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Abreviaturas
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Resistencia a Kanamicina

Cultivo de lisogenia (del inglés Lysogeny Broth)

S. aureus resistente a meticilina (del inglés Methicillin
Resistant Staphylococcus aureus)
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Proteinas de union a penicilina (del inglés Penicillin

Binding Proteins)

Solucion amortiguadora fosfato salina (del inglés
Phosphate Buffered Saline)
Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (del inglés

phenylmethylsulfonyl fluoride)
n-Dodecyl-3-D-Maltosido
Revoluciones por minuto
Ultravioleta

Transmembrana

Lamina 3
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2. Resumen

Las proteinas BlaR1l y MecR1, estan involucradas en la induccion de la
resistencia a antibidticos B-lactamicos en cepas de Staphylococcus aureus resistes a
meticilina (MRSA). La funcion de estas proteinas esta relacionada con la deteccion
del antibidtico presente en el medio y la posterior transmision de una sefial hacia el
interior celular, desencadenando la expresion de una B-lactamasa (PC1), a partir de
la induccion del operdn bla, responsable de la hidrdlisis de los antibidticos B-
lactamicos, y de una PBP de menor afinidad por los antibidticos B-lactamicos
(PBP2a), expresada a partir de la induccién del operon mec. BlaR1 y MecR1 son
posibles blancos para el disefio de inhibidores que puedan emplearse
conjuntamente con los antibidticos p-lactamicos. Por lo tanto, en este proyecto
pretendemos identificar los determinantes estructurales que dan lugar a la
transduccion de la sefial en las proteinas MecR1 y BlaR1, dando lugar a la

manifestacion de resistencia.

Debido a la dificultad para lograr la sobre-expresion, solubilizacion vy
purificacion de las proteinas BlaR1 y MecR1, actualmente se desconocen las
estructuras cristalograficas de las mismas. Por lo tanto, en el presente trabajo, se
evaluo la sobre-expresion de diferentes versiones de las proteinas BlaR1 y MecR1,
fusionadas a otras proteinas de alta solubilidad o a otras proteinas de membrana. Se
logré sobre-expresar la proteina BlaR1JH1, una version trunca de la proteina BlaR1
gue carece de las primeras tres hélices transmembrana, como fusion a la proteina
Mistic. Se verificd su localizacion en membrana y se puso a punto la solubilizacion y
purificacion de la misma. Ademas, pudo demostrarse la localizacion extracelular del
dominio sensor en esferoplastos de E. coli BL21Star™ (DE3). Podriamos decir, que
se ha logrado por primera vez en diez afios de trabajo, sobre-expresar en membrana
una de las versiones mas largas reportadas de la proteina BlaR1 y demostrar que
posee un dominio sensor funcional. También, se ha logrado sobre-expresar la

proteina CytMecR1 fusionada a eGFP y se ha verificado su insercion en membrana.



3. Introduccidon

3.1. Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA)

La bacteria Gram-positiva Staphylococcus aureus es la principal causa de
infecciones intra- y extra-hospitalarias®®. En el ambiente hospitalario, S. aureus es
la causa mas frecuente de infecciones quirdrgicas, de tracto respiratorio inferior, y
cardiovasculares*®. Ademas, es la segunda causa mas comln de neumonia
asociada a ambientes hospitalarios y de infecciones sanguineas. Los antibiéticos -
lactdmicos han mostrado histéricamente una potente actividad contra S. aureus lo
cual, sumado a su baja toxicidad y alta tolerancia, los convierte en los agentes de
eleccion para el tratamiento de infecciones causadas por estos organismos. Sin
embargo, S. aureus presenta una elevada capacidad de desarrollar resistencia a los
antibidticos B-lactamicos. Las primeras cepas resistentes a la penicilina aisladas
expresaban una p-lactamasa, capaz de inactivar al antibiético. En 1969, un afio
después de la introduccién del antibiético B-lactamico meticilina (resistente a la
hidrdlisis por B-lactamasas) al tratamiento clinico de infecciones por S. aureus en
Estados Unidos, se aislaron cepas resistentes al mismo. Las cepas se denominaron
MRSA, por las siglas en inglés correspondientes a S. aureus resistente a meticilina.
En los ultimos afos, la creciente prevalencia de infecciones intra- y extra-
hospitalarias causadas por MRSA ha generado gran preocupacion®’®°. MRSA es un
problema creciente en América Latina, tanto en el ambiente hospitalario como en la
comunidad; ya es la principal causa de infecciones hospitalarias en América Latina,
y el nimero de reportes de infecciones adquiridas en la comunidad esta en
aumento™. Las infecciones por MRSA en nosocomios han sobrepasado el 50%, en
casi la mitad de los paises en que se esta realizando un seguimiento epidemiol6gico
de la misma’. MRSA constituye méas del 50% de los aislamientos de la especie a
nivel hospitalario en la regién centro-este de Argentina, observandose un claro
incremento también a nivel comunitario (MRSA-CA)***3. El MRSA-CA es hoy en dia
el agente etiologico identificable mas frecuente en infecciones de piel y tejidos

blandos'?*4,.

El desarrollo de resistencia a los antibidticos B-lactamicos, generalmente

concurrente con la adquisicion de resistencia a otros agentes antibacterianos,



representa un gran desafio para la prevencion y el tratamiento de infecciones por S.
aureus™. La situacién resulta mas preocupante aun dado el extremadamente
reducido niumero de nuevos compuestos en etapas avanzadas de desarrollo clinico
para el tratamiento de infecciones causadas por bacterias resistentes, incluyendo
MRSA'®. Las empresas farmacéuticas han reducido marcadamente su inversion en
el desarrollo de nuevos compuestos con actividad antibacteriana. En ese sentido, la
comunidad cientifica, la industria en Estados Unidos y en Europa, estan intentando
unir esfuerzos para incrementar la inversion en la busqueda de nuevos compuestos
antibacterianos, dirigidos a nuevos blancos, o a los blancos tradicionales pero que

sean capaces de eludir el mecanismo de resistencia ya existente®’.

3.1.1. Mecanismos de resistencia a antibiéticos B-lactamicos de
MRSA
Los antibidticos B-lactamicos bloquean la sintesis de la pared celular
bacteriana a través de la inhibicion de la actividad transpeptidasa de las PBPs (por
las siglas en inglés correspondientes a Proteinas de Union a Penicilina). En
particular, impiden la formacién de puentes peptidicos entre hebras de glicanos
adyacentes (crosslinking). S. aureus posee dos mecanismos primarios de resistencia
a los antibidticos p-lactamicos: la expresion de la B-lactamasa, PC1, capaz de
hidrolizar el anillo B-lactdmico, inactivandolo, y la adquisicién del gen que codifica
para una PBP, PBP2a, que presenta menor afinidad por estos compuestos y que por
lo tanto, no es inhibida por concentraciones clinicas de los mismos'®. PBP2a
permanece activa en presencia de concentraciones de antibioticos p-lactamicos ante
las cuales la actividad transpeptidasa de las PBPs enddgenas se encuentra inhibida,
y sustituye a las mismas en la sintesis de la pared celular. De esta manera permite el

crecimiento de las bacterias en presencia de estos compuestos.

Los genes adquiridos por S. aureus que le confieren resistencia a B-
lactamicos forman parte de los operones bla y mec'®. El operén bla esté constituido
por el gen blaZ, que codifica para la B-lactamasa PC1, y los genes blaR1 y blal que
codifican para las proteinas reguladoras BlaR1 y Blal, respectivamente. El operén
mec esta compuesto por el gen mecA, gue codifica para PBP2a, y los genes mecR1
y mecl que codifican para las proteinas reguladoras MecR1 y Mecl, respectivamente

(Figura 3.1). Recientemente se determin6 que un cuarto gen forma parte del operén



mec, mecR2, el cual codifica para el anti-represor MecR2?%%!, Los dos sistemas son
similares en estructura y funcién®’, pero mantienen identidades independientes:

exhiben co-represién pero no co-induccion?.
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Las proteinas Blal y Mecl son proteinas de unién a ADN que reprimen la
transcripcion de los genes de los operones mediante union a las regiones
operadoras (Figura 3.2)'%%2°_ Se cree que el sistema de regulacién para el sistema
mec es igual al mecanismo propuesto para el sistema bla, mejor caracterizado hasta
el momento. BlaR1 y MecR1 son proteinas de membrana, se ha propuesto que
presentan un dominio extracelular sensor que detecta al antibidtico B-lactamico
presente en el medio (Figura 3.2)**?’. Estas proteinas transmitirian una sefial al
citoplasma que resultaria en la transcripcion de los genes de resistencia. En
presencia de B-lactdmicos, un residuo de serina en el dominio sensor extracelular de
BlaR1 (S389) y MecR1 (S391) es acilado por el antibiotico, de manera irreversible
para el tiempo de duplicacion de la bacteria. Existe controversia respecto al
mecanismo a través del cual esta modificacion covalente es transmitida al dominio
citoplasmatico de las proteinas sensoras, existiendo evidencias a favor y en contra
de un cambio conformacional en el dominio sensor®*?*2°, Se ha demostrado que el
dominio citoplasmatico activado de BlaR1 presenta actividad proteolitica,

responsable de un evento de auto-protedlisis y de la degradacién de la proteina



represora Blal**3%2, Estudios recientes, también han propuesto la participacion de
otra proteina, aun no identificada, en la activacion del dominio sensor de BlaR1 en
respuesta al antibiotico, ya que se ha demostrado que al mutar el residuo S389 del
dominio sensor, la acilacién del mismo por el antibi6tico no es necesaria para activar
al dominio metalo-proteasa, debido a que la capacidad de auto-proteolizarse y de
degradar Blal se mantuvo en la mutante incapaz de unir al antibidtico. Es decir que,
BlaR1 expresada en la membrana de E. coli presenta la capacidad de proteolizar a
Blal, pero dicha actividad es baja y no inducible por B-lactamicos. Se ha propuesto
gue la kinasa Stk1l podria participar en la activacion del sistema bla a través de la
fosforilacion de BlaR1*. En el caso del sistema mec, existen evidencias que indican
qgue la proteina represora Mecl no seria degradada directamente por MecR1, sino
por otras proteasas de la célula, proceso que seria favorecido por la union de la
proteina MecR2'®2%%1 | a fragmentacién de Blal/Mecl da lugar a la reduccion de la
concentracion citoplasmatica de la forma activa de estas proteinas represoras, y asi
a la transcripcion de los genes del operdn en presencia de antibiéticos B-lactamicos,
con la consecuente manifestacién del fenotipo de resistencia. Si bien los sistemas

bla y mec presentan profundas similitudes a nivel genético, existe una significativa

diferencia temporal en la expresion de los dos sistemas y en el mecanismo de
23,34
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Los sistemas descriptos tienen importantes implicancias en la resistencia a

antibioticos en S. aureus, pero aun no se comprende en detalle los mecanismos



moleculares involucrados en la transduccion de sefial en estos sistemas. Una de las
dificultades radica en la expresion de las proteinas sensoras/transductoras BlaR1 y
MecR1, las cuales son proteinas de membrana, para su estudio bioquimico y
biofisico. La comprension del mecanismo de transduccion de sefial empleado por
estas proteinas sensoras/transductoras es de sumo interés dado que las mismas
son posibles blancos para el disefio de inhibidores que puedan emplearse

conjuntamente con los antibiéticos B-lactamicos actualmente disponibles.

3.2. Rol de la proteina sensoral/transductora BlaR1

La proteina de membrana BlaR1 de S. aureus NRS128, es una proteina de
585 aminoacidos, conformada por un dominio sensor en el extremo C-terminal,
ubicado en el espacio extracelular, un dominio citoplasmético con un motivo
HaosEXXH caracteristico de metalo-proteasas de zinc® y, segin el consenso

general, cuatro dominios transmembrana que anclan la proteina a la misma.

Se ha demostrado que, luego de la union no-covalente del antibidtico (-
lactdmico al dominio extracelular de BlaR1, ocurre un evento catalitico que resulta
en la formacion de un aducto covalente enzima-antibiético debido a la acilacion de
la Ser-389, concominante con la apertura del anillo B-lactdmico. El residuo esencial
que promueve la acilacion de la serina por parte del antibiético es una N°*-
carboxilisina, obtenida por la reaccién del grupo amino perteneciente a la cadena
lateral del residuo de Lys-392 con dioxido de carbono. La posterior N-
decarboxilacion de la lisina, permite la formacién de una especie acilada de la
proteina muy estable®® (Figura 3.3).

Hasta el momento, se ha logrado solubilizar y cristalizar Gnicamente el
dominio sensor de BlaR1 (BlaR®). Se cree que este dominio esta relacionado
evolutivamente con las B-lactamasas de clase D, aunque se asemeja a las PBP por
la formacion del complejo estable con el antibidtico B-lactdmico, como se mencioné
anteriormente. Se ha demostrado que la diferencia funcional que poseen estas dos
proteinas, a pesar de su similitud estructural, se debe a la naturaleza del residuo
ubicado en la posicibn 439 de BlaR1l. En el caso de BlaR1l se trata de una
asparagina o una treonina, en donde, la cadena lateral de estos aminoacidos se une

por puente de hidrogeno a la Lys-392 N-carboxilada, permitiendo la acilacion de la



Ser-389. En cambio, en el caso de las B-lactamasas de clase D, en la posicién 439
se encuentra un aminoacido hidrofébico (valina o isoleucina), que permitie la
formacion de un puente de hidrégeno alternativo entre la Ser-389 activa y la Lys-392
N-carboxilada. Estas diferencias en las interacciones conllevan a una diferencia

funcional de estas proteinas®
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Figura 3.3. Mecanismo de reaccion involucrado en la union del antibioético B-lactamico
al dominio sensor de BlaR1%®. La Lys-392 de BlaR1 y la lisina correspondiente en las B-
lactamasas de clase D tienen que estar N-carboxiladas para que la proteina sea funcional.
La N-carboxilacion de la Lys-392 promueve la acilacién de la Ser-389 por el antibiético
(etapa Il). La N-decarboxilacion de la Lys-392 en el intermediario acil-enzima es la especie
final para BlaR1 (paso IIl). En las B-lactamasas de clase D, y en la mutante BlaR® N439V del
dominio sensor de BlaR1, la lisina vuelve a ser N-carboxilada y la misma participa en la de-
acilacion (paso V), para completar un ciclo catalitico, liberandose el antibidtico 3-lactamico
hidrolizado y regenerandose la enzima.

En cuanto al efecto de la union del antibiético al dominio sensor de S. aureus,
la comparacion de los espectros de dicroismo circular y de Infrarrojo (FTIR) del
dominio libre y unido al antibiético, muestran cambios en el contenido de estructura
secundaria, es decir, sugieren un cambio conformacional®*?. Sin embargo, las
estructuras cristalogréaficas obtenidas hasta el momento de la forma libre y acilada
del dominio sensor, no muestran cambios conformacionales®=’. Esta controversia
acerca de la existencia de cambios conformacionales en el dominio sensor en
respuesta a la unién covalente del antibidtico, ha llevado a proponer que la

transduccion de la sefial podria estar iniciada por interacciones diferenciales entre



los bucles extracelulares del dominio metalo-proteasa y el dominio sensor. A su vez,
estudios realizados en la proteina homologa BlaR1 de Bacillus licheniformis, también
sugirieron que la unién del antibiético B-lactamico al extremo C-terminal de BlaR1
(dominio sensor, BlaR®), genera un cambio conformacional significativo y se propuso

que este evento jugaria un rol importante en el proceso de transduccion de la sefial.

A pesar de muchas incertezas, se sabe que el dominio sensor es el
encargado de detectar la presencia del antibiético B-lactamico en el espacio
extracelular y que el extremo N-terminal de BlaR1 (dominio citoplasmatico), es el
responsable del primer paso de sefializacibn en el espacio citoplasmatico. La
transmision de la presencia del antibiético detectada por el dominio sensor al
dominio citoplasmatico, requiere de una interaccion cercana entre estos dos
dominios. Estudios de phage-display realizados en BlaR1 de B. licheniformis
permitieron proponer que el bucle extracelular que une el segundo y tercer segmento
transmembrana, denominado bucle L2 (Figura 3.4), interactuaria con el dominio
sensor. Estos estudios indicaron que esta interaccion se veia perturbada ante la
acilacion del dominio sensor por el antibidtico p-lactamico y se ha propuesto que la
pérdida de dicha interaccion seria la sefial que da lugar a la activacion del dominio

citoplasmatico>®.

Figura 3.4. Topologia de
wemoe | Membrana de  la proteina
DOMAIN sensora/transductora BlaR1 de

Bacillus licheniformis®.
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DOMAIN
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DOMAIN

Al estudiar mediante RMN, la interaccién entre BlaR® de S. aureus y una
version trunca soluble del bucle L2 (residuos 79-105) se determind que se trata de
una interaccion de baja afinidad (Kp = 1 mM) y que no se ve significativamente

perturbada luego de que el dominio sensor es acilado por el antib6tico®. Este dltimo



estudio, indica que la transduccion de la sefial en S. aureus no estaria dada por una
interaccién diferencial del bucle L2 con el dominio sensor, segun el antibibtico se

encuentre unido o no al mismo.

Como se menciond anteriormente, el dominio citoplasmatico de BlaR1, posee
un motivo caracteristico de metalo-proteasas. Se determin6 que BlaR1l es
susceptible a un evento de auto-protedlisis, generando dos fragmentos asociados a
membrana. Uno de ellos es un fragmento C-terminal que incluye al dominio sensor
extracelular, BlaR1 284-585 (36,6 kDa) o BlaR1_294-585 (35,4 kDa), resultantes del
clivaje luego de los aminoacidos 283°° o 293!, respectivamente. Si bien hay
diferencias segun el grupo de trabajo en la posicién del corte, en ambos casos el
fragmento C-terminal resultante incluye la cuarta hélice transmembrana predicha
seguida del dominio sensor, y este fragmento seria reminiscente de los precursores
de B-lactamasas, teniendo en cuenta la homologia estructural del dominio sensor de
BlaR1 con B-lactamasas de clase D. Ademds, se comprob6é que al mutar los
residuos del motivo de union a zinc, H201 y H205, o el aminoacido E202 (que
tendria el rol de base general, activando a una molécula de agua para el ataque
nucleofilico sobre el enlace peptidico), todos ellos por el residuo alanina, no se
evidencia la presencia de los fragmentos de degradacién, indicando actividad auto-

proteolitica®"%2.

A partir de estudios de la activacion temporal del sistema bla en diferentes
cepas de S. aureus, también se ha detectado otro fragmento de degradacion,
BlaR1_332-558 (31 kDa), proveniente de un segundo evento de protedlisis en un
sitio especifico, catalizado por una Peptidasa Sefial de Tipo I, que da lugar a la
liberacién del dominio sensor al medio de cultivo®. Se postuld, que este fragmento
podria ser el resultado de la accion de la Peptidasa Sefial sobre los fragmentos C-
terminales de aproximadamente 36 kDa, reminiscentes de los precursores de -
lactamasas. Se cree, que estos eventos de protedlisis observados en BlaR1
permitirian regular la cantidad de proteina sensora que se acumula en la membrana
luego de la induccion del sistema y por lo tanto, seria un mecanismo para eliminar la
proteina sensora activada, una vez que se ha eliminado el antibiético B-lactamico del

medio (mecanismo de apagado del sistema).
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Se han propuesto dos hipoétesis con respecto al evento de auto-protedlisis de
BlaR1. Por un lado, se postulé que este evento seria necesario para la degradaciéon
de Blal y la consecuente activacion del sistema®’. Por otro lado, se propuso que la
actividad auto-proteolitica basal actuaria como un regulador de la cantidad de
proteina acumulada en membrana y un mecanismo de eliminacién de la proteina
BlaR1 activada una vez que se elimind el antibiético. En este Ultimo modelo
propuesto, la capacidad de BlaR1 de degradar a Blal, no dependeria de la previa
auto-protedlisis del dominio sensor. Se postula que la activacion del dominio
citoplasmatico de BlaR1 para degradar rapidamente a Blal, dependeria de algun otro
mecanismo aun desconocido, presumiblemente, una interaccion diferencial de un
bucle extracelular con el dominio sensor activado que desate un cambio en la

30,32

actividad del dominio citoplasmatico o el evento de fosforilacion®3.

3.3. Topologia de la proteina de membrana sensora/transductora

BlaR1 de B. licheniformis

Una de las mayores dificultades al momento de intentar comprender los
mecanismos de transduccién de la sefial, los cuales dependen del numero, de la
direccionalidad y del ensamblado de los segmentos transmembrana de la proteina
transductora, esta relacionada con la sobre-expresion de estas proteinas de
membrana, para su posterior estudio bioquimico y biofisico. Hasta el momento, no
se ha logrado purificar la proteina BlaR1 de forma completa en cantidades
suficientes para ser cristalizada y de esta forma poder dilucidar su estructura. Por
esta razon, la topologia de la proteina BlaR1 seria de suma utilidad para poder
obtener mas informacion acerca de los mecanismos involucrados en la transmision

de la sefal en respuesta a la presencia de antibiéticos B-lactamicos.

Se ha reportado el estudio de la topologia de la proteina BlaR1 de Bacillus
licheniformis, que permitiria determinar la localizacion de los bucles que unen los
distintos segmentos transmembrana, que podrian estar involucrados en la
transmision de la sefal. En el mismo, se llevd a cabo la prediccion de hélices
transmembrana (TM), obteniéndose cinco hélices posibles. De estas cinco hélices
TM predichas, cuatro de ellas tuvieron mayor probabilidad de acuerdo al punto de
corte de los algoritmos empleados, TM1, TM2, TM3 y TM4 (Figura 3.4). Se

generaron distintas versiones truncas de las proteina, en las cuales se fusiono en su
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extremo C-terminal y luego de cada dominio transmembrana predicho, una B-
lactamasa (TEM), y se evaluo la capacidad de conferir resistencia a antibiéticos 3-
lactamicos®. Para esto, se determinaron las concentraciones inhibitorias minimas
(CIM) del antibiético al ser incubado con células transformadas con las distintas
versiones truncas de BlaR1 fusionadas a TEM. Esta estrategia se baso en el hecho
de que solo aquellas construcciones en las cuales la (B-lactamasa se localiza en el
espacio extracelular tendrian mayor resistencia al antibiético. De esta manera se
determind, en base a las CIM obtenidas, que el bucle L1 y el bucle L3 (luego de las
regiones TM1 y TM3, respectivamente) se encuentran en el espacio citoplasmatico y
que el bucle L2 y el bucle L4 (luego de las regiones TM2 y TM4, respectivamente)
estan localizados en el espacio extracelular. Al revisar estos resultados, se observa
gue no se tuvieron en cuenta los niveles de expresion de cada construccion, los
cuales también debieron ser tenidos en cuenta para definir qué valor de CIM se
considera indicativo de actividad y cual no. Mas all4 de esto, de acuerdo a este
estudio de topologia, el dominio catalitico con el motivo HEXXH situado entre las
regiones TM3 y TM4, se encontraria en el lado citoplasméatico, mientras que el
dominio sensor (C-terminal), ubicado luego de la region TM4 se encontraria en el
espacio extracelular (Figura 3.4). Por lo tanto, el modelo propuesto para la
transduccion de la sefial de BlaR1 en B. licheniformis, se basa en el hecho de que el
dominio C-terminal sensor y el dominio metalo-proteasa se encuentran localizados
en caras opuestas de la membrana (en el espacio extracelular y citoplasmatico,
respectivamente). Este modelo ha sido extrapolado a BlaR1 de S. aureus, si bien
existen diferencias funcionales entre ambas proteinas. Por lo tanto, la topologia de

BlaR1 de B. licheniformis no es necesariamente extrapolable a S. aureus.

3.4. Estudio de la arquitectura de la proteina de membrana

sensoral/transductora MecR1

Empleando una estrategia que permite la determinacion de la topologia de
proteinas de membrana sin necesidad de purificarlas, basada en fusiones de
versiones truncas de la proteina MecR1 a la proteina fluorescente eGFP y utilizando
inserciones del sitio de reconocimiento de la proteasa TEV en la proteina completa,
el Lic. Bruno Belluzo ha logrado en nuestro laboratorio completar un estudio de la
topologia de MecR1. Este estudio muestra algunas diferencias respecto a la
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arquitectura reportada para BlaR1 de S. aureus, en base a los estudios sobre BlaR1
de B. licheniformis; modelo 1 (Figura 3.5 A). Ademas se han encarado, en
colaboraciéon con el grupo del Dr. Dal Peraro (EPFL, Suiza), estudios de modelado
por homologia y modelado molecular en membrana de BlaR1 y MecR1. Los modelos
obtenidos fueron validados contra datos totalmente independientes de contactos
residuo-residuo resultantes del andlisis de la co-evolucién de residuos en grandes
alineamientos de proteinas. En una simulacion in silico, se equilibr6 en membrana
una de las proteinas cristalizadas homologas a MecR1 y posteriormente se ajusto a
esta estructura nuestro modelo del dominio metalo-proteasa de MecR1. La primera
observacion fue que la topologia de membrana resultante no se condecia con la
obtenida a partir de las predicciones de hélices transmembrana, ni tampoco con la
topologia que fue informada en base a resultados experimentales para BlaR1 de B.
licheniformis. Un “docking” de la estructura del dominio sensor de MecR1 libre de
antibiético, en nuestro modelo del dominio metalo-proteasa, guiado por interacciones
anélogas a las reportadas empleando ensayos de RMN entre BlaR® y un fragmento
del bucle L2 del dominio integral de membrana, muestra un complejo cerrado con

una cavidad hidrofilica en su interior, modelo 2 (Figura 3.5 B).

La principal diferencia entre el modelo de topologia presentado para BlaR1 de
B. licheniformis, Modelo 1 y la arquitectura propuesta por nuestro grupo para MecR1,
Modelo 2 (manuscrito en preparacion), es que el dominio efector (gluzincina) se
encontraria soluble en el primer caso e inserto en membrana en el segundo. En
especial, un elemento distintivo es la presencia de un bucle reentrante (TM5) en
nuestro modelo. Si este bucle se encuentra efectivamente inserto en membrana, al
expresar una version minima del dominio citoplasmatico, cytMecR1, sin ningun otro
paso transmembrana fuera del putativo TM5, este podria ser suficiente para anclar la
construccion a la membrana. La proteina cytMecR1 con la mutacion E205A fue
expresada en E. coli BL21 Star™ (DE3) y se corroboré que la misma se ubicé en la
fraccion de proteinas de membrana. Estos resultados indican que el dominio metalo-
proteasa esta embebido en membrana y se propone que se encontraria anclado por

la hélice reentrante que comprende a los aminoacidos 211 a 242.
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Figura 3.5. Modelo de la
arquitectura de MecR1
completa. A. Esquema de la
topologia de MecR1 inserta
en membrana segun el
modelo presentado para el
homologo de BlaR1l de B.
licheniformis, Modelo 1. B.
Esquema de la topologia del
modelo presentado, Modelo
Periplasma 2. En azul: topologia general
del dominio metalo-proteasa
de MecR1 (celeste para el
modelo completo obtenido
por homologia, azul oscuro
para la regién sustentada
mediante datos de co-
evolucion). La esfera rosa
muestra la posicion
aproximada del ion Zn(ll). La
traza verde muestra de
manera aproximada como el
dominio sensor se inserta
para cerrar la cavidad
definida por las hélices
insertadas en membrana del

v w dominio metalo-proteasa. F1
Citoplasma s a F6: se indican las
posiciones aproximadas
donde se fusioné eGFP. C. Modelo tridimensional de MecR1. El dominio integral de
membrana tipo gluzincina se pliega generando una cavidad hidrofilica con hélices
anfipaticas que permiten la insercion en membrana. El dominio sensor cierra esta cavidad
hacia el espacio extra-citoplasmatico, de manera que se genera la proximidad espacial de
bucles de ambos dominios. Acercamiento I: Hélice-giro-hélice del TM5 (verde); extremo C-
terminal del bucle L2 (cian); bolsillo de unién al antibiético del dominio sensor (rojo). Se
muestran pares de residuos que podrian estar interactuando, y conectando el dominio
sensor con la hélice reentrante que contiene a los ligandos del metal. Acercamiento Il: sitio
activo del dominio metalo-proteasa, en la base de la cavidad hidrofilica y en estrecha
proximidad a la interfase membrana-citoplasma

S
S
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Si la arquitectura propuesta es correcta, el dominio sensor extracelular,
parcialmente embebido en membrana, seria capaz de interaccionar estrechamente
con este dominio gluzincina integral de membrana. La intercomunicacién entre
ambos dominios es evidente en esta arquitectura propuesta, sugiriendo por primera
vez una hipotesis de como seria la transduccion de la sefial luego de que el dominio
sensor de MecR1 es acilado por el antibiético p-lactamico. Se ha demostrado que la
unién del antibiotico al residuo S389 de la proteina homologa BlaR1 de S. aureus
altera la dinamica de los bucles que conectan a las hebras B5-f6 del dominio sensor.

Dado que nuestro modelo propone una interaccién entre este bucle del dominio
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sensor de MecR1 y el motivo hélice-giro-hélice (hélice reentrante) del dominio
citoplasmatico de MecR1, se propone que la interaccidén del antibiético podria ser
transmitida a través de esta hélice reentrante al sitio metalico. Una alteracion en la
coordinacion del ion Zn(ll) o en la accesibilidad del sustrato al sitio metalico podria
modular la actividad metalo-proteasa de MecR1, pasando de una actividad basal en

ausencia del antibiotico a una actividad mayor en presencia del mismo.

3.5. Utilizacion de las proteinas Mistic y eGFP para la sobre-

expresion de proteinas de membrana

El analisis estructural de proteinas de membranas se ve limitado debido a la
dificultad de obtener altos rendimientos en la produccion de la proteina, en la
solubilizacion y purificacion y por dificultades en la cristalizacion de las mismas.
Generalmente se presentan dos problemas, uno de ellos es que las proteinas deben
poseer una secuencia sefial para ser transportadas a la membrana que puede no
ser reconocida por la bacteria hospedadora y otro es que altos niveles de expresion
de proteinas de membrana que deban usar la maquinaria translocadora, pueden
interferir con la insercion en membrana de otras proteinas esenciales para el
hospedador, lo cual puede hacer que la expresion de la proteina de interés resulte
toxica para el hospedador. En respuesta a ello, podrian plantearse distintas
soluciones, como utilizar plasmidos de bajo nimero de copia con promotores débiles
para producir bajos niveles de proteinas, compensado por grandes volumenes de
cultivo; dirigir la proteina de interés a cuerpos de inclusién, proceso con bajo
rendimiento, en general, que requiere de la renaturalizacién de la misma (y de un
ensayo de actividad biol6gica para monitorear que se recupera el plegamiento
nativo); utilizar fusiones a otras proteinas, limitado por la falta de direccionamiento
de la construccion hacia la membrana o porque no facilitan la inserciébn en
membrana*. Dadas las limitaciones encontradas hasta la fecha para la sobre-
expresion de las proteinas BlaR1 y MecR1 completas, no se cuenta con una
estructura cristalografica de las mismas (solo se ha resuelto la estructura del dominio

Sensor)29'42'37’43.

En nuestro laboratorio estamos explorando la posibilidad de sobre-expresar
en E. coli versiones mas cortas de la proteina BlaR1 presente en ciertas cepas de S.

aureus resistentes a p-lactamicos (como ser la cepa JH1), que carecen de las tres
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primeras hélices transmembrana predichas. Creemos que estas proteinas podrian
representar sensores minimos funcionales (aminocidos 160-585). También
estamos explorando la posibilidad de sobre-expresar una version que carece de las
primeras dos hélices transmembrana de BlaR1 (TM3BlaR1) y la proteina completa
(BlaR1). El Lic. Belluzo, en nuestro grupo, logré sobre-expresar BlaR1 de S. aureus
JH1 como fusion a GST en su extremo N-terminal, aunque la misma se acumulé en
cuerpos de inclusion y hasta la fecha no se ha logrado purificar la proteina activa a
partir de los mismos. A su vez, se ha logrado sobre-expresar a BlaR1-JH1 como
fusion a TrxA en su extremo N-terminal, observandose fragmentos de degradacion
concordantes con los esperados en caso de que la proteina esté activa y sufra auto-
protedlisis. También se han realizado estudios de sobre-expresion utilizando como
fusién al extremo N-terminal de BlaR1JH1 la proteina NusA, pero tampoco pudo
observarse sobre-expresion de la misma. Por lo tanto, en este trabajo de tesina
hemos decidido trabajar con la proteina Mistic como fusién al extremo N-terminal de
distintas versiones de la proteina BlaR1 (BlaR1JH1, TM3BlaR1l y BlaR1), para
estudiar su sobre-expresion en E. coli. En el caso de las versiones TM3BlaR1 y
BlaR1 se decidié utilizar la mutante E202A, para evitar la auto-protedlisis de las
mismas, mientras que en el caso de BlaR1JH1 la version utilizada fue la salvaje
(Wild Type). Ademas, en el caso de TM3BlaR1 y BlaR1 se ha utilizado la secuencia
genética de S. aureus (a excepcion del aminoacido mutado), mientras que el gen

gue codifica para BlaR1JH1 fue optimizado para la expresion en E. coli.

Mistic es una proteina de membrana inusual de Bacillus subtilis, de 110
aminoacidos (13 kDa), que se pliega de forma autébnoma en la membrana, sin
requerir de la maquinaria de translocacién celular. Se ha demostrado que la fusion
de Mistic a otras proteinas de membrana permite la expresion de altos niveles de las
mismas en sus conformaciones nativas, incluyendo muchas proteinas eucariotas
que no han podido ser sobre-expresadas en bacterias empleando otras fusiones*"**.
A patrtir de estudios de RMN (TROSY-HNCA y NOESY), se ha determinado que la
proteina Mistic presenta 4 hélices transmembrana (residuos 8 a 22, 32 a 55, 67 a 81
y 89 a 102), con su extremo C-terminal expuesto al espacio periplasmatico en E.
coli, las cuales se agrupan formando un “manojo” (bundle) de hélices, con una

superficie sorprendentemente polar expuesta a los lipidos (Figura 3.6).
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77N (/\m 3 Figura 3.6. Estructura de la proteina Mistic,
— - %4 determinada por estudios de RMN*.

o3

Enhanced-GFP (Figura 3.7), es una variante de la proteina verde
fluorescente GFP obtenida a partir de una mutacién que mejora el plegado de esta
proteina a 37 °C y, ademéas es una de las variantes con mas brillo y mas estables de
GFP*. Esta es una proteina de 238 aminoacidos (26,9 kDa) que emite fluorescencia
a 490 nm y posee un maximo de emision a 509 nm, en el rango de luz verde del
espectro visible®. La emisién de fluorescencia por parte de esta proteina se debe a
la existencia de un fluoroforo formado espontdneamente a partir de una reaccion
intramolecular entre los aminoacidos Tyr65-Tyr66-Gly67, dentro de la estructura de
barril- de la proteina correctamente plegada®>“°. Cuando eGFP es translocada
hacia el espacio periplasméatico de E. coli, a través del sistema Sec, la misma no
puede plegarse correctamente, presumiblemente debido al ambiente oxidante del
espacio periplasmatico que promueve la formaciéon de puentes disulfuro entre
cisteinas de la misma molécula de eGFP o intermoleculares, formando agregados
de eGFP, lo cual interfiere con la estructura terciaria de la proteina, y por lo tanto no

emite fluorescencia®’.

En nuestro laboratorio el Lic. Belluzo, logré sobre-expresar en membrana el
dominio “citoplasmatico” de la proteina MecR1, CytMecR1(E205A)-H6X. En base a
ello, y a los problemas nombrados anteriormente para el estudio de proteinas de
membrana, hemos decidido utilizar la proteina eGFP como fusion al extremo C-
terminal de la proteina CytMecR1(E205A)-H6X, para evaluar la posibilidad de
obtener mejores niveles de expresidon en membrana o en forma soluble. Estudios
previos, han demostrado que la misma aumenta los niveles de expresion al ser
utilizada como una fusién a la proteina en estudio*®*°. En base al modelo molecular

planteado para la proteina MecR1, deberia observarse fluorescencia al fusionar el
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dominio citoplasmatico de MecR1 a la proteina eGFP. Por lo tanto, esta podria
utilizarse para realizar un seguimiento de su sobre-expresion, solubilizacion vy

purificacion.

Figura 3.7. Estructura de la proteina eGFP,
determinada por difraccién de RayosX®.
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4. Objetivos

El objetivo general de este proyecto es identificar los determinantes
estructurales que dan lugar a la transduccion de la sefial en las proteinas MecR1 y
BlaR1 de Staphylococcus aureus, dando lugar a la manifestacion de resistencia.
Estas proteinas son posibles blancos para el disefio de inhibidores que puedan
emplearse conjuntamente con los antibiéticos pB-lactdmicos actualmente disponibles,
prolongando asi la utilidad de los mismos para el tratamiento de infecciones debidas
a MRSA. Para lograr este objetivo pretendemos realizar estudios estructurales de las
proteinas de membrana sensoras/transductoras BlaR1 y MecR1, que nos permitan
profundizar en el mecanismo de activacion de estas proteinas sensoras de
antibiéticos B-lactamicos. Dentro de este contexto y teniendo en cuenta trabajos
previos, en este proyecto pretendemos poner a prueba las siguientes hipotesis:

1. La fusién de BlaR1 y MecR1 completas o truncadas a otras proteinas de alta
solubilidad o a otras proteinas de membrana permitiria la sobre-expresion como se
ha observado con otras proteinas de membrana;

2. Variantes mas cortas de la proteina BlaR1 presentes en ciertas cepas de S.
aureus resistentes, con un menor niamero de hélices transmembrana predichas,
podrian ser mejores candidatas para la sobre-expresion en E. coli, y podrian permitir
la posterior caracterizacion estructural de las mismas;

3. Para lograr sobre-expresar estas metalo-proteasas es necesario emplear
versiones inactivas de las mismas.

A fin de poner a prueba estas hipétesis, se definieron los siguientes objetivos
especificos:

» Expresar a BlaR1 de S. aureus JH1 (salvaje), a BlaR1 de NRS128 con la
mutacion E202A, a la version truncada de la misma TM3BlaR1(E202A) y a
CytMecR1(E205A) (dominio metalo-proteasa de MecR1 de NRS70) como
fusiones a Mistic y/o EGFP.

» Evaluar la localizacion y topologia de las fusiones en E. coli.

> Evaluar estrategias para la solubilizacion y purificacion de las construcciones

logradas.
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5. Materiales y metodos

5.1. Plasmidos

5.1.1. Plasmidos pET24a(+) y pET41a(+)

Los plasmidos pET24a(+) y pET4la(+), comercializados por Novagen,
permiten la sobre-expresion de proteinas recombinantes cuyos genes son clonados
bajo control de un promotor T7, reconocido por la RNA polimerasa del bacteriéfago
T7. Corriente arriba al promotor, estos vectores contienen el gen codificante para el
represor Lacl. Por lo tanto, la expresion de los genes clonados corriente abajo del
promotor, puede ser inducida por lactosa o IPTG. Dado que el promotor de los
plasmidos no es reconocido por las polimerasas bacterianas, la cepa hospedadora
debe ser capaz de expresar la T7 RNA Polimerasa.

Estos vectores, presentan bajo control del promotor T7 una secuencia
codificante para 6 Histidinas (His-tag). De esta forma, para el caso del vector
pET24a(+), un gen clonado adecuadamente puede ser expresado como fusiéon C-
terminal a His-tag, ya que el sitio de multiple clonado se encuentra previo al mismo.
En el caso del pET41a(+), el sitio de multiple clonado se encuentra posterior al His-
tag, por lo tanto la fusién podria ser N-terminal. Ademas, este ultimo vector contiene
una secuencia de 8 Histidinas, posterior al sitio de multiple clonado, que podria ser
utilizada como una fusion C-terminal a la secuencia de interés. Ambos plasmidos
contienen un marcador de resistencia a Kanamicina.

El plasmido pET41a(+), ademas de lo nombrado anteriormente, contiene la
secuencia genética para la expresion de la proteina GST (Glutation S- transferasa
de Schistosoma japonicum) bajo control del promotor T7 y un sitio especifico de
reconocimiento de trombina. De esta manera, en este vector también es posible
expresar proteinas como fusion al C-terminal de GST.

En nuestro laboratorio contamos con el plasmido pET24a(+) blaR1(E202A)-
H6X, que fue utilizado como molde en las reacciones de PCR realizadas para
obtener las construcciones de blaR1(E202A) y TM3blaR1(E202A). A su vez, la Lic.
Fabbri logré la construccién del vector pET24a(+) H6X-mistic-TEV, el cual fue
utilizado para el clonado de las construcciones blaR1(E202A) y TM3blaR1. También,
hemos utilizado el vector pET24a(+)_mecR1(E205A), construido por el Lic. Belluzo,
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como molde para la amplificacion del gen cytmecR1(E205A), que luego fue clonado

en el vector pET24a(+) TEV-egfp-H6X, también construido por el Lic. Belluzo.

Ademas, el Lic. Belluzo, logré la construccion del plasmido pET4la(+) TEV-
blaR1JH1, que fue utilizado para la construccion del vector pET4l1a(+) H6X-mistic-
TEV-blaR1JH1.

5.1.2. Plasmido pET15b-mistic
El vector pET15b-mistic, provisto por la Dr. Albanesi, fue utilizado como molde
en las reacciones de PCR para la amplificacion del gen mistic, junto a un His-tag N-

terminal, que luego fue clonado en el vector pET41a(+)_TEV-blaR1JH1.

5.2. Cepas de Escherichia coli
La cepa empleada en este trabajo para guardar los plasmidos en stock de

glicerol a -80 °C, fue E. coli DH5a. Para la expresion de proteinas recombinantes se
utilizaron las cepas BL21 Star™ (DE3), C41 (DE3) y C43 (DE3).

La cepa de Escherichia coli BL21 Star™ (DE3) posee el liségeno A DE3 que
contiene el gen codificante para la T7 ARN polimerasa bajo el control del promotor
lacUV5; lleva una mutacion en el gen rnel3l que codifica para una ARNasa E

515253 aAdemas, tiene

truncada y permite una mayor estabilidad de los ARNmM
mutados los genes que codifican para dos proteasas (OmpT y Lon) lo cual reduce la

degradacion de proteinas heterdlogas expresadas en este sistema.

La cepa C41 (DE3) deriva de la cepa BL21 (DE3) y contiene, al menos, una
mutacion que previene la muerte celular asociada a la expresion de algunas
proteinas recombinantes toxicas. La cepa C43 (DE3) deriva de la cepa C41 (DE3),
seleccionada por su resistencia a diferentes proteinas téxicas, por lo cual puede

expresar un grupo diferente de proteinas recombinantes tdxicas para otras
54,55

cepas
Cepa Genotipo
DHE F endAl gIinV44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR nupG
o
®80dlacZAM15 A(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rK” mK™), A~
BL21 Star™ (DE3) F ompT hsdSB (rB” mB’) gal dcm rne131 (DE3)
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C41 (DE3) F ompT hsdSB (rB°, mB") gal dcm (DES3)

C43 (DES3) F ompT hsdSB (rB’, mB ) gal dcm (DE3)

Tabla | Cepas de E. coli utilizadas en este trabajo con su correspondiente
genotipo.

5.3. Medios de cultivo
Medio de cultivo liquido Lisogeny Broth (LB) o Caldo de Lisogenia: triptona de
caseina 1 % P/V, extracto de levadura 0,5 % P/V, NaCl 1 % P/V (Sigma).
Medio de cultivo sélido Lisogeny Broth-agar (LB-agar): triptona de caseina 1 %
P/V, extracto de levadura 0,5 % P/V, NaCl 1 % P/V, agar-agar 1,5 % P/V (Sigma).
Cuando se utiliz6 el antibidtico Kanamicina como agente de seleccion, los

medios se suplementaron con una concentracion final del mismo de 50 pg/mL.

5.4. Técnicas de biologia molecular

5.4.1. Purificacién de ADN plasmidico

Para las purificaciones de ADN plasmidico se utilizé el kit comercial Wizard
Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega) segun indicaciones del
fabricante. Se partieron de cultivos de 10 mL de las células conteniendo el plasmido
de interés crecidos durante 16 h a 37 °C, en presencia del antibidtico selector. Se
cosecharon células a partir de 4,5 mL del cultivo y se procedié a su ruptura por lisis
alcalina con los reactivos del kit: se trataron con una solucion de NaOH/SDS vy
Proteinasa K y luego de neutralizar con acetato de potasio se centrifugaron para
separar el ADN plasmidico del ADN cromosémico, el cual precipita en la
centrifugacion. El kit emplea una matriz con la cual interacciona el ADN plasmidico,
para separar al mismo de aquellas moléculas que co-purifican con el lisado crudo. El
rendimiento obtenido puede variar, dependiendo del nimero de copias del plasmido
y de la cepa utilizada, entre otros factores. El grado de pureza e integridad se
chequed por electroforesis en gel de agarosa segun se describe en la Seccion 5.4.2.
La determinacion de la concentracion del ADN obtenido se realizO mediante la
adquisicion de espectros de absorcion entre 240 nm y 340 nm en un
espectrofotometro UV-visible NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific). El calculo
se realizé considerando que 1 unidad de absorbancia a 260 nm corresponde a una
concentracion de 50 ug/mL de ADN. Se evalu6 también la relacion Abs260/Abs280,

que deberia ser igual o mayor que 1.8 para preparaciones puras.
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5.4.2. Electroforesis en geles de agarosa

Se llevod a cabo utilizando sistemas de tipo submarino. Se usaron geles con
una concentracion de agarosa variable (entre 1y 2 % P/V), dependiendo del tamafio
de las moléculas de ADN a resolver, preparados en la solucion reguladora TAE o
TBE. A los mismos se les adicioné el colorante Syber Safe (Invitrogen), que se une
al ADN doble hebra, antes de su gelificacion a la concentracién final indicada por el
proveedor. Para la visualizacion de las bandas se emple6 un transiluminador de luz
azul, Safe Imager (Invitrogen), que permite visualizar la emision de fluorescencia del
colorante unido al ADN (Ae;= 530 nm), excitando a 500 nm. Se capturaron imagenes
de los geles utilizando el transiluminador CHEMI DOC XRS+ SYSTEM (BIORAD).

Para ser sembradas, las muestras de ADN se mezclaron con 16,6 % V/V de
una solucién conteniendo azul de bromofenol 0,25 % P/V, xilenocianol 0,25 % P/V y
glicerol 30 % V/V, en agua destilada estéril. Las electroforesis fueron realizadas
utilizando TAE o TBE como solucion de corrida, con limitacién de voltaje a 80 V o de
corriente en 50 mA, dependiendo del gel y de la cuba empleada. Los marcadores de

peso molecular utilizados se muestran en la (Figura 5.1).

A. A-Hindlll B. 1 Kbp Plus C.100 pb
bp
-12,000 2080
1500
-5,000 bp
23130 1000
9416 200
- z.u?n 6557 800
- 1,650 4361 700
600
-1,000 ’
i %853 500
-650 400
-500 %06
-400 >
-300 564
-200 00
125

-100
100

Figura 5.1 Marcadores de peso molecular utilizados para electroforesis en geles
de agarosa. A. A-Hindlll; B. 1 Kbp Plus (Thermo Fisher Scientific); C. 100 pb (Thermo
Fisher Scientific).
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5.4.3. Soluciones amortiguadoras
TAE: Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM, pH 8.

TBE: Tris base 89 mM, &cido bérico 89 mM, EDTA 2 mM, pH 8.

5.4.4. Digestion de ADN con endonucleasas de restriccion
Se utilizaron enzimas de Promega y NEB, en las condiciones recomendadas

por el proveedor en cada caso.

Las reacciones de corte para chequeos se realizaron en un volumen final de
20 pL, utilizando 0,5 uL de la solucién de enzima (en la mayoria de los casos), 3 yL
de ADN plasmidico (con una concentracién aproximadamente de 100 ng/uL) y 2 pL
del medio de reaccion 10 X correspondiente. En el caso de corte con enzimas de
Promega que lo requirieran, se adicion6 también 0,2 uL de BSA acetilada.

Los cortes realizados con fines de clonado se llevaron a cabo en un volumen
final de 50 uL, utilizando 20 yL de ADN plasmidico o de ADN proveniente de PCR, 1
ML de solucion de enzima y 5 uL del medio de reaccion 10 X correspondiente.

Para ambos casos, las digestiones se incubaron a 37 °C durante 2 horas.
Cuando se utilizaron dos enzimas, con medios de reaccion diferentes, se realizaron
cortes secuenciales. Es decir, primero se incub6 dos horas con una de las enzimas
en su medio de reaccion correspondiente, luego se realizé la purificacion de ADN y
posteriormente se incub6 dos horas mas, con la otra enzima, en su medio de

reaccion correspondiente.

5.4.5. Purificaciéon de fragmentos de ADN a partir de geles de
agarosa
Para purificar fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa se utilizo el kit
comercial Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega), segun las
instrucciones del fabricante. A partir del gel de agarosa, se cortd la banda de interés
y se incubd6 con una solucion de unién a membrana (isotiosianato de guanidinio 4,5
M y acetato de potasio 0,5 M) para luego fundirla a 65 °C. Se tomoé el sobrenadante
y se coloco en la columna del kit. Se realizaron dos lavados, con una solucion de
lavado de columna (acetato de potasio 10 mM, 80 % Etanol y EDTA 16,7 uM) y por
altimo se agregaron 50 uL de agua para hidratar y eluir por centrifugacion el material

genético.
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5.4.6. Reacciones de ligacion

Las ligaciones de los fragmentos de ADN se realizaron con la enzima T4 ADN
ligasa, de acuerdo a las indicaciones del proveedor (Promega). Se utiliz6 una
concentracion molar del fragmento siete veces mayor a la del vector (en algunos
casos se probd con cinco veces), para tratar de minimizar la religacion del mismo, en
un volumen final de 20 pL. Se realizaron controles de religacion del vector, sin el
agregado de inserto. Las reacciones se llevaron a cabo en distintas condiciones: a 4
°C durante 17 h, a temperatura ambiente durante 3 h y luego a 4 °C durante 17 h, a
temperatura ambiente durante 3 h.

Posteriormente a la ligacion, se transformaron 100 uL de células competentes
de E. coli DH5a con 10 yL (en la mayoria de los casos) de la mezcla de ligacion y se
seleccionaron las transformantes por crecimiento en placas de LB-Agar conteniendo

el antibidtico correspondiente (Kanamicina 50 pg/mL).

5.4.7. Reaccion de PCR

Las amplificaciones de fragmentos de ADN se llevaron a cabo en 50 pL de
medio de reaccién conteniendo 100 ng de ADN molde, 15 pmoles de cada
oligonucledtido (Tabla Il), 2 U de ADN polimerasa Pfx Platinum (Invitrogen), 0,2 mM
de cada desoxirribonucleétido trifosfato (dATP, dGTP, dCTP y dTTP), 1 mM de
MgSO, y 1X de la solucion de reaccion provista por el kit de la polimerasa Pfx
Platinum. Para todos los casos se realizaron controles negativos sin el agregado de
ADN molde.

Se utilizé un termociclador (MJ MiniTM Personal Thermal Cycle, BIORAD) con
un programa que consistio en una desnaturalizacion inicial de 5 minutos a 95 °C,
seguida de 30 ciclos de: desnaturalizacion por 40 s a 95 °C, 1 minuto de hibridacion
a una temperatura variable, segun las temperaturas de hibridacién del par de
cebadores usados en cada caso, y una extension durante 1 min por kb del molde a

72 °C, y por ultimo una extensién final a 72 °C durante 10 minutos.
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Oligo Secuencia T™m (°C)|  sitio

5-
OLL29  |GCCATATGCACCACCACCACCACCACGGC | 5g

(fw) |[AGCATGTTTTGTACATTTTTTGAAAAACATC Ndel
ACC-3’

O(Lrbf’o 5-GCAGATCTGCCAGAACCAGAACCTTC-3' | 37 Bglll

OLL40

(Fw) g:-GCCATATGCGCCTGAAAGTGTGTCAGTC- 53 Ndel

OLL4l |,

(Fw) |GCGGATCCGTACAGCGCGATATATTTCACG| 99 BamHI
_3’

OoLL92 |9~

GCGGATCCCATATGGCTAAGTTATTAATAA 52 BamH]I
(FW)  [TGAGC-3’

oLL93 |9~
CGGGATCCTTTAATTGGGATTCAATTGATA 53 BamHI

(Fw)  |ATATCTGC-3’

oLL94 [9-
RY) CGGAATTCTCATTGGCCATTTAAAACACCC-| 93 EcoRl
Vv 3’

BlaR_SA _1|5-GACTAAAATATATAATATTGCATG-3’

Tabla Il Oligonucleétios utilizados como cebadores en las reacciones de PCR.

5.4.8. PCRen colonia

Con el fin de verificar la presencia del inserto de interés en colonias
transformantes, se realiz6 una reaccion en cadena de la polimerasa a partir de las
distintas colonias aisladas de la placa de transformacién. Las amplificaciones de
fragmentos de ADN se llevaron a cabo en 20 uL de medio de reaccion conteniendo
15 pmoles de cada oligonucleétido, 2 U de ADN polimerasa Taq (Invitrogen), 0,2 mM
de cada desoxirribonucledtido trifosfato (dATP, dGTP, dCTP y dTTP), 50 mM de
MgCl, y DNA molde. En este caso, no se incluyd ADN molde purificado, sino que se

agregd una suspension de células transformantes. Para ello se tocd una colonia
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aislada en la placa con una punta estéril y se deposité en el fondo del tubo donde
luego se agregoé la mezcla de reaccion. También, se realiz6 un asilado en placa de
cada colonia.

Se utiliz6é un termociclador (MJ MiniTM Personal Thermal Cycle, BIORAD) con
un programa que consistia en una desnaturalizacion a 95 °C por 5 minutos, seguido
de 20 ciclos de: desnaturalizacion a 95 °C por 30 s, hibridacién a una temperatura
variable, segun las temperaturas de hibridacién del par de cebadores usados en
cada caso durante 30 s y 1 min de extension a 72 °C, finalmente se realiz6 una

extension a 72 °C por 10 minutos.

5.4.9. Secuenciacion de ADN

Las reacciones de secuenciacion fueron realizadas por el servicio de
secuenciacion de la Universidad de Maine (Estados Unidos). De acuerdo a los
requerimientos del servicio, por cada reaccion de secuenciacién requerida se
enviaron 15 pL de las muestras de ADN plasmidico a una concentracién de 100
ng/uL, preparadas con el kit comercial Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification
System (Promega).

Los genes clonados en el plasmido pET24a(+) y pET41a(+) se secuenciaron
utilizando los oligonucle6tidos universales T7 Sequencing y T7 Terminator. Estos
cebadores hibridan sobre las secuencias del promotor y del terminador de la
transcripcion para la ARN polimerasa T7, respectivamente. En el caso de los
clonados de blaR1(E202A) y TM3blaR1(E202A), se utilizé también el oligonucle6tido
BlaR_SA 1.

5.5. Preparaciéon de células competentes

Para preparar células competentes de E. coli DH5aq, se inocul6 una colonia en
medio liquido LB y se creci6 a 37 °C durante 16 h con agitacion de 220 rpm. Luego,
se realizé una dilucion 1:100 del cultivo saturado en 250 mL de medio LB, y se lo
dej6 crecer a 37 °C con agitacion, hasta alcanzar una DOgoonm ~0,4. Se centrifugaron
las células (fraccionadas en tubos conicos de 50 mL) durante 7 min a 1.600 g a 4 °C
en centrifuga refrigerada Sorvall Legend Micro 21 (Thermo Fisher Scientific), se
descartaron los sobrenadantes, y las células se resuspendieron en 60 mL de una
solucion de CaCl, (CaCl, 60 mM; glicerol 15 %; PIPES 1,62 g; pH 7; estéril) fria. Se

centrifugaron nuevamente las células bajo las mismas condiciones, y se
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resuspendieron en 15 mL de la solucion de CacCl, fria. Se incubaron las células a 4
°C por 30 min. Se repitié la centrifugacion, resuspendiendo en 2,5 mL de la solucién
de CaCl, fria. Luego, las células se almacenaron en alicuotas de 100 pL en tubos
eppendorf, pre-enfriados en hielo, a -80 °C.

Para preparar células competentes de E. coli BL21 Star™ (DE3), C41 (DE3) y
C43 (DE3) para ser utilizadas en el dia, se inoculé una colonia de las mismas en
medio liquido LB y se crecio a 37 °C durante 16 h con agitacion de 220 rpm. Luego,
se realiz6 una dilucion 1:100 del cultivo saturado en 10 mL de LB y se lo dejo crecer
a 37 °C con agitacion de 220 rpm hasta alcanzar una DOggonm de 0,4 - 0,5.
Posteriormente, se separaron alicuotas de 1 mL y se centrifugaron 3 minutos a
1.600 g a 4 °C en centrifuga refrigerada Sorvall Legend Micro 21 (Thermo Fisher
Scientific). El pellet se resuspendiéo en 0,5 mL de CaCl, 0,1 M (estéril) frio y se
volvieron a centrifugar por 3 minutos a 1.600 g 4 °C en centrifuga refrigerada. El
pellet se resuspendié en 0,1 mL de CaCl, 0,1 M (estéril) frio y se mantuvieron a 4 °C

hasta el agregado del ADN a transformar.

5.6. Transformacién de células competentes

Para transformar células de E. coli DH5a, BL21 Star™ (DE3), C43 (DE3) y
C41 (DE3) competentes, se adiciond a las mismas 1 uL de plasmido superenrollado
concentrado (al menos 50 ng/uL), o 10 pL de una mezcla de ligacién, y se las incubé
en hielo durante 1 h. Después se les aplicd un shock térmico de 90 s a 42 °C,
seguido de 2 min en hielo, y se las incubé durante 1 h a 37 °C en medio LB con
agitacion para permitir su recuperacion. Finalmente, las células se sembraron en
placas de Petri conteniendo LB-agar suplementado con el antibidtico para el cual
confiere resistencia el plasmido transformado y se crecieron durante 16 h a 37 °C.
Como control negativo se siguieron los mismos pasos, sin el agregado de ADN
plasmidico.

5.7. Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida
Se prepararon geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes, con
una concentracion de poliacrilamida variable, segun el ensayo realizado, para el gel
de separacion (12% o 16% P/V de Acrilamida-Bisacrilamida 30:0,8 en Tris:HCI 0,126
M pH 8,8, SDS 0,26% P/V) y 4,5% P/V para el gel de concentracion (4,5% P/V de
Acrilamida-Bisacrilamida 30:0,8% P/V en Tris:HCI 0,126 M pH 6,8, SDS 0,26 % P/V).
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Las muestras de proteina fueron incubadas en Buffer de Siembra (glicerol 5%
VIV, SDS 2% P/V, B-mercaptoetanol 0,1% V/V, azul de bromofenol 0,1 mg/mL), en
un volumen equivalente a DOgyponm X 0.08 x pL de cultivo con el objetivo de
normalizar la cantidad final de células, durante 5 min a 100 °C para la
desnaturalizacion de las mismas.

El sistema de electroforesis empleado fue el Miniprotean Tetra System
(BIORAD). La corrida electroforética se realizo utilizando como solucién reguladora
Tris 0,3% P/V, glicina 1,44% P/V, y SDS 0,1% P/V, aplicando una corriente
constante de 125 mV hasta que la corrida alcanza el gel de separacion, luego se
aplicé una corriente continua de 140 mV. Una vez finalizada la corrida, los geles
fueron fijados, calentandolos en agua hasta hervir, en microondas durante
aproximadamente 10 minutos. Luego, fueron tefiidos durante 2 minutos mediante el
calentamiento en microondas en una solucion de azul de Coomasie R250 al 1%
(P/V) en metanol:acido acético:agua (40:7:43). La decoloracion del gel se llevé a
cabo mediante lavados sucesivos con agua caliente.

Los marcadores de peso molecular utilizados se muestran en la (Figura 5.2).
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Figura 5.2 Marcadores de peso molecular utilizados para electroforesis en geles de
poliacrilamida. A. Blue Plus lll (Transgen Biotech); B. PageRuler Prestained (Thermo
Fisher Scientific); C. PageRuler Unstained (Thermo Fisher Scientific); D.Rainbow (GE); E.
Precision Plus WesternC (BioRad).

5.8. Ensayos de Western Blot

Las muestras de proteinas fueron separadas mediante SDS-PAGE usando
geles de poliacrilamida de concentracion variable segun el ensayo realizado (12 o

16% P/V). Luego, las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa, de
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0,45 um, utilizando como medio de transferencia una solucién conteniendo Tris 200
mM, glicina 150 mM y metanol 20% V/V. La transferencia se realizé utilizando el
equipo Trans-Blot® Turbo™ Blotting System (BIORAD), con el protocolo Standard
SD: 1A, 25V, 30 min. La membrana se bloqued posteriormente con una solucion
BLOTTO (Tris 100 mM; NaCl 150 mM; BSA 3%; leche en polvo descremada 3%;
Azida de sodio 0,02%), incubando por 16 h a 4 °C. Luego de lavar 4 veces la
membrana durante 10 min con 15 mL de T-TBS (Tris-HCI 0,4 M, pH 7,5, NaCIl 0,6 M
suplementado con TWEEN-20 0,1%) se incub6 con el anticuerpo primario (en
algunos casos conjugado a HRP - peroxidasa de rabanito), durante 1 h a
temperatura ambiente, con agitacion suave en las concentraciones y en el medio
detallado en la (Tabla Ill). En caso de ser necesario, se realizaron 4 lavados mas de
10 min con 15 mL de T-TBS y se incub6 la membrana con el anticuerpo secundario,
conjugado a HRP o a Cy3, durante 1 h, a temperatura ambiente con agitacion suave,
en las concentraciones y el medio correspondiente (Tabla lll). Seguido a esto, se
efectuaron cuatro lavados de 10 min con 15 mL de T-TBS y se procedi6 al revelado
de la membrana. El revelado final se realiz6 mediante incubacion con 1,5 mL del
reactivo quimioluminiscente SuperSignal™ West Dura (Thermo Fisher Scientific) o
reactivo quimioluminiscente SuperSignal™ Pico (Thermo Fisher Scientific) segun las
indicaciones del proveedor, seguido de exposicion de la membrana a una placa
radiogréfica CL-XPosure™ Film (Thermo Fisher Scientific) y, finalmente, revelado
con revelador Kodak y fijado en solucion fijadora Kodak. Como técnica alternativa
para el revelado de membranas incubadas con un anticuerpo secundario conjugado
a Cy3, la membrana se visualizo en el equipo Typhoon-FLA 7000, utilizando el filtro
Cy3 y variando los potenciales de irradiacion.
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Anticuerpo Dilucion Medio

Anti-6XHisTag-HRP Conjugated 1/10.000 T-TBS, leche 1,2%
(Abcam, Ab1187)

Precision Protein StrepTactin-HRP
Conjugated 1/5.000 T-TBS

(Bio-Rad #161-0381)

Anti-BlaR® *°; anticuerpo primario 1/1000 T-TBS
Anti-GroEL"";anticuerpo primario 1/10.000 T-TBS
Goat-Anti-Rabbit-Cy3 conjugated
_ ~ (A10520, Thermo , 1/500 T-TBS, leche 1,2 %
Fisher Scientific); anticuerpo secundario
Goat-Anti-Rabbit-HRP conjugated 1/10.000

(#32460, Thermo T-TBS, leche 1,2 %

Fisher Scientific);anticuerpo secundario 1/7.000

Tabla Ill Anticuerpos utilizados en los ensayos de Western Blot.

5.9. Expresion y purificacion de proteinas

5.9.1. Crecimiento de cultivos y ensayos de expresion de proteinas

Para la expresion de las proteinas recombinantes, en general, partimos de
una placa fresca de transformacion con el vector correspondiente, de células de E.
coli BL21 Star'™ (DE3), C41 (DE3) o C43 (DE3). Se inocularon 3 mL de medio LB
suplementado con Kanamicina 50 ug/mL, con 3 colonias transformantes aisladas y
se incubd a 37 °C durante 16 h. Luego se realizd una diluciéon 1:100 del mismo, en
10 o 100 mL de medio LB suplementado con Kanamicina 50 yg/mL, en frascos de
125 mL o erlenmeyers de 500 mL, respectivamente, segun el ensayo a desarrollar
posteriormente, y se incubd a 37 °C con agitacion hasta alcanzar una DOggonm de 0,6
- 0,8, segun el ensayo a realizar. En este punto, la expresion de la proteina se indujo
por agregado de IPTG a una concentracion final de 0,5 0 1 mM, y se incubo a 20 °C,
con agitacion a 220 rpm durante 16 horas. También se probo incubar los cultivos a

37 °C, con agitacién de 220 rpm durante 2 y 4 horas.

31



5.9.2. Preparacion de extractos de proteinas de membrana

Se parti6 de 100 mL de cultivos de células de E. coli BL21 Star™ (DE3)
transformadas con el vector correspondiente e inducidas durante 16 h a 20 °C con la
correspondiente concentracion de IPTG. Se cosecharon las células por
centrifugacion durante 6 min a 6.200 g a 4 °C en centrifuga refrigerada Sorvall ST
16R (Thermo Fisher Scientific). Luego, se realizdé un lavado con 25 mL de PBS 1X
(10 mM NaH,PO4, 280 mM NaCl, 6 mM KCI, pH=7,4). Posteriormente, se
resuspendieron las células en 5 mL del mismo buffer y se suplement6 con fluoruro
de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 2 mM y EDTA 0,01 mM. Después, se procedio a la
ruptura de las células por sonicacién. La muestra fue sometida a 5 pulsos con un 20
% de potencia en un sonicador de 600 Watts Sonics GEX-600 (Sonics & Materials).
Cada pulso se aplic6 durante 30 s, dejando intervalos de 90 s entre pulsos,
manteniendo a la solucion en un bafio de agua:hielo. Este lisado se centrifugo
durante 20 min a 6.200 g en centrifuga refrigerada a 4 °C. El pellet, conteniendo
posibles cuerpos de inclusion, células sin romper y fragmentos grandes de
membrana, se resuspendié en 5 mL de PBS 1X y se alicuoté una porcién a la cual
se le adicion6 Buffer de Siembra 5X para SDS-PAGE. El sobrenadante se sometio a
ultracentrifugacién durante 1 h a 150.000 g a 4 °C en una ultracentrifuga Optima'™ L-
90K (Beckman Coulter), utilizando un rotor Ti90. Se separd el sobrenadante
conteniendo la fraccion de proteinas citoplasmaticas y de periplasma y se alicuot6
una porcion a la cual se le adicioné Buffer de Siembra 5X para SDS-PAGE. El pellet
obtenido por ultracentrifugacion, que contiene vesiculas con las proteinas de
membrana, se resuspendié en 500 uL PBS 1X con ayuda del Potter-Elvehjem PTFE
pestle and glass tube (SIGMA). Luego se tomé una porcién a la cual se le adicioné
Buffer de Siembra 5X.

La cuantificacion de proteinas totales en todas las fracciones, se realiz6
mediante un método colorimétrico, utilizando el Kit Pierce™ BCA Protein Assay
(Thermo Fisher Scientific).

5.9.3. Ensayos de solubilizacién
Se tomaron alicuotas de 100 uL de la suspension de membranas preparadas
como se detall6 en el apartado 5.9.2, y se incubaron con 200 pyL de un stock de
detergentes del kit ProteoPrep Detergent Sample (SIGMA-ALDRICH), de forma que
la concentracion final utilizada sea la que se detalla en la Tabla IV. La incubacion se
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realiz6 durante 16 h a 4 °C con agitacidbn suave. Luego, se centrifugaron las
muestras 30 min a 21.000 g en centrifuga refrigerada Sorvall Legend Micro 21
(Thermo Fisher Scientific), a 4 °C. El pellet, conteniendo la fracciébn no soluble se

resuspendido en el mismo volumen de buffer de siembra 1X, mientras que a una

alicuota de 100 uL del sobrenadante se le agreg6 25 pL de buffer de siembra 5X.

.., Concentracion Micelar | Concentraciéon
DELEEEi Descripeion|  iica (CMC) (% P/V) | utilizada (%P/V)
CHAPS Zwitteridnico 0,37 3,7
C7BzO Zwitteridnico - 2
ASB-14 Zwitteridnico - 2
n-Dodecyl-3-D- .
Maltosidasa (DDM) No i6nico 0,0075 0,5
Brij C10 No iénico 0,000136 0,5
SB310 Zwitteriénico 0,01 0,5
oG No iénico 0,73 7,3
OTG No iénico 0,003 0,5
Polyoxyrthylene 10 o
tridecyl ether (C13E10) No ionico 0,008 0.5
lauryldimethylamine-N-{_ .. .
oxide (LDAO) Zwitterionico 0,5 0,5

Tabla IV Caracteristicas de los detergentes del kit ProteoPrep Detergent Sample
(SIGMA-ALDRICH) utilizados.

5.9.4.

Para la purificacion de H6X-Mistic-BlaR1JH1, se us6 una columna de Ni-

Purificacion de proteinas mediante cromatografia de afinidad

sefarosa. Se utilizé un volumen de columna (Vc = 500 pL) de la resina Ni Sepharose
6 Fast Flow 17531801 (GE Healthcare Life Sciences). La unién de la proteina a la
resina se realizé en batch, es decir, se colocaron 500 yL de resina en un tubo
eppendorf de 1,5 mL. En una primera instancia se lavo la resina con 2xVc de agua
destilada fria, se centrifugd 5 min a 500 g en centrifuga Sorvall Legend Micro 21
(Thermo Fisher Scientific), a 4 °C, se descartd el sobrenadante y se centrifugé 5 min
a 500 g nuevamente en centrifuga Sorvall Legend Micro 21 (Thermo Fisher
Scientific), a 4 °C. Posteriormente, se realiz6 un lavado con 4xVc de Buffer de Union
(PBS 1X, ASB-14 1%, NaCl 320 mM, pH 7,4, Imidazol 20 mM), se centrifugd 5 min a
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500 g en centrifuga Sorvall Legend Micro 21 (Thermo Fisher Scientific), a 4 °C y se
agregd la solucion de membrana solubilizada, diluida en buffer PBS 1X
suplementado con NaCl 500 mM, de manera tal que la concentracion final de ASB-
14 fuera del 1% y se incubd 1,5 h, con agitacion suave a 4 °C.

La elucidn de la proteina de interés se realizé luego de empaquetar la resina
en una jeringa de 5 mL con un filtro de papel Whatman. Al empaquetar la resina, se
recolecté el sobrenadante, que es la fracciébn no unida a la resina (flow-through).
Posteriormente, se realizaron 2 lavados con 2xVc de Buffer de Unién y se
recolectaron las muestras. Seguido a ello, la proteina se eluyé empleando 1xVc de 4
Soluciones de Elucion (PBS 1X, ASB-14 1%, NaCl 320 mM, pH 7,4), suplementados
cada uno de ellos con una concentracion creciente de Imidazol (50, 100, 250 y 500
mM) y se recolectaron las muestras luego de cada elucion. Finalmente, se realizaron
dos lavados con 1xVc de Buffer de Elucion sin detergente (PBS 1X y 500 mM
Imidazol).

5.9.5. Didlisis

Se procedi6 a realizar la dialisis de las muestras eluidas con 50 y 100 mM de
imidazol, que fueron las fracciones en las cuales se detecté la proteina de interés en
mayor proporcion. Se juntaron las muestras eluidas con 50 y 100 mM de imidazol y
se coloco una alicuota de 200 pL en un tubo eppendorf cerrado con una membrana
de dialisis de 12,4 kDa de corte (Sigma 36H0858)°". La muestra fue dializada contra
200 mL de un buffer compuesto por PBS 1X suplementado con NaCl 0,3 M, durante
16 h a 4 °C con agitacion. Posteriormente se centrifugé la muestra dializada, durante
20 min a 6200 g, en centrifuga Sorvall Legend Micro 21 (Thermo Fisher Scientific), a
4 °C. El pellet (resuspendido en Buffer de siembra 1X para SDS-PAGE) y una
alicuota del sobrenadante con cantidad adecuada de Buffer de Siembra 5X para
SDS-PAGE, fueron analizados mediante SDS-PAGE. El sobrenadante también se
cuantifico mediante un método colorimétrico, utilizando el Kit Pierce™ BCA Protein
Assay (Thermo Fisher Scientific) para poder estimar la concentracion de proteina

obtenida.
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5.10. Ensayos de topologia

5.10.1. Preparacion de esferoplastos

Se parti6 de un cultivo saturado iniciado desde colonias transformantes
aisladas de E. coli BL21 Star™ (DE3) transformadas con el plasmido pET41_H6X-
mistic-TEV-blaR1JH1. Se realizdé una dilucién 1:100 del mismo en 10 mL de LB
suplementado con el antibiético de seleccion (Kanamicina). El cultivo se creci6é a 37
°C, 220 rpm, hasta una DOgonm de 0,65 y luego se agrego el inductor (IPTG), en una
concentracion final igual a 1 mM. El cultivo fue inducido durante 16 h a 20 °C, con
una agitacion de 220 rpm. Se tomo una alicuota de 500 pL del cultivo inducido. El
resto se transvasoé a un tubo cénico de 15 mL y se centrifugd 6 min a 6.200 g a 4 °C
en centrifuga Sorval ST16R (Thermo Fisher Scientific). Seguidamente, se
resuspendio el pellet en 2 mL de Buffer 1 (Tris 20 mM pH 8, NaCl 150 mM) y se
volvié a centrifugar 6 min a 6.200 g a 4°C. Luego, se resuspendié el pellet en un
volumen V= DOggonm X ML de cultivo x 100 pL, de Buffer 2 (Tris 20 mM pH 8, EDTA
0,1 mM, 20 % sacarosa), que se suplementd con lisozima (concentracion final 1
mg/mL) y PMSF (concentracion final 0,5 mM), y se incub6é durante 30 min con
agitacion suave, a 4 °C. Posteriormente se centrifugd 4 min a 6.200 g a 4 °C en
centrifuga Sorval ST16R (Thermo Fisher Scientific) y el pellet se resuspendié en un
volumen V de Buffer 3 (Tris 20 mM pH 8, sacarosa 20 %). Finalmente se realizé otra
centrifugacion de 4 min a 6.200 g a 4 °C en centrifuga Sorval ST16R (Thermo Fisher
Scientific)) y el pellet se resuspendié en un volumen V de Buffer de Protedlisis (Tris
20 mM pH 8, CaCl, 10 mM).

5.10.2. Ensayo de susceptibilidad a Proteinasa K

Inicialmente se preparé una muestra de esferoplastos como se explicé en la
Seccion 5.10.1. Se separaron cinco alicuotas de 140 uL. A una de ellas se le agrego
directamente Buffer de Siembra 5X para SDS-PAGE (esferoplastos a tiempo 0 min)
y el resto fueron incubadas a temperatura ambiente por 5 min con distintas
concentraciones de Proteinasa K (0, 100, 500, 1000 pg/mL). La reaccion se freno
mediante el agregado de PMSF en una concentracion final de 5 mM, con el fin de
inhibir la actividad de la Proteinasa K, y las muestras luego se centrifugaron 3 min a
4.700 g a 4 °C en centrifuga Sorvall Legend Micro 21 (Thermo Fisher Scientific), se
resuspendio el pellet en Buffer de Siembra 1X y se agregé nuevamente PMSF en

una concentracion final de 5 mM. Las muestras se hirvieron por 5 minutos con el fin
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de inhibir la actividad de la Proteinasa K y desnaturalizar las proteinas, para luego
ser resueltas por SDS-PAGE.

5.10.3. Ensayos de unién al antibiético Bocilina-FL

Inicialmente se prepar6é una muestra de esferoplastos como se explicé en la
Seccion 5.10.1, con la diferencia de que antes de resuspender el pellet en un
volumen V de Buffer de protedlisis, este se resuspendié en un volumen V/3 de Buffer
de protedlisis para obtener una muestra mas concentrada y se tomé una alicuota de
80 pL para el ensayo de unién a Bocilina-FL (Invitrogen). Se alicuotaron 3 muestras
de 25 pL. Todas ellas fueron incubadas a temperatura ambiente por 5 minutos en
diferentes condiciones: una en ausencia de Bocilina-FL; las otras dos con Bocilina-
FL en una concentracion final de 10 pM, pero una de ellas fue incubada con
agitacion para producir la ruptura de los esferoplastos. Luego del ensayo, se agrego
un volumen adecuado de Buffer de Siembra 5X, para luego resolver las proteinas de
la muestra mediante SDS-PAGE. Las proteinas unidas al antibiético fluorescente
Bocilina-FL fueron visualizadas mediante escaneo del gel sin teiir en el equipo
Typhoon-FLA 7000 (GE Healthcare Life Sciences). Posteriormente, el gel fue tenido

con Coomasie para visualizar las proteinas totales.
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6. Resultados y Discusion

6.1. Evaluacidon de la expresion, purificacion y topologia de la
proteina BlaR1JH1 como fusién a Mistic

6.1.1. Construccion del plasmido pET4la(+)_ H6x-mistic-TEV-
blaR1JH1
En el laboratorio se contaba con el gen sintético blaR1JH1 optimizado para la
expresion en E. coli (GenScript), que codifica para la proteina BlaR1JH1 de la cepa
de S. aureus JH1. Previo al inicio de este trabajo, el gen blaR1JH1, junto con el sitio
TEV introducido en el extremo 5 del mismo, fue amplificado por PCR empleando
oligonucledtidos que introducian un sitio Bglll en 5 y BamHI en 3’. La construccion
fue clonada en el vector pET4la(+) digerido con Bglll. A partir del plasmido
pET4la(+) _TEV-blaR1JH1 se procedi6 a la construccion del plasmido
pET4l1la(+)_H6x-mistic-TEV-blaR1JH1, que permitiria la expresiéon de la proteina
BlaR1JH1 como fusién a Mistic (Mistic-BlaR1JH1).

El gen que codifica para la proteina Mistic fue amplificado por PCR utilizando
el vector pET15b_mistic como molde y los cebadores OLL_29 y OLL_30 disefiados
de manera tal que introdujeran los sitios de restriccion Ndel y Bglll en los extremos
5"y 3’ respectivamente, lo cual permite la insercién en fase del gen de interés en el
plasmido pET4la(+) TEV-blaR1JH1 (Figura 6.1). Ademas, el cebador OLL_ 29 fue
disefiado para permitir la introduccion de una secuencia que codifica para una cola
de poli-histidina (H6x o His-tag) en el extremo N-terminal del gen mistic, la cual
podria ser utilizada para la posterior deteccién y purificacion de la proteina de

interés.

La mezcla conteniendo el producto de PCR fue sembrada en un gel de
agarosa al 1% (Figura 6.2 A) y se purifico la banda correspondiente al gen H6x-
mistic amplificado. El inserto purificado fue luego digerido con las enzimas de
restriccion Ndel y Bglll (Promega). Se realiz6 una Unica digestion ya que las
endonucleasas empleadas comparten el mismo medio de reaccion. Luego de la

digestién, la mezcla fue sembrada en un gel de agarosa al 1% y el fragmento de
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ADN resultante (355 pb) fue purificado a partir del gel realizando el corte de la banda
de interés.

La digestion del vector pET4la(+) TEV-blaR1JH1 con las enzimas de
restriccion Ndel y Bglll (Promega), libera el fragmento de ADN correspondiente a la
proteina GST. El vector fue digerido simultaneamente con las enzimas de restriccion
Ndel y Bglll (Promega). Luego de la digestion, la mezcla fue sembrada en un gel de
agarosa al 1% y el fragmento de ADN correspondiente al vector
pET41a(+)_blaR1JH1 Ndel/Bglll, de aproximadamente 6380 pb, fue purificado a
partir del gel (Figura 6.2 B).

Nae/ B:glll

E
67?5,
20
-
(&=
X

ET41a() pET41a(+)
petaial+ ., TEV-blaRTJHT &
TEV-blaR1JH1 g, Digestion con s 6524pb / Bl
T 7178pb /  Ndely Bgll & o Ndel g
- LS \{&Q
“&Q ori__~
orij A
pET41a(+)_H6x-mistic
Ligacion \ g TEV-blaR1JH1 /

- 6762pb

Fragmento de PCR Digestion con H6X-mistic
Ndel'y Bylll

Figura 6.1. Esquema de la estrategia de clonado empleada para la construccion del
vector pET4l1a(+)_H6X-mistic-TEV-blaR1JH1.

o~

A

000pb

000pb

00pb
(355pb) 300pb

H6x-mistic

Figura 6.2. Fragmentos de ADN resultantes de la digestion con enzimas de restriccion.
Alicuotas de cada una de las reacciones de digestion con enzimas de restriccion adecuadas
fueron resueltas en geles de agarosa 1%, visualizado con Syber Safe DNA gel stain. A.
Producto de la reaccién de PCR para amplificar el gen H6x-mistic. 1- producto de PCR
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digerido con las enzimas de restriccidon Ndel y Bglll; 2- Marcador de peso molecular, 1 Kbp
Plus. B. Vector pET4la(+)_TEV-blaR1JH1 luego de ser digerido con las enzimas de
restriccion Ndel y Bglll. 1- vector pET41a(+)_TEV-blaR1JH1 luego de haber sido sometido a
digestion con las enzimas Ndel y Bglll. Se observa una banda correspondiente al fragmento
del gen gst (aproximadamente 790 pb) liberado luego de la digestion y una banda
correspondiente al vector pET4la(+) TEV_blaR1JH1 linealizado (aproximadamente 6300
pb). 2- Marcador de peso molecular, 1 Kbp Plus.

Ambos fragmentos digeridos y purificados fueron cuantificados midiendo
absorbancia a 260 nm. Luego, se procedio a la ligacion de los mismos utilizando una
relacion 7:1 de inserto:pladsmido (50 ng de vector y 350 ng de inserto). Una alicuota
de la mezcla de ligacion fue utilizada para la transformacién de células de E. coli
DH5a competentes. Como control se religo el vector solo. Se seleccionaron colonias
transformantes en placas con LB-Agar-Kanamicina (Kan). Se verifico la presencia
del inserto en algunas colonias transformantes por PCR en colonia y se
seleccionaron 2 colonias positivas para realizar preparaciones de ADN plasmidico y
verificar la presencia del inserto de interés mediante digestibn con las enzimas
Ndel/Bglll y Ndel/Xhol (Figura 6.3). El ADN de ambas colonias fue secuenciado, lo
gue permitié corroborar la correcta secuencia del gen H6x-mistic-TEV-blaR1JH1 y el
clonado en fase.

clon 4 clon 6 Figura 6.3. Verificacion de la presencia del inserto
H6éx-mistic 'y H6x-mistic-TEV-blaR1JH1 en los
8’&\\\.\3\0\@0\ 8’@\\\4@ plasmidos ~aislados de colonias E. coli DH5a
N o™ A transformadas con la mezcla de ligacién, que dieron

¢ FFL KL P > :
TN R S positivas en la PCR en colonia. En cada caso se
resolvié una alicuota de la mezcla de digestion en un gel

*“-"’* - de agarosa 1%, visualizado con Syber Safe DNA gel
stain. SE- pET4la(+) H6x-mistic-TEV-blaR1JH1,

o o000 - superenrollado. Ndel/Bglll- Clon correspondiente digerido
41000 con las enzimas Ndel y Bglll, la banda correspondiente al

- fragmento H6x-mistic (355 pb) puede que no se haya

*500 logrado observar debido a su bajo peso molecular.

Ndel/Xhol- Clon correspondiente digerido con las

enzimas Ndel y Xhol, se observa una banda
correspondiente al fragmento H6x-mistic-TEV-blaR1JH1 (aproximadamente 1775 pb). MPM-
Marcador de peso molecular, 1 Kbp Plus.

6.1.2. Evaluacién de las condiciones de expresion de la proteina
Mistic-BlaR1JHL1 utilizando distintas cepas

Se prepararon células competentes de las cepas E. coli BL21 Star'™ (DE3),

C41 (DE3) y C43 (DE3), empleando el método de CaCl, y las mismas fueron

transformadas con el plasmido pET4la(+)_H6x-mistic-TEV-blaR1JH1. A partir de

cultivos saturados iniciados desde colonias transformantes aisladas, se realiz6 una
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dilucion 1:100 de los mismos en 10 mL de LB suplementado con el antibiético de
seleccion (Kan). Los cultivos se crecieron a 37 °C, 220 rpm, hasta una DOgyonm
aproximadamente igual a 0,8 - 0,9 y luego se agreg6 el inductor (IPTG), en una
concentracion final igual a 1 mM. Se probaron tres condiciones de induccion
diferentes; esta se realiz6 durante 2 y 4 h a 37 °C, con una agitacion de 220 rpm y
también durante 16 h a 20 °C, con una agitacién de 220 rpm (Figura 6.4).

C41(DE3) C43(DE3) BL21Star™(DE3)
37°C 20°C 37°C 20°C _37°C 20°C MPM Figura 6.4. Evaluacién de

NI_2h 4h ON NI 2 4h ON NI 2h 4h ON (E_Da) las condiciones  de
T SN T expresion de Mistic-
BlaR1JH1 utilizando

60 distintas cepas, tiempos y
50 temperaturas de induccion.
Las proteinas de extractos
totales de células de E. coli
BL21 Star™ (DE3), C41
(DEDJ), C43

(DE3)/pET41a(+)_H6x-
mistic-TEV-blaR1JH1 fueron
resueltas mediante SDS-PAGE al 12%, visualizado por tincion con Azul de Coomasie. NI:
extractos de proteinas totales del cultivo no inducido. 2 h: extractos de proteinas totales del
cultivo inducido durante 2 h, 37 °C, 220 rpm. 4 h: extractos de proteinas totales del cultivo
inducido durante 4 h, 37 °C, 220 rpm. ON: extractos de proteinas totales del cultivo inducido
durante 16 h, 20 °C, 220 rpm. MPM: Marcador de peso molecular, PageRuler Unstaine.
Todas las inducciones se realizaron a DOgoonm aproximadamente igual a 0,8 - 0,9 y
empleando una concentracion final de IPTG igual a 1 mM. En todas las calles se sembré un
total de 2x10° células. Con el * se marca a la proteina Mistic-BlaR1JH1 (63 kDa).

En la Figura 6.4, puede observarse que la proteina Mistic-BlaR1JH1 (peso
molecular 63 kDa) se sobre-expres6 utilizando la cepa BL21 Star™ (DE3). A partir
de este ensayo seleccionamos como cepa de trabajo para la sobre-expresion de la
proteina de interés a E. coli BL21 Star™ (DE3) y nos propusimos continuar

estudiado otras condiciones de induccion.

6.1.3. Evaluacion de la densidad 6ptica Optima para la expresion de

la proteina Mistic-BlaR1JH1
Se transformaron células competentes de E. coli BL21 Star™ (DE3) con el
plasmido pET4la(+) H6x-mistic-TEV-blaR1JH1 y con el plasmido pET4la(+),
utilizado como control negativo, empleando el método de CaCl,. A partir de cultivos
saturados iniciados desde colonias transformantes aisladas, se realizé una dilucion
1:100 de cada uno de ellos en 10 mL de LB suplementado con el antibiético de

seleccion (Kan). Los cultivos se crecieron a 37 °C, 220 rpm, hasta la DOgyonm
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propuesta (se propusieron 3 valores de DOgyonm: 0,65, 0,8 y 0,9) y luego se agrego el
inductor (IPTG), en una concentracion final igual a 0,5 mM. Los cultivos fueron
inducidos durante 4 h a 37 °C y durante 16 h a 20 °C, segun los resultados

obtenidos en la Figura 6.4, con una agitacion de 220 rpm en ambos casos.

BL21Star™(DE3) BL21Star™(DE3)

DOy =0.65 DOx,,=0.8 DOyy,=0,9  ON,20°C,D04,.= 0,75
4h,37°C  ON20°C 4h,37°C ON,20°C \ppm 4h37°C ON20°C  pET41a(+) MPM
NI Ind NI Ind NI Ind NI Ind ¢ Jdnd NI Ind NI _Ind (KDa)

—-50

Figura 6.5. Evaluaciéon de la densidad 6ptica (DOgoonm) Optima para la expresion de la
proteina Mistic-BlaR1JH1. Las proteinas de extractos totales de células de E. coli BL21
Star™ (DE3)/pET4la(+)_H6x-mistic-TEV-blaR1JH1 y pET41a(+), obtenidas de cultivos
inducidos durante 4 h a 37 °C y 16 h a 20 °C, a tres DOgoonm diferentes (0,65, 0,8 y 0,9),
fueron resultas mediante SDS-PAGE al 12%, visualizado por tincion con Azul de Coomasie.
NI: extractos de proteinas totales del cultivo no inducido. Ind: extracto de proteinas totales
del cultivo inducido, con una concentracion final de IPTG de 0,5 mM. En todas las calles se
sembré un total de 2x108 células. MPM: Marcador de peso molecular, PageRuler Unstained.
Con el * se marca a la proteina Mistic-BlaR1JH1 (63 kDa).

En la Figura 6.5 puede observarse que la proteina Mistic-BlaR1JH1 (63 kDa),
se sobre-expreso6 en todas las condiciones planteadas. Sin embargo, seleccionamos
como condicién de induccién para los proximos ensayos de sobre-expresion,
DOgoonm de 0,65, temperatura 20 °C y periodo de induccién 16 h, ya que es la

condicion en la que se observé mayor sobre-expresion de la proteina de interés.

6.1.4. Evaluacion de la concentracion éptima de inductor (IPTG)
para la expresiéon de la proteina Mistic-BlaR1JH1

Se transformaron células competentes de E. coli BL21 Star™ (DE3) con el

plasmido pET4la(+) H6x-mistic-TEV-blaR1JH1, empleando el método de CaCl,. A

partir de cultivos saturados iniciados desde colonias transformantes aisladas, se

realizé una dilucién 1:100 de cada uno de ellos en 10 mL de LB suplementado con el

antibiético de seleccion (Kan). Los cultivos se crecieron a 37 °C, 220 rpm, hasta la

DOeoonm de 0,65 (seleccionada anteriormente, Seccidén 6.1.3) y luego se agregé el
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inductor (IPTG) en dos concentraciones finales diferentes, 0,5 mM y 1 mM. Los
cultivos fueron inducidos durante 16 h a 20 °C, con una agitacion de 220 rpm
(Figura 6.6). Ademas, se realizd el mismo ensayo pero, transformando células
competentes de E. coli BL21 Star™ (DE3) y E. coli BL21 (DE3) para comparar los

niveles expresion en estas cepas (Figura 6.7).

BL21Star™(DE3);T20°C;ON

[IPTG] [IPTG]
MPM 0.5mM 1 mM

Figura 6.6. Evaluacién de la concentracion Optima
de inductor para la expresion de la proteina Mistic-
BlaR1JH1. Las proteinas de extractos totales de células
de E. coli BL21 Star™ (DE3)/pET41a(+)_H6X-mistic-
TEV-blaR1JH1 obtenidas a partir de inducciones
- . : | realizadas con concentraciones finales de IPTG de 0,5y
1 mM fueron resueltas por SDS-PAGE al 12%,
prind | visualizado mediante tincion con Azul de Coomasie. NI:
extractos de proteinas totales del cultivo no inducido.
Ind: extractos de proteinas totales de cultivos inducidos
a 20 °C durante 16 h con concentraciones finales de
Sk IPTG de 05 y 1 mM. MPM: Marcador de peso
— e molecular, Rainbow. En todas las calles se sembr6 un
total de 2x10° células. Con el * se marca a la proteina Mistic-BlaR1JH1 (63 kDa).
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Figura 6.7. Evaluacion de la concentracion 6ptima de inductor para la expresion de la
proteina Mistic-BlaR1JH1 en BL21 Star™ (DE3) y BL21 (DE3). A- Las proteinas de
extractos totales de células de E. coli BL21 Star™ (DE3)/pET4la(+)_H6X-mistic-TEV-
blaR1JH1 y BL21 (DE3)/pET4la(+)_H6X-mistic-TEV-blaR1JH1 obtenidas a partir de
inducciones realizadas con concentraciones finales de IPTG de 0,5y 1 mM, fueron resueltas
por SDS-PAGE al 12%, visualizado mediante tincion con Azul de Coomasie. (-): extracto de
proteinas totales del cultivo no inducido. 0,5 y 1: extracto de proteinas totales de cultivos
inducidos a 20 °C durante 16 h con concentraciones finales de IPTG de 0,5 y 1 mM,
respectivamente. MPM: Marcador de peso molecular, Rainbow. En todas las calles se
sembrd un total de 2x10° células. B- Deteccién de Mistic-BlaR1JH1 en los extractos de
células totales de los cultivos de BL21 Star™ (DE3)/pET4la(+) H6X-mistic-TEV-blaR1JH1
colonias A y B mediante Western Blot (gel de poliacrilamida al 12% transferido a una
membrana de nitrocelulosa). Se utilizd como anticuerpo primario, anti-BlaR® (dilucién
1/1.000) y como anticuerpo secundario, goat-anti-rabbit-HRP conjugated (dilucion 1/10.000).
El revelado se realiz6 con el reactivo quimioluminiscente SuperSignal West Dura. La
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deteccion también se intent6 realizar utilizando el anticuerpo anti-His-tag-HRP, debido a la
presencia de una cola de histidina N-terminal, pero no fue posible detectar la proteina. En
todas las calles se sembré un total de 2x10° células. Con el * se marca a la proteina Mistic-
BlaR1JH1 (63 kDa).

Como se observa en la Figura 6.7, la proteina Mistic-BlaR1JH1 (63 kDa) se
sobre-expresé cuando la induccion fue realizada utilizando la cepa BL21 Star™
(DE3), no asi cuando se utilizé la cepa BL21 (DE3). Ademas, como se observa en
las Figura 6.6 y Figura 6.7, la proteina de interés se sobre-expreso utilizando tanto
0,5 como 1 mM de IPTG como concentracion final, pero la induccion fue mayor al
utilizar una concentracion final de inductor de 1 mM (para la colonia A). Por lo tanto,
decidimos continuar trabajando con la cepa BL21 Star™ (DE3) y realizar la induccién
con una concentracion final de IPTG de 1 mM.

6.1.5. Evaluacién de la localizacién sub-celular de la proteina
Mistic-BlaR1JH1

Con el objetivo de determinar la localizacion sub-celular de la proteina Mistic-

BlaR1JH1 sobre-expresada en E. coli, se procedié a realizar una preparacién de

proteinas de membrana (Seccién 5.9.2), ya que es el sitio donde esperamos

encontrarla. Se tomaron alicuotas de cada fraccién obtenida durante la preparacion.

DOBOOnm=O’65;T20°C;ON DOGOOnm=0’8;T200C;ON

Post Sonic Ultracent Post SonicUltracent MPM
In P SN P SN NI Ind P SN P SN (KDa)

- -

—

o — % e — 60
gﬁ v~ 40

Figura 6.8. Evaluaciéon de la localizacion sub-celular de la proteina Mistic-BlaR1JH1.
Las proteinas de extractos totales de células de E. coli BL21 Star™ (DE3)/pET41a(+)_H6X-
mistic-TEV-blaR1JH1 fueron resueltas mediante SDS-PAGE al 12%, visualizado por tincion
con Azul de Coomasie. NI: extractos de proteinas totales del cultivo no inducido (se sembroé
un total de 2x10°® células). Ind: extracto de proteinas totales de cultivos inducidos a DOggonm
de 0,65y 0,8, a 20 °C, durante 16 h con concentracion final de IPTG de 1 mM (se sembro
un total de 2x10° células). Post Sonic P: pellet obtenido en la centrifugacion post-sonicado
(cuerpos de inclusion, celulas intactas y fragmentos grandes de membrana). Post Sonic
SN: sobrenadante obtenido en la centrifugacién post-sonicado (proteinas solubles y
proteinas de membrana). Ultracent P: pellet obtenido luego de la ultracentrifugacion
(proteinas de membrana). Ultracent SN: sobrenadante obtenido luego de la
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ultracentrifugacion (proteinas solubles). En todas las calles se sembraron 5 ug de proteinas
totales, donde la cantidad de muestra a sembrar fue calculada a partir de la construccion de
una curva de calibracién utilizando el Kit Pierce™ BCA Protein Assay. MPM: Marcador de
peso molecular, PageRuler Unstained. Con el * se marca a la proteina Mistic-BlaR1JH1 (63
kDa).

Como se observa en la Figura 6.8, la proteina Mistic-BlaR1JH1 sobre-
expresada en E. coli BL21 Star™ (DE3), se encuentra en gran proporcién en
membrana, lo que indica una sobre-expresion exitosa de esta proteina de membrana
de S. aureus. Sin embargo, también se detecté que parte de la proteina de interés
se encontraba en la fracciébn correspondiente al pellet obtenido luego de la
centrifugacion del extracto sonicado (Post Sonic P), indicAndonos que ésta podria
localizarse parcialmente en cuerpos de inclusion, en células sin romper y/o en

grandes fragmentos de membrana.

6.1.6. Determinacion de las condiciones de solubilizacién de Mistic-
BlaR1JH1, a partir de preparaciones de membrana de E. coli BL21
Star™ (DE3)

Con el fin de purificar la proteina Mistic-BlaR1JH1 de las membranas de E.
coli donde se habia logrado sobre-expresarla, se procedié en una primera instancia
a evaluar condiciones que permitan solubilizarla. Se evaluaron diez detergentes,
utilizando la concentracion final de cada uno de ellos sugerida por el fabricante (Kit
ProteoPrep Detergent Sample (SIGMA-ALDRICH). La solubilizacion se llevo a cabo
como se explica en la Seccién 5.9.3, incubando 100 pL de suspensiones de
preparacion de membrana de E. coli BL21 Star™ (DE3) que contenian la proteina de
interés, con 200 pL de una solucion del correspondiente detergente a una

concentracion 1.5 X durante 16 h a 4 °C con agitacion suave.

Q@
Chaps C7BZ0 ASB14 Sb310 _OG _MPM

Y016 c13E10 Brito_DDM__LDAOMPM
SN P SN P SN P SN P(KDa) SN P P SN P

N P SN P(KDa

Figura 6.9. Solubilizacion de Mistic-BlaR1JH1 a partir de preparaciones de membrana
utilizando diferentes detergentes. Las proteinas de extractos totales de células de E. coli
BL21 Star™ (DE3)/pET41a(+)_H6X-mistic-TEV-blaR1JH1 fueron resueltas mediante SDS-
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PAGE al 12%, visualizado por tincion con Azul de Coomasie. Ind: extractos de proteinas
totales de cultivos inducidos a DOggonm de 0,65, a 20 °C, durante 16 h con concentracion final
de IPTG de 1 mM (se sembr6 un total de 2x10° células). Cl: pellet obtenido en la
centrifugacion post-sonicado (cuerpos de inclusion, células intactas y fragmentos grandes de
membrana). PS: sobrenadante obtenido en la centrifugacién post-sonicado (proteinas
solubles y proteinas de membrana). MEMB: fraccion de membrana antes del tratamiento
con detergente (pellet obtenido luego de la ultracentrifugacién). En las calles CI, PS y
MEMB se sembraron 20 ug de proteinas totales, donde la cantidad de muestra a sembrar
fue calculada a partir de la construccion de una curva de calibracién utilizando el Kit Pierce™
BCA Protein Assay. Chaps: membrana tratada con Chaps 3,7% P/V. C7BZ0: membrana
tratada con C7BZ0 2% P/V. ASB-14: membrana tratada con ASB14 2% P/V. Sb310:
membrana tratada con Sb310 0,5% P/V. OG: membrana tratada con OG 7,3% P/V. OTG:
membrana tratada con OTG 0,5% P/V. C13E10: membrana tratada con C13E10 0,5% P/V.
Brij-C-10: membrana tratada con Brij-C-10 0,5% P/V. DDM: membrana tratada con DDM
0,5% P/V. LDAO: membrana tratada con LDAO 0,5% P/V. En todos los casos, SN:
sobrenadante obtenido luego de centrifugar la membrana tratada. P: pellet obtenido luego
de centrifugar la membrana tratada. Para todos los detergentes la cantidad sembrada fue el
triple que la cantidad correspondiente a la fraccibn de membrana sin tratar. MPM: Marcador
de peso molecular, Rainbow. Con el * se marca a la proteina Mistic-BlaR1JH1 (63 kDa).

Como se observa en la Figura 6.9, la solubilizacién de la proteina de interés
se logro utilizando el detergente ASB-14 en una concentracion final de 2% P/V. Este
fue el Unico detergente que permitié obtener la mayor proporcién de proteina en el
sobrenadante respecto del pellet, luego del tratamiento. Por lo tanto, se decidi6

utilizar este detergente en los experimentos posteriores de purificacion.

6.1.7. Purificacion de la proteina Mistic-BlaR1JH1 mediante
cromatografia de afinidad
Dado que la proteina Mistic-BlaR1JH1 posee una cola de poli-histidina (H6X)
en su extremo N-terminal, se empled una resina de Niquel Sefarosa (Ni-Sepharose,
GE Healthcare Life Sciences), con el objetivo de lograr su purificacion mediante
cromatografia de afinidad. La purificacion se realiz6 como se explica en la Seccién
5.9.4.

A partir de la induccién de la proteina de interés en un cultivo de 100 mL, se
procedi6 a la preparacion de proteinas de membrana que luego fueron solubilizadas
en ASB-14 2% P/V por 16 h a 4 °C, con agitacion suave. Posteriormente se realizé
una centrifugacion de 30 min a 21.000 g y 4 °C, para poder separar el pellet del
sobrenadante con la fraccion solubilizada de la proteina de interés. Esta ultima, fue
luego incubada con la resina de Niquel Sefarosa durante 1,5 h a 4 °C con agitacion
suave. La resina fue empacada en una columna, y se recolectd el sobrenadante

donde se encontraba la fraccion de proteina no unida a la resina (flow-
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through).Posteriormente se realizaron dos lavados con dos volimenes de columna
de Buffer de Unidn, conteniendo una concentracion final de imidazol de 20 mM.
Luego, se realizaron eluciones utilizando un volumen de columna de cada una de las
soluciones de concentracion creciente de imidazol siendo las mismas 50, 100, 250 y
500 mM.

Ind CI P @Q’NS Ft1 Ft1* L1 L2 E1 E2 E4 L MPM (KDa)

Figura 6.10. Purificacién de Mistic-BlaR1JH1 mediante cromatografia de afinidad,
empleando una resina de Niquel Sefarosa. SDS-PAGE al 12 %, de las fracciones de
proteinas obtenidas durante la preparacion de membrana y la purificaciébn de Mistic-
BlaR1JH1, visualizado por tinciéon con Azul de Coomasie. Ind: extractos de proteinas totales
del cultivo inducido a DOgyonm de 0,65, 20 °C, durante 16 h con concentracion final de IPTG
de 1 mM (se sembré un total de 2x10° células). Cl: pellet obtenido en la centrifugacion post-
sonicado (cuerpos de inclusion, células intactas y fragmentos grandes de membrana). PS:
sobrenadante obtenido en la centrifugacion post-sonicado (proteinas solubles y proteinas de
membrana). MEMB: fraccion de proteinas de membrana antes del tratamiento con
detergente (pellet obtenido luego de la ultracentrifugacion). En las calles CI, PS y MEMB se
sembraron 20 pg de proteinas totales, donde la cantidad de muestra a sembrar fue
calculada a partir de la construccion de una curva de calibracion utilizando el Kit Pierce™
BCA Protein Assay. NS: fraccion de proteina no solubilizada con ASB-14 2% P/V. Ftl y
Ft1*: flow-through, proteinas no unidas a la resina. L1 y L2: lavados de la columna,
realizados con Buffer de Unién conteniendo una concentracion final de imidazol de 20 mM.
E1l- 4: eluciones de la proteina de interés unida a la resina, utilizando concentraciones
finales de imidazol de 50, 100, 250 y 500 mM, respectivamente. L: lavado final de la
columna, utilizando buffer sin detergente con imidazol 500 mM. Para todas las fracciones de
columna, se sembraron 30 UL de muestra por calle. MPM: Marcador de peso molecular,
PageRuler Prestained. Con el * se marca a la proteina Mistic-BlaR1JH1 (63 kDa).

Como se observa en la Figura 6.10, la solubilizacion de la proteina Mistic-
BlaR1JH1 a partir de preparaciones de membrana, utilizando el detergente ASB-14
en una concentracion final de 2% P/V fue completa, ya que no se detectd la
presencia de la misma en la fraccién de proteinas no solubles (NS, calle 5) luego de
la solubilizacion y posterior centrifugacion. Por otra parte, la proteina Mistic-
BlaR1JH1 pudo purificarse en mayor proporcion utilizando las Soluciones de Elucion
qgue contenian concentraciones finales de imidazol 50 y 100 mM, respectivamente
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(E1y E2, calles 10 y 11). Sin embargo, parte de la proteina de interés también fue
perdida durante los primeros dos lavados, utilizando Buffer de Unién que contenian

una concentracion final de imidazol 20 mM (L1 y L2, calles 8 y 9).

Se juntaron las fracciones con proteina eluida con 50 y 100 mM de imidazol,
que, como se observd en la Figura 6.10, fueron las fracciones en las cuales se
detectd la proteina de interés en mayor proporcion y se procedié a realizar una
dialisis de las mismas para luego poder cuantificar la cantidad de proteina purificada.
La dialisis se realiz6 como se explica en la Seccion 5.9.5, incubando 200 pL de
muestra contra 200 mL de un buffer compuesto por PBS 1X, suplementado con
NaCl 0,3 M, durante 16 h a 4 °C, con agitacion. Posteriormente se procedid a
centrifugar la muestra dializada, durante 20 min a 4 °C a 6200 g, para poder separar

la proteina soluble de proteinas que pudieran haber precipitado durante la dialisis.

P SN E4

MPM(KDa) Figura 6.11. Dialisis de las fracciones
obtenidas durante la purificacion. SDS-PAGE al
12%, de las fracciones eluidas con 50 y 100 mM de
imidazol dializadas contra buffer compuesto por
PBS 1X suplementado con NaCl 0,3 M, visualizado
por tincion con Azul de Coomasie. P: pellet
obtenido en la centrifugacion posterior a la dialisis.
SN: sobrenadante obtenido en la centrifugacion
posterior a la didlisis. E4: fraccién eluida en la
purificacién utilizando imidazol 500 mM. En todos

los casos se sembraron 30 pL de muestra. MPM:

Marcador de peso molecular, PageRuler Unstained. Con el * se marca a la proteina Mistic-

BlaR1JH1 (63 kDa).

La proteina Mistic-BlaR1JH1, luego de ser dializada y centrifugada, se
encontré6 en mayor proporciéon en la fraccion soluble (Figura 6.11). Posteriormente,
se procedi6 a realizar la cuantificacion de la misma a partir de la construccion de una
curva de calibracion utilizando el Kit Pierce™ BCA Protein Assay, obteniéndose una
concentracion final de 0,08 pg/uL. Por lo tanto, pudimos estimar que el rendimiento
fue de 0,8 mg por litro de cultivo.

6.1.8. Puesta a punto del revelado de Western Blot empleando un
anticuerpo secundario fluorescente
Como se mostro en la Figura 6.7 y a lo largo de este trabajo, se realizaron
distintos ensayos de Western Blot utilizando el anticuerpo primario Anti-BlaR®
(especifico para el dominio sensor de la proteina BlaR1), obtenido de conejo, y como

anticuerpo secundario un anticuerpo de cabra especifico para detectar IgG de
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conejo, conjugado a peroxidasa de rabanito (goat-anti-rabbit-HRP conjugated). En
estos casos, el revelado se realizd con el reactivo quimioluminiscente SuperSignal
West Dura (Pierce). Debido a la falta de este reactivo, fue necesario poner a punto
una forma alternativa de revelado utilizando el mismo anticuerpo primario. Por lo
tanto, se decidio utilizar como anticuerpo secundario, un anticuerpo de cabra
especifico para detectar IgG de conejo, conjugado a compuesto fluorescente
anaranjado Cy3® (goat-anti-rabbit-Cy3 conjugated), el cual nos permitiria visualizar
las bandas de proteina que reaccionan con el anticuerpo primario empleando el
escaner de fluorescencia Typhoon-FLA 7000, excitando a 532 nm vy utilizando el

filtro de emision para Cy3.

Para poner a punto esta técnica se realizaron ensayos de induccion utilizando
las condiciones en las cuales se daba la expresion de la proteina Mistic-BlaR1JH1,
es decir, se transformaron células competentes de E. coli BL21 Star'™ (DE3) con el
plasmido pET41a(+)_ H6x-mistic-TEV-blaR1JH1. A partir de cultivos saturados desde
colonias transformantes aisladas, se realizé una dilucién 1:100 de cada uno de ellos
en 10 mL de LB suplementado con el antibiético de seleccion (Kan). Los cultivos se
crecieron a 37 °C, 220 rpm, hasta la DOgoonm 0,65, luego se agregd el inductor
(IPTG), en una concentracion final igual a 1 mM. Los cultivos fueron inducidos
durante 16 h a 20 °C. Se probaron distintas diluciones de los anticuerpos primario y

secundario para poder detectar la presencia de la proteina de interés.

Goat-anti-rabbit-Cy3 conj

(1/500) Goat-anti-rabbit-Cy3 conj
Anti-BlaR’® _1/1000 /500

1/1000 1/500 MPM _Anti-GroEL(1/10000)

_Ind Ind (KDa)Ind NI Ind NI Figura 6.12. Puesta a punto
revelado de Western Blot
empleando un anticuerpo

7> secl?mdario fluorescente en peI

o & - - W W oquipo Typhoon-FLA 7000. Western

w50 Blot (gel de poliacrilamida al 12%

transferido a wuna membrana de

nitrocelulosa), utiizando  distintas

diluciones tanto de anticuerpo primario

como secundario para determinar la

-5 presencia de la proteina Mistic-

BlaR1JH1 Iuego de ensayos de

induccioén. Se utilizaron dos diluciones

del anticuerpo primario Anti-BlaR®

(1/2.000 y 1/500) y en ambos casos se utilizé una dilucién 1/500 del anticuerpo secundario
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Goat-anti-rabbit-Cy3 conjugated. Ademas se realiz6 una prueba utilizando el anticuerpo
primario Anti-groEL en una dilucuion 1/10.000 y se ensayaron dos concentraciones del
anticuerpo secundario Goat-anti-rabbit-Cy3 conjugated (1/1.000 y 1/500). Se utiliz6 como
marcador de peso molecular (MPM), Precision PlusWesternC. Con el * se marca a la
proteina Mistic-BlaR1JH1 (63 kDa). Con el * se marca la proteina GroEl (60 kDa).

A partir de los ensayos mostrados en la Figura 6.12, se decidié utilizar una
dilucién 1/1.000 del anticuerpo primario Anti-BlaR® y una dilucién 1/500 del
anticuerpo secundario goat-anti-rabbit-Cy3 conjugated para ensayos posteriores de
Western Blot utilizando el equipo Typhoon-FLA 7000 para la visualizacion de los

mismos.

6.1.9. Estudios de la topologia de la proteina Mistic-BlaR1JH1 en
esferoplastos de E. coli BL21 Star™ (DE3), empleando ensayos de
susceptibilidad a Proteinasa K y union al antibiético fluorescente
Bocilina-FL.

La informacion estructural disponible de la proteina Mistic indica que el
extremo C-terminal de la misma quedaria localizado en el periplasma al ser
expresada en E. coli (correspondiente a una localizacion extracelular en la bacteria
Gram-positiva B. subtilis; Figura 3.6). Al expresarla fusionada a BlaR1JH1, de
acuerdo a la topologia propuesta por nuestro grupo para la misma (Figura 3.5,
compuesta por el dominio citoplasmatico, una hélice transmembrana y el dominio
sensor extracelular), la fusion se haria con el N-terminal de BlaR1JH1, que tendria
localizacion citoplasmatica. La fusion a Mistic podria entonces forzar a una topologia
diferente a la nativa para BlaR1JH1, con el extremo C-terminal citoplasmatico, en
lugar de ser extracelular (periplasmatico al expresarla en E. coli). Si la proteina
BlaR1JH1 se encuentra en la orientacion adecuada segun lo planteado por el
modelo molecular de la misma y la funcién que debe cumplir el dominio sensor

(BlaR®), el mismo deberia orientarse hacia el espacio extracelular.

Con el fin de evaluar si la fusién de la proteina Mistic a la proteina BlaR1JH1
modifica su orientacion en la membrana bacteriana, se procedio a realizar un ensayo
de susceptibilidad a Proteinasa K. La Proteinasa K es una serin-proteasa de amplio
espectro, cuyo sitio predominante de escision es el enlace peptidico adyacente al
grupo carboxilo de aminoacidos alifaticos y aromaticos con grupos alfa-amino
bloqueados. Al tratar esferoplastos de células E. coli BL21 Star™ (DE3)

transformadas con el plasmido pET41a(+)_ H6X-mistic-TEV-blaR1JH1 que expresan
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la proteina de interés en membrana con Proteinasa K, si se emplea para la
deteccion el anticuerpo primario especifico para el dominio sensor de BlaR1 y el
mismo posee localizacion extracelular, la intensidad de la banda correspondiente a
Mistic-BlaR1JH1 deberia disminuir gradualmente a medida que se aumenta la
concentracion de proteasa. Como se observa en la Figura 6.13 A, a
concentraciones crecientes de Proteinasa K disminuye la intensidad de la banda de
expresion correspondiente a la construccion Mistic-BlaR1JH1 (63 kDa). Como
control de la integridad de los esferoplastos durante el tiempo de incubacién con
Proteinasa K, se monitoreé a la proteina BCP (Biotin Carrier Protein), que es una
proteina de localizacion citoplasmatica de 22 kDa (Figura 6.13 B). Las bandas
correspondientes a Mistic-BlaR1JH1 y BCP en los esferoplastos incubados a
temperatura ambiente por 5 minutos, se cuantificaron utilizando el programa ImageJ
(Figura 6.13 C). Para cada proteina se estableci6 como 100% la intensidad de la
banda de los esferoplastos incubados 5 minutos a temperatura ambiente sin
Proteinasa K, y como puede observarse en la Figura 6.13 C, las intensidades de las
bandas correspondientes a Mistic-BlaR1JH1 disminuyen hasta un 0 % cuando
aumenta la concentracion de Proteinasa K, mientras que la intensidad de la banda
correspondiente a BCP disminuye hasta un 40-60 %. Si bien la disminucién de la
intensidad de la banda correspondiente a BCP muestra que algunos de los
esferoplastos no se mantuvieron intactos durante el tiempo de incubacion, la
desaparicion mas rapida y completa (a 500 pg/mL de Proteinasa K) de Mistic-
BlaR1JH1 indica que el dominio sensor se encuentra expuesto en esferoplastos,
confirmando la correcta orientacion de la proteina. De esta forma, el analisis
cuantitativo nos permite corroborar que la proteina Mistic-BlaR1JH1 se encuentra en
la orientacion correcta, es decir, con el dominio sensor ubicado del lado extracelular,

en esferoplastos de E. coli.
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[PK] (ng/mL) poliacrilamida al 12%
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membrana de nitrocelulosa), utilizando como anticuerpo primario Anti-BlaR® (dilucion
1/1.000) y anticuerpo secundario Goat-anti-rabbit-Cy3 (dilucién 1/500), revelado en el equipo
Typhoon-FLA 7000 (filtro Cy3; 800 V). Se utiliz6 como marcador de peso molecular (MPM),
Precision Plus. Con el * se marca a la proteina Mistic-BlaR1JH1 (63 kDa). B. Western Blot
(gel de poliacrilamida al 16% transferido a una membrana de nitrocelulosa), utilizando
Streptactin-HRP (dilucién 1/5.000), revelado con el reactivo quimioluminiscente Super
Signal™ West Pico. Se utilizO como marcador de peso molecular (MPM), Page Ruler
Prestained. Con el * se marca a la proteina BCP (22 kDa). En ambos casos, se sembr6 el
extracto de proteinas totales del cultivo no inducido (NI) e inducido (Ind), junto con la
preparacion de esferoplastos sin incubar e incubados a temperatura ambiente durante 5
minutos con concentraciones crecientes de Proteinasa K (0, 100, 500 y 1000 upg/mL). La
cantidad de células sembradas fue de 1x10°. C. Cuantificacion de las bandas de los Western
Blot anteriores utilizando el programa ImageJ.

Ademas de los ensayos de susceptibilidad a Proteinasa K, se realizaron
ensayos de union al antibidtico fluorescente Bocilina-FL, también utilizando
esferoplastos de E. coli BL21 Star™ (DE3) transformadas con el plasmido
pET41a(+)_H6X-mistic-TEV-blaR1JH1. Este antibidtico, es capaz de unirse al
dominio sensor de la proteina BlaR1JH1 (BlaR®) si el mismo se encuentra
correctamente plegado y expuesto al espacio extracelular, ya que el antibidtico se
cree gque no es capaz de difundir dentro de la membrana celular. Como se observa

en la Figura 6.14 pudimos determinar que al agregar el antibiotico Bocilina-FL a la
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preparacion de esferoplastos, el mismo se une al dominio sensor de la proteina
Mistic-BlaR1JH1, lo cual nos indic6 que el dominio sensor se encuentra
correctamente plegado y expuesto al espacio extracelular, en concordancia con la
funcién que cumple este dominio en la estructura de la proteina BlaR1. Este ensayo
fue un complemento a los resultados obtenidos por ensayos de susceptibilidad a
Proteinasa K.

5', Tamb
Bocilina
() (+) (+)agita MPM  Figyra 6.14. Determinacién de la orientacion del dominio
cion  (KDa) sensor de la proteina Mistic-BlaR1JH1 mediante ensayos de
75 ynién al antibiético Bocilina-FL en esferoplastos de E. coli
BL21 Star™ (DE3). SDS-PAGE al 12%, revelado en el equipo
r—— Typhoon-FLA 7000 (filtro FAM, 800 V), de las muestras
: —0 preparadas a partir de esferoplastos de E. coli BL21 Star™ (DE3)
transformadas con el plasmido pET4la(+) H6X-mistic-TEV-
blaR1JH1. (-): fraccibn de esferoplastos no incubados con el
antibiotico Bocilina-FL. (+): fraccion de esferoplastos incubados
con el antibiético Bocilina-FL, en una concentracion final de 10 uM,
a temperatura ambiente por 5 minutos. (+)agitacién: fraccién de
esferoplastos incubados con el antibiético Bocilina-FL, en una
concentracion final de 10 uM, a temperatura ambiente por 5
minutos y con agitacion. MPM: marcador de peso molecular,
Precision Plus WesternC. Con el * se marca a la proteina Mistic-BlaR1JH1 (63 kDa).
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A partir de los resultados obtenidos en los ensayos mostrados anteriormente,
en las figuras Figura 6.13 y Figura 6.14 , planteamos las posibles conformaciones
que podria adoptar la proteina BlaR1JH1 una vez fusionada a Mistic. Una de ellas,
es que la insercion correcta de BlaR1JH1 en membrana, fuerce al dltimo paso
transmembrana de Mistic a quedar en el espacio citoplasmatico (Figura6.15 A). La
otra posibilidad, es la insercion correcta de Mistic en membrana, quedando la
proteina BlaR1JH1 en el espacio extracelular (Figura6.15 B), no respondiendo al
modelo planteado para esta proteina en membrana. Si la topologia fuese la
descripta en el ultimo caso, aun cuando tenemos evidencia que el dominio C-
terminal es funcional, es probable que el dominio metalo-proteasa sea no funcional.
De hecho, a pesar de que BlaR1JH1 deberia presentar actividad metalo-proteasa,
por tratarse de la version salvaje de BlaR1, no se observd auto-protedlisis de la
misma cuando se realizaron las pruebas de sobre-expresién. Esta ultima
observacién seria consistente con la arquitectura propuesta en la Figura 6.15 B, en
la cual el dominio metalo-proteasa de BlaR1JH1 no se encuentra correctamente

plegado e insertado en membrana, y por lo tanto no se manifestaria la actividad
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auto-proteolitica. Para poder evaluar la arquitectura de la proteina Mistic-BlaR1JH1,
podriamos realizar en un futuro diferentes ensayos. Uno de ellos seria un ensayo de
susceptibilidad a la proteasa TEV en esferoplastos, ya que la misma podria actuar
sobre el sitio especifico para ella Gnicamente si este se encuentra en el espacio
extracelular (Figura 6.15 B), en tanto que en el espacio citoplasmatico (Figura 6.15
A) este quedaria inaccesible para la proteasa. También, podriamos evaluar el
correcto plegamiento del dominio metalo-proteasa incubando vesiculas de
membrana que contienen a la proteina Mistic-BlaR1JH1 con su sustrato, la proteina
represora Blal, para la cual contamos con anticuerpos policlonales especificos.
Ademas, podriamos medir los niveles de metal (Zn(Il)) unido a la proteina, ya que
Gnicamente se unird, si la proteina se encuentra correctamente plegada. Planeamos
escalar la purificacion de Mistic-BlaR1JH1 para determinar en el futuro mediante
Dicroismo Circular el porcentaje de estructura secundaria (y comparar con los
porcentajes esperados a partir de nuestro modelo) y para evaluar la cristalizacion de
la misma para poder eventualmente obtener una estructura mediante difraccién de
RayosX.
Figura6.15. Posibles
conformaciones
adoptadas por la
proteina BlaR1JH1
fusionada a Mistic.
En color rosado se
muestra a la proteina
Mistic y en violeta a la
proteina  BlaR1JH1.
Ademés se muestran
los posibles sitios de

accion de la proteasa
TEV.

A. Espacio extracelular

Citoplasma

Citoplasma

6.2. Evaluacion de la expresion de las proteinas
TM3BlaR1(E202A) y BlaR1(E202A) como fusion a Mistic.

Debido a la exitosa sobre-expresion, solubilizacién y purificacion de la
proteina BlaR1JH1 fusionada a Mistic, decidimos intentar expresar como fusion a

Mistic a la proteina completa (BlaR1 de S. aureus NRS128) y a una versién que
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carece soOlo de los dos primeros pasos transmembrana (TM3BlaR1). Teniendo en
cuenta la estructura de Mistic, estas dos versiones permitirian una correcta
orientacion tanto de Mistic como de nuestra proteina, ya que en ambos casos el
extremo C-terminal extracelular de Mistic seria conectado al extremo N-terminal
extracelular de BlaR1 o de TM3BIlaR1 (Figura 6.16), de acuerdo a nuestro modelo
para la proteina homéloga MecR1. En ambos casos planteamos emplear una

mutante que carece de actividad metalo-proteasa (E202A).

A. Espacio extracelular

Citoplasma

B . Espacio extracelular

Citoplasma

Figura 6.16. Esquemas de la arquitectura propuesta de las fusiones de TM3BlaR1 (A) y
BlaR1 (B) a la proteina Mistic. En rosado se muestra la proteina Mistic.

6.2.1. Construccién de los plasmidos pET24a(+)_H6X-mistic-
TEV-TM3blaR1(E202A) y pET24a(+) H6X-mistic-TEV-
blaR1(E202A).

Para estudiar la expresion de las proteinas Mistic-BlaR1(E202A) y Mistic-
TM3BlaR1(E202A) en E. coli, los genes blaR1(E202A) y TM3blaR1(E202A) de S.
aureus NRS128 fueron clonados en el plasmido pET24a(+) H6X-mistic-TEV

(pHmMT), construido en nuestro laboratorio, el cual permite la expresion inducible de
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las proteinas de interés bajo el control del promotor pLac inducible por IPTG. En el
laboratorio se contaba con el gen blaR1(E202A) clonado en el vector pET24a(+),
amplificado a partir del plasmido pl258 de S. aureus NRS128%*. La mutacién E202A
elimina la actividad metalo-proteasa (auto-protedlisis y degradacion de la proteina

blanco Blal).

El gen blaR1(E202A) de S. aureus NRS128 fue amplificado mediante PCR
utilizando el vector pET24a(+)_blaR1(E202A)-H6X como molde y los cebadores
OLL_92 y OLL_ 94, disefiados de manera tal que introdujeran los sitios de restriccion
BamHI y EcoRI, en los extremos 5’ y 3" respectivamente, para la posterior insercion
en fase del gen de interés en el plasmido pHmT. ElI fragmento de ADN
TM3blaR1(E202A), que codifica para la version trunca de BlaR1(E202A) que incluye
desde la tercera hélice transmembrana predicha hasta el dominio sensor C-terminal,
también fue amplificado por PCR utilizando como molde el vector
pET24a(+)_blaR1(E202A)-H6X y los cebadores OLL_93 y OLL_94. Los cebadores,
también fueron disefiados de manera tal que introdujeran los sitios de restriccion
BamHI y EcoRl, en los extremos 5’ y 3" respectivamente, lo cual permitié la insercion

en fase del gen de interés en el plasmido pHmMT (Figura 6.17).

La mezcla conteniendo el producto de PCR de cada una de las
amplificaciones fue sembrada en un gel de agarosa al 1% (Figura 6.18 A) y se
purifico la banda correspondiente al gen blaR1(E202A) y TM3blaR1(E202A)
amplificado. Cada inserto purificado fue luego digerido con las enzimas de
restriccibon BamHI y EcoRI (Promega). Se realizaron digestiones secuenciales, ya
gue las endonucleasas empleadas requieren distintos medios de reaccién. En primer
lugar, se realizd la digestion con la enzima BamHI utilizando su medio de reaccion
correspondiente. Posteriormente, el fragmento de PCR fue purificado y sometido a
una segunda reaccion de digestién con la enzima EcoRI en su medio de reaccion
correspondiente. Luego de la digestion, la mezcla fue sembrada en un gel de
agarosa al 1% y los fragmentos de ADN resultantes (blaR1(E202A), 1770 pb;
TM3blaR1(E202A), 1490 pb) fueron purificados a partir del gel.
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En el laboratorio se contaba con el vector pET24a(+) H6X-mistic-TEV
(pHmMT), el cual permite fusionar las proteinas de interés a la proteina Mistic. El
vector fue digerido con las enzimas de restriccion BamHI y EcoRI (Promega) en
reacciones secuenciales, ya que las endonucleasas utilizadas no comparten el
mismo medio de reaccién. En primer lugar, se realizaron dos digestiones
independientes con cada una de las enzimas (BamHI y EcoRIl) en su medio de
reaccion correspondiente, para verificar la actividad de las mismas. Posteriormente,
el vector linealizado en cada reaccion fue purificado y sometido a una segunda
reaccion de digestion con la otra enzima, utilizando el medio de reaccion
correspondiente y la cantidad de enzima que se habia utilizado para la digestién
anterior con esa misma enzima. Este procedimiento nos permitié asegurarnos que el
plasmido haya sido correctamente digerido con ambas enzimas de restriccion, lo
cual no puede ser visualizado en el gel por la liberacion de un fragmento de ADN,
debido al pequeiio tamafio del mismo. Luego de las digestiones, las mezclas de
reaccion fueron sembradas en un gel de agarosa al 1% y el fragmento de ADN
resultante de aproximadamente 5670 pb fue purificado a partir del gel. (Figura 6.18
B).

wex-mistic Py BamH!

pET24a(+) pET24a(+)
HEX-mistic-TEV | £SoRL___, HEX-mistic-TEV EcoRl
_ segopb & Deestoncon Y 5egoph 3
L2
orf___~ ori__~ o3}

H6X-mistic-TEV

e\ beRIE2Y) Y

Ligacion |2 7443pb

-

Fragmento de PCR Digestion con™  pjaR1(E2024) or___- @
EcoR1y BamHI =

wW-MiSle P> amHI|
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Hoxmistio Ty [ERL | o tey

2, Digestion con :
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EcoR1yBamHl  (E2024)

Figura 6.17. Esquema de las estrategias de clonado empleadas para la construccion
de los vectores pET24a(+)_H6X-mistic-TEV-blaR1(E202A) (pHmMT_blaR1(E202A)) vy
pET24a(+)_H6X-mistic-TEV-TM3blaR1(E202A) (pHMT_TM3blaR1(E202A)).

on___~
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Figura 6.18. Fragmentos de ADN resultantes de la digestibn con enzimas de
restriccion para el clonado de pHmMT_blaR1(E202A) y pHmMT_TM3blaR1(E202A).
Alicuotas de cada una de las reacciones de digestién con las enzimas de restriccion
adecuadas fueron resueltas en geles de agarosa 1%, visualizado con Syber Safe DNA gel
stain. A. Producto de la reaccibn de PCR para amplificar los genes blaR1(E202A) y
TM3blaR1(E202A). 1- producto de PCR amplificado con los cebadores OLL_93 y OLL_94
correspondiente al gen TM3blaR1(E202A), digerido con las enzimas de restriccion BamHI y
EcoRI; 2- producto de PCR amplificado con los cebadores OLL 92 y OLL 94
correspondiente al gen blaR1(E202A), digerido con las enzimas de restriccion BamHI y
EcoRI; MPM- Marcador de peso molecular 1 Kbp Plus. B. Vector pET24a(+)_H6x-mistic-
TEV (pHmMT) luego de ser digerido con las enzimas de restriccion Bamhl y EcoRI. SE- vector
pHMT sin digerir, superenrollado; 1- vector pHmMT luego de haber sido sometido a digestion
con la enzima EcoRI; 2- vector pHMT luego de haber sido sometido a digestion con la
enzima BamHI; MPM- Marcador de peso molecular 1 Kbp Plus. En las calles 1 y 2 se
observa una banda correspondiente al vector pHmMT linealizado (aproximadamente 5676 pb).

Los fragmentos digeridos y purificados fueron cuantificados midiendo la
absorbancia a 260 nm. Luego, se procedi6 a la ligacion de los mismos utilizando una
relacion 5:1 de inserto:plasmido (89,7 ng de vector y 448,5 ng de inserto, para el
clonado del gen TM3blaR1(E202A) y 85,8 ng de vector y 429 ng de inserto, para el
clonado del gen blaR1(E202A)). La transformacion de células de E. coli DH5a
competentes se realizé con 5 y 15 pL de la mezcla de ligacién. Se seleccionaron
colonias transformantes en placas de LB-Agar suplementadas con Kanamicina.
Como control se religd el vector solo. A partir de algunas colonias transformantes,
seleccionadas de las placas en las cuales las digestiones del vector habia sido
utilizando la secuencia BamHI/EcoRI y se habia transformado con 15 pL de mezcla
de ligacion, se verificé la presencia del inserto por PCR en colonia y se seleccionaron
2 colonias positivas de cada construccion para realizar preparaciones de ADN
plasmidico y verificar la presencia del inserto de interés mediante digestion con las
enzimas EcoRl y BamHI (Figura 6.19). El ADN de las cuatro colonias fue
secuenciado, lo que permitié corroborar la correcta secuencia del gen H6X-mistic-
TEV-blaR1(E202A) y H6X-mistic-TEV-TM3blaR1(E202A), y el clonado en fase.
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TM3blaR 1(E202A) blaR 1(E202A) Figura 6.19. Verificacion de la
\ presencia del inserto
TM3blaR1(E202A) y
blaR1(E202A) en los plasmidos
aislados de colonias de E. coli
DH5a transformantes, que
dieron positivas en la PCR en
colonia. En cada caso se resolvio
una alicuota de la mezcla de
digestion en un gel de agarosa
1%, visualizado con Syber Safe
DNA gel stain. SE- vector pHmMT
sin digerir, superenrollado. EcoRI-
clon correspondiente digerido con la enzima EcoRI para observar la linealizacion del
plasmido. EcoRI/BamHI- Clon correspondiente digerido con las enzimas EcoRI y BamH]I, se
observan las bandas correspondientes a los insertos liberados (blaR1(E202A) 1770 pb y
TM3blaR1(E202A) 1490 pb). MPM- Marcador de peso molecular 1 Kbp Plus.

6.2.2. Evaluacién de la expresién de las proteinas Mistic-
TM3BlaR1(E202A) y Mistic-BlaR1(E202A).

Se prepararon células competentes de E. coli BL21 Star™ (DE3), empleando
el método de CaCl,. Las mismas fueron transformadas con los plasmidos
pHmMT_blaR1(E202A) y pHmMT_TM3blaR1(E202A). A partir de cultivos saturados,
desde colonias transformantes aisladas, se realiz6 una diluciéon 1:100 de los mismos
en 10 mL de LB suplementado con el antibi6tico de seleccidén (Kan). Las condiciones
de expresion utilizadas fueron aquellas puestas a punto para la expresion de la
proteina Mistic-BlaR1JHL1, es decir, los cultivos se crecieron a 37 °C, 220 rpm, hasta
una DOgoonm de 0,65 y luego se agrego el inductor (IPTG), en una concentracion final
igual a 1 mM. La induccién se realiz6é durante 16 h a 20 °C, con una agitacion de 220
rom. Las proteinas fueron resueltas mediante SDS-PAGE al 12%, visualizado por

tincion con Azul de Coomasie (Figura 6.20 A).

Debido a que la sobre-expresion de las proteinas no pudo visualizarse por
tincion con Azul de Coomasie, se realiz6 un ensayo de union al antibibtico
fluorescente Bocilina-FL para verificar si el mismo se unia al dominio sensor de las
proteinas de interés corroborando la expresion de las mismas. Los cultivos inducidos
se incubaron con el antibiético Bocilina-FL en una concentracion final de 5 uM
durante 15 minutos a 37 °C y las proteinas unidas al antibiético fluorescente fueron
visualizadas utilizando el equipo Typhoon-FLA 7000, el filtro FAM con distintos
potenciales, observandose una banda tenue correspondiente a las proteinas Mistic-
TM3BIlaR1(E202A) y Mistic-BlaR1(E202A) completas y una banda mayoritaria de
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masa algo superior a 25 kDa, correspondiente muy probablemente a un fragmento
del dominio sensor resultante de protedlisis por proteasas nativas de E. coli (Figura
6.20 B). En base a los resultados obtenidos, se decidio realizar un ensayo de
Western Blot, ya que es una técnica de mayor sensibilidad la cual permitiria
visualizar bajos niveles de expresion y ademas nos permitiria determinar
comparando las muestras incubadas con y sin Bocilina-FL, si en el ensayo con el
antibiotico, la protedlisis de las proteinas de interés se debi6 a la incubacién a 37 °C
para la reaccion con el antibiético fluorescente. Se utilizé el anticuerpo primario Anti-
BlaR® en una dilucién de 1/1.000 y como anticuerpo secundario goat-anti-rabbit-Cy3
conjugated en una dilucién 1/500(estas condiciones ya habian sido puestas a punto
previamente para la visualizacion de la sobre-expresion de la proteina Mistic-
BlaR1JH1); luego se visualizaron las proteinas detectadas por los anticuerpos en el
equipo Typhoon-FLA 7000. La sensibilidad de este ensayo no fue suficiente para
detectar a las proteinas Mistic-BlaR1(E202A) y Mistic-TM3BlaR1(E202A).

15', 37°C
A. B, _Mistic-TM3BlaR1 _ Mistic-BlaR1
Mistic-TM3BlaR1  Mistic-BlaR1 . (+)Boc (+)Boc
Ind Ind Ind Ind MPM Ind Ind Ind Ind MPM

NI (clon 9)clon 7)NI (clon 6)(clon 7) (KDa) NI (clon 9)clon 7)NI (clon 6)(clon 7) (KDa)

i

00
75

50

25

Figura 6.20. Evaluacion de la expresion de las proteinas Mistic-BlaR1(E202A) y Mistic-
TM3BlaR1(E202A) en E. coli BL21 Star™ (DE3). Las proteinas de extractos totales de
células de E. coli BL21 Star™ (DE3)/pHmT_blaR1(E202A) y pHmT_TM3blaR1(E202A),
obtenidas de cultivos inducidos a DOggonm 0,65, durante 16 h a 20 °C y concentracion final de
IPTG de 1 mM fueron resueltas mediante SDS-PAGE al 12%. NI: extractos de proteinas
totales del cultivo no inducido. Ind: extractos de proteinas totales de cultivos inducidos. A.
visualizado mediante tincibn con Azul de Coomasie. MPM: marcador de peso molecular,
Blue Plus lll. En todas las calles se sembr6 un total de 2x10° células. No se observd
expresion. B. visualizado en el equipo Typhoon-FLA 7000 (filtro FAM, 900 V). Las muestras
provenientes de cultivos inducidos, fueron incubadas 15 min a 37°C con el antibidtico
Bocilina-FL en una concentracion final de 5 pM. MPM: marcador de peso molecular,
Precision Plus WesternC. En todas las calles se sembré un total de 2x10® células. Con el *
se marca a la proteina Mistic-TM3BlaR1(E202A) (69 kDa) y con el * se marca la proteina
Mistic-BlaR1(E202A) (81kDa).
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Debido a que no pudo detectarse la expresion de las proteinas de interés en
la cepa BL21 Star™ (DE3), se procedi6 a realizar pruebas de induccion utilizando

otras cepas.

Se prepararon células competentes de E. coli C41 (DE3) y C43 (DE3), a partir
de stocks pertenecientes a nuestro laboratorio, empleando el método de CaCl,. Las
mismas fueron transformadas con los plasmidos pHMT_blaR1(E202A) vy
pHMT_TM3blaR1(E202A). A partir de cultivos saturados desde colonias
transformantes aisladas, se realizé una dilucion 1:100 de los mismos en 10 mL de
LB suplementado con el antibiético de seleccién (Kan). Los cultivos se crecieron a
37 °C, 220 rpm, hasta una DOgponm de 0,65 y luego se agrego el inductor (IPTG), en
una concentracion final igual a 1 mM. La induccion se realizé durante 16 h a 20 °C,

con una agitacion de 220 rpm.

Mistic-TM3BlaR1(E202A) Mistic-BlaR1(E202A)
E.coli CA1(DE3) E.coli C43(DE3) E.coli C41(DE3) E.coli C43(DE3)  pmpM
NI Ind NI Ind NI Ind NI Ind (KDa)

Figura 6.21. Evaluacion de la expresion de las proteinas Mistic-BlaR1(E202A) y Mistic-
TM3BlaR1(E202A) en E. coli C41 (DE3) y C43 (DE3). Las proteinas de extractos totales de
células de E. coli C43 (DE3) y C41 (DE3)/pHmMT_blaR1(E202A) y pHMT_TM3blaR1(E202A)
fueron resultas mediante SDS-PAGE al 12%, visualizado por tincion con Azul de Coomasie.
NI: extractos de proteinas totales del cultivo no inducido. Ind: extractos de proteinas totales
del cultivo inducido a DOggonm 0,65, durante 16 h a 20 °C y concentracion final de IPTG de 1
mM. MPM: Marcador de peso molecular, Blue Plus Ill. En todas las calles se sembr6 un total
de 2x108 células.

Segun la Figura 6.21, no se observd expresion de ninguna de las proteinas
de interés en ambas cepas. Por lo tanto, se procedi6 a realizar un ensayo de Wester
Blot. Se utilizé el anticuerpo primario Anti-BlaR® en una dilucién de 1/1.000 y como
anticuerpo secundario goat-anti-rabbit-Cy3 conjugated en una dilucién 1/500, luego
se visualizd en el equipo Typhoon-FLA 7000, filtro Cy3, utilizando diferentes
potenciales, sin embargo, no pudo observarse a las proteinas de interés.
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Por lo tanto, se decidié realizar el ensayo nuevamente en las cepas C41l
(DE3) y C43 (DE3), pero partiendo de un stock de células diferentes, ante la duda de
que el stock de nuestro laboratorio pudiera haber estado contaminado. Ademas se

probaron nuevas condiciones de induccion.

Se prepararon células competentes de E. coli C41 (DE3) y C43 (DE3), a partir
de stocks diferentes a los utilizados anteriormente, empleando el método de CaCl,.
Las mismas fueron transformadas con los plasmidos pHmMT_blaR1(E202A) y
pHMT_TM3blaR1(E202A). A partir de cultivos saturados desde colonias
transformantes aisladas, se realizé una dilucion 1:100 de los mismos en 10 mL de
LB suplementado con el antibiotico de seleccién (Kan). Los cultivos se crecieron a
37 °C, 220 rpm, hasta una DOgoonm de 0,65 y luego se agrego el inductor (IPTG), en
una concentracion final igual a 1 mM. La induccion se realizé durante 4 h a 37 °Cy

durante 16 h a 20 °C, con una agitacion de 220 rpm.

E.coli C41(DE3) E.coli C43(DE3) E.coli C43(DE3)
Mistic-TM3BlaR1(E202A)  Mistic-BlaR1(E202A) Mistic-TM3BlaR1(E202A)  MPM Mistic-BlaR1(E202A)  MPM
NI 4h ON NI 4h ON NI 4h ON (KDa) NI 4h ON (KDa)

ON - AL .

100 100

B 70

Figura 6.22. Evaluacion de la expresion de las proteinas Mistic-BlaR1(E202A) y Mistic-
TM3BlaR1(E202A) en E. coli C41 y C43 (DE3). Las proteinas de extractos totales de
células de E. coli C41 (DE3) y C43 (DE3)/pHmMT_blaR1(E202A) y pHMT_TM3blaR1(E202A)
fueron resultas mediante SDS-PAGE al 12%, visualizado por tincion con Azul de Coomasie.
NI: extractos de proteinas totales del cultivo no inducido. 4 h: extractos de proteinas totales
del cultivo inducido durante 4 h, 37 °C, 220 rpm. ON: extractos de proteinas totales del
cultivo inducido durante 16 h, 20 °C, 220 rpm. MPM: Marcador de peso molecular, Blue Plus
lll. Todas las inducciones se realizaron a DOgonm de 0,65 y utilizando una concentraciéon
final de IPTG igual a 1 mM. En todas las calles se sembr6 un total de 2x10° células.

Como se observa en la Figura 6.22, la expresion de las proteinas de interés
no se produjo en ninguna de las dos cepas. Creemos que la falta de expresion
puede deberse a que los genes utilizados para la expresion de las proteinas Mistic-
BlaR1(E202A) y Mistic-TM3BlaR1(E202A) en E. coli no estan optimizados para la
expresion en la misma, sino que el uso de codones es el propio de S. aureus, a

diferencia del caso de BlaR1JH1. Deberiamos corroborarlo utilizando los genes
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mistic-blaR1(E202A) y mistic-TM3blaR1(E202A) optimizados para la expresion en E.

coli.

6.3. Evaluacion de la expresibn de la proteina
CytMecR1(E205A) como fusién a eGFP.

6.3.1. Construccién del plasmido pET24a(+)_cytmecR1(E205A)-

TEV-egfp-H6X.

Para estudiar la expresién del dominio citoplasmatico de la proteina MecR1,
denominado CytMecR1, se decidié en primer lugar trabajar con la mutante que
elimina la actividad metalo-proteasa (E205A, resultados no publicados de nuestro
laboratorio). En el laboratorio contabamos con el gen que codifica para MecR1 de S.
aureus NRS70 (N315), optimizado para la expresion en E. coli (Genscript). Durante
su tesis doctoral, el Lic. Belluzo, clon6é dicho gen en pET24a(+) y obtuvo el gen que
codifica para la mutante E205A. Ademas, el Lic. Belluzo construyd el vector de
expresion pET24a(+)_TEV-egfp-H6X (Figura 6.23), el cual permite la expresion
inducible de la proteina de interés bajo el control del promotor pLac inducible por
IPTG, fusionada en C-terminal a la proteina eGFP. Se ha observado que la fusion a
la proteina eGFP aumenta los niveles de expresidon de algunas proteinas de

membrana.

El vector pET24a(+) TEV-egfp-H6X fue digerido con las enzimas de
restriccion Ndel y BamHI (NEB y Promega, respectivamente), de manera secuencial
ya que las endonucleasas utilizadas no comparten el mismo medio de reaccion. En
primer lugar, se realizaron dos digestiones independientes con cada una de las
enzimas (Ndel y BamHI) en su medio de reaccién correspondiente, para verificar la
actividad de las mismas. Posteriormente, el vector linealizado en cada reaccion fue
purificado y sometido a una segunda reaccion de digestiobn con la otra enzima,
utilizando el medio de reaccion correspondiente y la cantidad de enzima que se
habia utilizado para la digestion anterior con esa misma enzima. Luego de las
digestiones, las mezclas fueron sembradas en un gel de agarosa al 1% y el
fragmento de ADN resultante de aproximadamente 6000 pb fue purificado a partir
del gel realizando el corte de la banda de interés (Figura 6.24 A).
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El gen cytmecR1(E205A) fue amplificado mediante PCR utilizando el vector
pET24a(+)_mecR1(E205A) como molde y los cebadores OLL_40 y OLL_41,
disefiados de manera tal que introdujeran los sitios de restriccion Ndel y BamHlI, en
los extremos 5’ y 3" respectivamente, lo cual permitiria la insercion en fase del gen
de interés en el plasmido pET24a(+) TEV-egfp-H6X. La mezcla conteniendo el
producto de PCR fue sembrada en un gel de agarosa al 1% y se purificé la banda de
ADN que codifica para CytMecR1(E205A). El inserto purificado fue luego digerido
con las enzimas de restriccion Ndel y BamHI (NEB y Promega, respectivamente). Se
realizaron digestiones secuenciales ya que las endonucleasas empleadas no
comparten el mismo medio de reaccién. En primer lugar, se realiz6 la digestion con
la enzima BamHI utilizando su medio correspondiente. Posteriormente, el fragmento
de PCR fue purificado y sometido a una segunda reaccion de digestion con la
enzima Ndel en su medio de reaccidén correspondiente y utilizando la cantidad de
enzima que se habia utilizado en la digestion del vector con esta enzima de manera
independiente. Luego de la digestion, la mezcla fue sembrada en un gel de agarosa
al 1% vy el fragmento de ADN resultante (490 pb) fue purificado a partir del gel
(Figura 6.24 B).

amH| Nl amH|
2 7
O 72
© )
pET24a(+) = pET24a(+) =

TEV-eGFP-H6x 5 m» TEV-eGFP-H6x

5 001D Ndely BamHI \g  6011pb é':/‘ Na
- . 0/ . Ojtmegf)‘f ;;3/
& \{y €20 A
o~ ©
PET24a(+) =
CytmecR1(E205A)-
PN\ _ TEV-eGFP-Héx <!
Ligacion |\, 64790b
Fragmento de PCR Digestion coh ~ CytmecR1 \%._/

EcoR1y BamHI (E205A)

Figura 6.23. Esquema de la estrategia de clonado empleada para la construccion del
vector pET24a(+)_cytmecR1-TEV-egfp-H6X.
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Figura 6.24. Fragmentos de ADN resultantes de la digestion con enzimas de
restriccion para el clonado de cytmecR1(E205A) en pET24a(+)_TEV-egfp-H6X.
Alicuotas de cada una de las reacciones de digestion con enzimas de restriccion adecuadas
fueron resueltas en geles de agarosa 1%, visualizado con Syber Safe DNA gel stain. A.
Vector pET24a(+)_TEV-egfp-H6X luego de ser digerido con las enzimas de restriccion Ndel
y BamHI. 1- vector pET24a(+) TEV-egfp-H6X sin digerir, superenrollado; 2- vector
pET24a(+) TEV-egfp-H6X luego de haber sido sometido a digestién con la enzima Ndel; 3-
vector pET24a(+)_TEV-egfp-H6X luego de haber sido sometido a digestiéon con la enzima
BamHI; 4- Marcador de peso molecular, 1 Kbp Plus. En las calles 1 y 2 se observa una
banda correspondiente al vector pET24a(+)_TEV-egfp-H6X linealizado (aproximadamente
6000 pb). B. Producto de la reaccién de PCR para amplificar el gen cytmecR1(E205A). 1-
producto de PCR amplificado con los cebadores OLL_40 y OLL_41 correspondiente al gen
cytmecR1(E205A), 490 pb, digerido con las enzimas de restriccion Ndel y BamHI; 2-
Marcador de peso molecular 100 pb.

Ambos fragmentos digeridos y purificados fueron cuantificados midiendo
absorbancia a 260 nm. Luego, se procedi6 a la ligacion de los mismos utilizando una
relacion 5:1 de inserto:plasmido (50 ng de vector y 250 ng de inserto). La
transformacién de células de E. coli DH5a competentes, se realizé con 5y 15 uL de
mezcla de ligacidén. Se seleccionaron colonias transformantes en placas de LB-Agar
suplementadas con Kanamicina. Como control se religd el vector solo. A partir de
algunas colonias transformantes, seleccionadas de la placa en donde la digestién del
vector se habia realizado utilizando la secuencia Ndel/BamHI y se habian utilizado 15
pL de mezcla de ligacion para la transformacion, se verifico la presencia del inserto
por PCR en colonia y se seleccionaron 3 colonias positivas para realizar
preparaciones de ADN plasmidico y verificar la presencia del inserto de interés
mediante digestion con las enzimas Ndel/BamHI. EI ADN de dos colonias fue
secuenciado (clones 4y 11), lo que permitié corroborar la correcta secuencia del gen
cytmecR1(E205A)-TEV-egfp-H6X y el clonado en fase (Figura 6.25).
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BamH| BamHI/Ndel Figura 6.25. Verificacion de la

S A S N presencia del inserto
NN Q@ g O(\'\ o°\ cytmecR1(E205A) en los plasmidos

> O aislados de colonias de E. coli DH5a
transformantes, que dieron positivas
en la PCR en colonia. En cada caso se
resolvi6 una alicuota de la mezcla de
digestion en un gel de agarosa 1%,
visualizado con Syber Safe DNA gel
stain. SE- vector pET24a(+)_TEV-egfp-
H6X sin digerir, superenrollado. BamHI- clon correspondiente digerido con la enzima BamHI
para observar la linealizacion del plasmido. BamHI/Ndel- Clon correspondiente digerido con
las enzimas BamHI y Ndel, para observar la liberacion del inserto de interés
(cytmecR1(E205A), 490 pb). MPM- Marcador de peso molecular 1 Kbp Plus. No se logré
observar la banda correspondiente al inserto liberado debido a su bajo peso molecular, pero
por diferencia de tamafio de las bandas digeridas con una y dos enzimas de restriccion
pudimos corroborar la presencia del inserto en las colonias seleccionadas, que luego fue
confirmado por secuenciacion.

6.3.2. Evaluaciéon de la expresion de la proteina CytMecR1(E205A)-
eGFP.

Se prepararon células competentes de E. coli BL21 Star'™ (DE3),
empleando el método de CaCl,. Las mismas fueron transformadas con los plasmidos
pET24a(+)_cytmecR1(E205A)-TEV-egfp-H6X de ambos clones que dieron correcta
la secuenciacion. A partir de cultivos saturados desde colonias transformantes
aisladas, se realiz6 una dilucion 1:100 de los mismos en 10 mL de LB suplementado
con el antibiético de seleccién (Kan). Las condiciones de expresion utilizadas fueron
aquellas puestas a punto para la expresion de la proteina Mistic-BlaR1JH1. Los
cultivos se crecieron a 37 °C, 220 rpm, hasta una DOgoonm de 0,65 y luego se agrego
el inductor (IPTG), en una concentracion final igual a 1 mM. La induccion se realizd
durante 16 h a 20 °C, con una agitacion de 220 rpm.

BL21 Star™ (DE3)

Clon 4 Clon 11
NI Ind NI Ind

Figura 6.26. Evaluacion de la expresiéon de la proteina
CytMecR1(E205A)-eGFP en E. coli BL21 Star™ (DE3).
Las proteinas de extractos totales de células de E. coli
BL21 Star™ (DE3)/ pET24a(+)_cytmecR1(E205A)-TEV-
egfp-H6X fueron resueltas mediante SDS-PAGE al 12%,
visualizado por tincion con Azul de Coomasie. NI:
extractos de proteinas totales del cultivo no inducido. Ind:
extractos de proteinas totales del cultivo inducido a
DOgoonm 0,65, durante 16 h a 20 °C y concentracion final
de IPTG de 1 mM. El Marcador de peso molecular
utilizado fue Precision Plus WesternC, el cual no pudo
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observarse por tincion con Azul de Coomasie. En todas las calles se sembr6 un total de
2x10® células. Con el * se marca a la proteina CytMecR1(E205A)-eGFP (47 kDa).

En la Figura 6.26, puede observarse que se logré sobre-expresar la proteina
CytMecR1(E205A)-eGFP (peso molecular 47 kDa) en la cepa BL21 Star™ (DE3).
Sin embargo, decidimos probar la expresion de la proteina de interés en otras cepas

de E. coli, para ver si los niveles de expresion eran mayores.

Se prepararon células competentes de E. coli C41 (DE3) y C43 (DE3),
empleando el método de CaCl,. Las mismas fueron transformadas con el plasmido
pET24a(+)_cytmecR1(E205A)-TEV-egfp-H6X. A partir de cultivos saturados desde
colonias transformantes aisladas, se realiz6 una dilucion 1:100 de los mismos en 10
mL de LB suplementado con el antibiético de seleccién (Kan). Los cultivos se
crecieron a 37 °C, 220 rpm, hasta una DOgoonm de 0,65 y luego se agrego6 el inductor
(IPTG), en una concentracion final igual a 1 mM. La induccion se realizé durante 4 h

a 37 °C y durante 16 h a 20 °C, con una agitacion de 220 rpm.

MPM _C41(DE3) C43(DE3)

KDa) NI 4h NI 4h ON

Figura 6.27. Evaluacion de la expresion
de la proteina CytMecR1(E205A)-eGFP en
E. coli C41 (DE3) y C43 (DE3). Las
proteinas de extractos totales de células de
E. coli C41 (DE3) y C43 (DE3)/

pET24a(+)_cytmecR1(E205A)-TEV-egfp-
H6X fueron resueltas mediante SDS-PAGE
al 12%, visualizado por tincion con Azul de
Coomasie. NI: extractos de proteinas totales
del cultivo no inducido. 4 h: extractos de
proteinas totales del cultivo inducido durante
4 h, 37 °C, 220 rpm. ON: extractos de
proteinas totales del cultivo inducido durante 16 h, 20 °C, 220 rpm. MPM: Marcador de peso
molecular, Blue Plus lll. Todas las inducciones se realizaron a DOgynm de 0,65 y
concentracion final de IPTG igual a 1 mM. En todas las calles se sembré un total de 2x10°
células. Con el * se marca a la proteina CytMecR1(E205A)-eGFP (47 kDa).

En la Figura 6.27 puede observarse que la proteina CytMecR1(E205A)-eGFP
(peso molecular 47 kDa) se expresO en las cepas C41 (DE3) y C43 (DE3) al
realizarse la induccion durante 4 h a 37 °C. Sin embargo, los niveles de expresion
fueron mas bajos que los obtenidos utilizando la cepa BL21 Star™ (DE3). Por lo
tanto, decidimos continuar trabajando con E.coli BL21 Star'™ (DE3) para la
expresion de la proteina CytMecR1(E205A)-eGFP.
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6.3.3. Evaluacién de la localizacién sub-celular de la proteina
CytMecR1(E205A)-eGFP.

Con el objetivo de determinar la localizacion sub-celular de la proteina
CytMecR1(E205A)-eGFP sobre-expresada en E. coli, se procedio a realizar una
preparacion de proteinas de membrana como se explica en la Seccion 5.9.2, ya que
es el sitio donde esperamos encontrarla funcional. Se tomaron alicuotas de cada

fraccion obtenida durante la preparacion.

MPM
NI Ind Cl PS MEMB (KDa)

Figura 6.28. Evaluacion de Ila
localizacion  sub-celular de la
70 proteina CytMecR1(E205A)-eGFP.
Las proteinas de extractos totales de
células de E. coli BL21 Star™ (DE3)/
pET24a(+)_cytmecR1(E205A)-TEV-
egfp-H6X fueron resueltas por SDS-
PAGE al 12%, visualizado por tincion
con Azul de Coomasie. NI: extractos de
proteinas totales del cultivo no inducido
(se sembro un total de 2x10° células). Ind: extractos de proteinas totales de cultivo inducido
a DOgoonm de 0,65 a 20 °C, durante 16 h con concentracion final de IPTG de 1 mM (se
sembré un total de 2x10° células). Cl: pellet obtenido en la centrifugaciéon post-sonicado
(cuerpos de inclusién, células intactas y fragmentos grandes de membrana). Se sembraron
20 ug de proteinas totales. PS: sobrenadante obtenido en la centrifugacion post-sonicado
(proteinas solubles y proteinas de membrana). Se sembraron 10 pg de proteinas totales.
MEMB: pellet obtenido luego de la ultracentrifugacion (proteinas de membrana). Se
sembraron 40 pL. La cantidad de muestra a sembrar en las calles Cl y PS fue calculada a
partir de la construccion de una curva de calibracion utilizando el Kit Pierce™ BCA Protein
Assay. MPM: Marcador de peso molecular, Blue Plus Ill. Con el * se marca a la proteina
CytMecR1(E205A)-eGFP (47 kDa).

Como se observa en la Figura 6.28, una fraccién importante de la proteina
CytMecR1-eGFP sobre-expresada en E. coli BL21 Star™ (DE3), se encuentra en
membrana, lo cual indica la factibilidad de purificar a este dominio de la proteina de
membrana MecR1 de S. aureus para estudios estructurales empleando esta fusion.
Sin embargo, la mayoria de la proteina de interés se encontré6 en la fraccion
insoluble correspondiente al pellet obtenido luego de la centrifugacion del extracto
sonicado (Post-Sonicacion, Cl), indicandonos que ésta podria localizarse en cuerpos
de inclusién, en células sin romper y/o en grandes fragmentos de membrana. Para
poder corroborar que nuestra proteina no se encuentre en cuerpos de inclusion,
deberiamos realizar una purificacion de cuerpos de inclusion a partir de dicho pellet
y verificar la presencia de la proteina CytMecR1(E205A)-eGFP. Recuperar la

proteina de cuerpos de inclusién conlleva la desnaturalizacion de la misma y la
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posterior renaturalizacion con recuperacion del plegamiento correcto, lo cual no
podemos verificar facilmente ya que estamos trabajando con una variante inactiva.

Es por eso que para estudios posteriores se trabajara con la fraccion de membrana.
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7. Conclusiones

Se logré la construccion del plasmido pET41la(+) H6X-mistic-TEV-blaR1JH1,
empleando un gen optimizado para la expresion en E. coli, que permitié la
sobre-expresién en membrana de E. coli BL21 Star™ (DE3) de la proteina
BlaR1JH1 (version trunca de la proteina BlaR1, que carece de las primeras
tres hélices transmembrana). Ademas se logré su solubilizacién utilizando el
detergente ASB-14 y su posterior purificacion por cromatografia de afinidad,
utilizando una columna de Ni-Sefarosa.

Mediante ensayos de susceptibilidad a Proteinasa K y de unién al antibiético
Bocilina-FL utilizando esferoplastos de E. coli BL21 Star™ (DE3), se pudo
determinar que en Mistic-BlaR1JH1 el dominio sensor (BlaR®) se ubica en el
espacio extracelular, en concordancia con lo esperado de acuerdo a nuestro
modelo de estos sensores y consistente con su funcidén. Estos ensayos,
también nos permitieron determinar que el dominio sensor se encuentra
correctamente plegado.

Se logré la construccion de los plasmidos pET24a(+) H6X-mistic-TEV-
TM3blaR1(E202A) y pET24a(+)_H6X-mistic-TEV-blaR1(E202A). Sin embargo
no se logré expresar ninguna de las dos proteinas. Proponemos que esto
podria deberse al uso de codones, ya que en estos dos casos no empleamos
genes optimizados para la expresion de las proteinas en E. coli.

El uso de versiones inactivas de BlaR1 no fue suficiente para lograr la sobre-
expresion de la misma.

Si bien se logr6 sobre-expresar la version mas corta BlaR1 de S. aureus JH1,
no fue posible sobre-expresar la version TM3BlaR1.

El uso de Mistic fue exitoso para sobre-expresar BlaR1 JH1, pero no asi para
variantes mas largas. El uso de genes optimizados para la expresion en E.
coli parece ser clave para lograr la sobre-expresidon de estas metalo-
proteasas.

Se logré la construccion del plasmido pET24_cytmecR1(E205A)-TEV-egfp-
H6X, empleando un gen optimizado para la expresion en E. coli, que permitio
la sobre-expresion de la proteina CytMecR1(E205A)-eGFP en membrana de
E. coli BL21 Star'™ (DE3).
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