacion debida a la actividad enzimatica de la Sa-SrtA autoinducible.

6. AGRADECIMIENTOS:

Este trabajo se realiz6 gracias a la Direccion de investigacion de la Universidad de Cuenca y en
el marco de un programa conjunto de posgrados VLIR NETWORK.
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