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Resumen

Se conoce que la bacteria Escherichia coli, un microorganismo comensal, tiene variantes fenotipicas, de
las cuales algunas de ellas son patégenas de humanos. La cepa Enteropatogénica (EPEC) es una
bacteria causante de diarrea en diferentes grados afectando principalmente a nifios y adultos mayores.
Esta bacteria tiene una gran variedad de factores de virulencia, algunos de ellos presentes en su pared
celular. La infeccién causada por este patdgeno provoca el desgarre de las microvellosidades del
enterocito, al desagarrarse, se pierden iones y electrolitos esenciales para el organismo, lo cual produce
deshidratacion, pudiendo llegar a ser mortal. El objetivo principal de este trabajo fue realizar la expresion
de la proteina Manosiltransferasa 1 de Saccharomyces cerevisiae, en el sistema de expresion de Pichia
pastoris, para realizar la sintesis “in vitro” de los antigenos O encontrados en la pared celular de la cepa
EPEC de E. coli.

Abstract

It is known the bacterium Escherichia coli, a commensal microorganism, has phenotypic variants, some
of which are pathogenic for humans. The Enteropathogenic strain (EPEC) causes diarrhea in different
degrees affecting mainly children and elderly people. This bacterium possesses a great variety of
virulence factors, some of them located in its cell wall. The infection with this pathogen, provokes the
tearing of the microvilli of the enterocyte, when it is discharged, essential ions and electrolytes are lost
causing dehydration, which can be fatal. The main objective of this work was to express the protein
Manosyltransferase 1 from Saccharomyces cerevisiae in Pichia pastoris expression system, to perform
“in vitro” the synthesis of O antigens found in the cell wall of E. coli EPEC strain.
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INTRODUCCION

Escherichia coli es una bacteria anaerobia
facultativa, GRAM negativa, la cual tiene una
relacion comensalista con el hombre, sin embargo,
existen ciertos tipos de variantes fenotipicas
(cepas) que superan el limite de una interaccion
comensalista y se convierten en microorganismos
causantes de enfermedad. La cepa
Enteropatogénica de E. coli (EPEC) es una de las
cepas de mayor relevancia, la cual es causante de
diarrea en diferentes grados en el hombre, en
nifios menores de 5 afios puede acarrear graves
consecuencias incluso llegando a ser mortal.

Segun datos de la Organizacién Mundial de la
Salud (WHO, por sus siglas en inglés) se ha
estimado que aproximadamente dos millones de
nifios mueren cada afio de enfermedades
diarreicas en paises con un bajo indice de
desarrollo y generando la muerte de un menor
cada 15 segundos [1].

La cepa infecciosa de E. coli, posee una gran
variedad de factores de virulencia y una alta
susceptibilidad a desarrollar resistencia a
antibiéticos [2]. Algunos factores de virulencia son
encontrados en los componentes de su pared
celular, como es el caso de los lipopolisacéridos
(LPS) [3].

En el analisis diagnéstico de EPEC se utilizan
diversas metodologias, entre las cuales se
incluyen la serotipificacion [4], la cual consta en la
clasificacién de organismos infecciosos segun los
antigenos que presentan en su superficie celular,
de los cuales algunos de ellos son los antigenos
O, componentes del LPS de la pared celular.
Algunos de los antigenos identificados en las
cepas EPEC estan constituidos de mondémeros de
D-manosa y son sintetizados por 2 enzimas
denominadas manosiltransferasas 1y 2.

Por otro lado, la produccion de proteinas
recombinantes ha sido ampliamente estudiada, y
se ha desarrollado un modelo estandarizado en
Pichia pastoris. Esta es una levadura ampliamente
estudiada y presenta ventajas como la presencia
de promotores fuertemente regulados y una

tendencia al crecimiento bajo un metabolismo
respiratorio, teniendo como capacidad el uso del
metanol como fuente de carbono, mismo que es
opuesto al crecimiento fermentativo [5]. Se ha
logrado obtener niveles excepcionalmente altos de
proteinas heterdlogas colocando la secuencia del
gen, bajo un promotor inducible de AOX1 de P.
pastoris [6].

En el presente trabajo se planted expresar la
proteina Mnnl de Saccharomyces cerevisiae en
forma recombinante para realizar la sintesis “in
vitro” de los antigenos O de las cepas EPEC de E.

coli.

MATERIALES Y METODOS

Reactivos

Medios de cultivo, asi como peptona, extracto de
levadura, agarosa se adquirieron de Gibco. SDS,
EtOH, EDTA, antibidtico de Sigma Aldrich.
Enzimas de restriccion de Promega, ligasa T4,
dNTP’s, y marcador de peso molecular 1Kb de
Thermo Scientific. Los oligonucleétidos se
adquirieron de la empresa T4 Oligo.

Clonacion del gen Mnn-1de S. cerevisiae

Posterior al analisis de la secuencia que codifica
para el gen Mnnl previamente identificado en el
genoma de la levadura S. cerevisiae, se confirmé
gue éste no contenia intrones. Posteriormente se
amplificé dicho gen mediante la Reaccién en
cadena de la Polimerasa (PCR) utilizando los
siguientes oligonucledtidos iniciadores:

Mnn-1 Fw: 5CCGCGGCAACTAGTTACCCACCS
Mnn-1 Rv: 5GCGGCCGCGCTTTGTTCGTGTY

Dejando sitios de reconocimiento para las
endonucleasas Sac Il y Not | respectivamente
(subrayado).

3 no. 2, Verano de la Investigacidn Cientifica, 2017

O\ | vol.
W
N



Tabla 1: Condiciones de reaccion para la amplificacion del
gen Mnn-1

Ciclo Temperatura Tiempo
Primer ciclo 95°C 3min
95°C 30seg
29 ciclos '
67°C 30seg
72°C 1min
Ronda Final 72°C 5min
Termino 12°C Indefinido

La reaccion de PCR se efectu6 bajo las
condiciones descritas en la tabla 1. Utilizando un
termociclador modelo T100 (BioRad).

Electroforesis en gel de agarosa

Se realizé el andlisis de las reacciones de PCR y
digestion de plasmidos con endonucleasas
mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8%.
Las fotografias se adquirieron en un
fotodocumentador modelo Gel Doc XR+ de
BioRad.

Purificacion de DNA desde geles de agarosa

Se realizé usando columnas de vidrio siguiendo el
protocolo descrito en el manual de Molecular
cloning: a laboratory manual (Sambrook, J., &
Russell, D. W.) [7]

Cuantificacidn de dcidos nucleicos

Se calculé la concentracion de los fragmentos de
PCR, asi como los plasmidos mediante
espectrofotometria utilizando Nanodrop (2000,
Thermo Scientific). Tomando lectura a una
absorbancia de 260nm (a la cual absorben los
acidos nucleicos gracias a los anillos de purina
encontrados en sus bases nitrogenadas). Se tomo
en consideracion la relacibn 260/280, para
determinar la cantidad la pureza de la muestra de
DNA.

Ligacion del gen Mnn-1al vector pJET1.2

Una vez realizada la clonacién y posterior a la
purificacion del gen Mnn-1 se llevé a cabo una
reaccion de ligacion con el vector pJET1.2
(Thermo Fisher Scientific). Posterior a la adicién
de los reactivos descritos en la tabla 2 se incubd la
reaccion a 16°C durante 16h, al finalizar la
reaccion se incub6 a 4°C.

Transformacién de E. coli DH5a

Se utilizé la mezcla de la reaccién de ligacion para
realizar una transformacion bacteriana con la cepa
de E. coli (DH5q) la cual se encontraba en estado
de competencia, al finalizar se coloc6 a 37°C
durante 18h con Ampicilina (Amp) a una
concentracion final de 10 ug/mL. Al visualizar las
colonias transformantes se realizé una expansion
en medio liquido adicionado con Amp a la
concentracién mencionada y se incubd a 37°C
durante 18h para posteriormente realizar la
extraccion de DNA plasmidico.

Tabla 2: Reactivos utilizados para la reaccion de ligacion del
gen Mnn-1y el vector pJET1.2

Componente Volumen
Agua 4pL
Buffer para la Ligacion 10uL
Mnn-1 Gen | 5uL
pJET1.2 vector | 0.5uL
T4 DNA ligasa | 0.5uL
% | 20uL

Extraccién de DNA plasmidico

Se realizé una extraccion de &cidos nucleicos con
un enriquecimiento especial para DNA plasmidico,
usando el método de Lisis alcalina en donde
posterior a la centrifugacién del cultivo liquido, las
células se resuspendieron en buffer 1 (Glucosa
50mM, EDTA 10mM, Tris 25mM), se afadieron
100uL de buffer 2 (NaOH 0.2N, SDS1%), se
mezclo la solucidn por inversion. Posteriormente
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se afiadieron 150uL del buffer 3 (KOAc 3M pH6)
mezclando nuevamente por inversion. Se
centrifugaron los tubos por 10 min y se recolecto el
sobrenadante. Se afiadieron 3 voliumenes de EtOH
absoluto frio y se incub6 en hielo durante 20 min.
Se centrifugaron nuevamente los tubos y se
descarto el sobrenadante, se realizé un lavado con
EtOH al 70%, se seco la pastilla y se resuspendi6
en 40 pL de H20.

Andlisis de DNA plasmidico mediante digestién
con endonucleasas

Se realizé la linealizacion del vector mediante el
uso de la endonucleasa Eco RI la cual se dejo
incubar con el DNA plasmidico a 37°C durante 1h.

RESULTADOS Y DISCUSION

Clonacién del gen Mnn-1de S. cerevisiae

Al realizar el analisis de la reaccion de PCR
mediante electroforesis en gel de agarosa, se
logré visualizar una banda levemente superior a
los 2kpb, el cual se muestra en la fig. 1, teniendo
como consideracién que el peso del gen Mnn-1 en
pb es de 2187 pb, se puede decir que se realizd
una correcta amplificacion del gen.

S oy

FIGURA 1: Clonacién del Gen Mnn-1. El marcador de peso
molecular se cargd en el carril 1, el producto de la amplificacion
por PCR se carg6 en el carril 2 (2187pb).

Tras la purificacion del gen Mnn-1 desde el gel de
agarosa, se realizO una electroforesis para
visualizarlo (fig.2) y mediante el analisis con un
equipo de Nanodrop se obtuvo una concentracion
de 8.4ng/ul en un volumen total de 60 pL.

Aislamiento de DNA plasmidico

Tras realizar la ligacién del vector pJET1.2 con el
gen Mnn-1, se transformaron células competentes
(DH5a) de las cuales se obtuvieron 5 colonias
transformantes teniendo una eficiencia de
transformacion de 7142.85 ufc/ug.

FIGURA 2: Purificacion del Gen Mnn-1. El marcador de peso
molecular se carg6 en el carril 1, el producto de la purificacién por
columna se carg6 en el carril 2 (2187pb).

De estas colonias se obtuvo DNA plasmidico de 4
colonias, las bandas que corresponden al DNA
plasmidico se pueden observar en la figura 3.

FIGURA 3: Extraccion de DNA plasmidico de las Colonias
transformantes. El pDNA aislado de las colonias se carg6 en
forma ascendente de izquierda a derecha.

Andlisis de DNA plasmidico mediante digestion
con endonucleasa Eco RI

A partir del DNA obtenido de las colonias que
crecieron en medio selectivo, las cuales contenian
el posible constructo pJET1.2 + Mnn-1se realizo
una digestion utilizando la enzima de restriccion
Eco RI para linealizar el plasmido y comprobar su
tamafio, sin embargo, al analizar los productos de
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reaccién, no se logré6 observar que ninguna de
ellas alcanzara el peso molecular esperado
(~5100pb) resultante de la ligacion del vector con
el fragmento Mnn-1 (fig. 4).
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FIGURA 4: Digestion de DNA plasmidico con la enzima de
restriccion Eco RI. El marcador de peso molecular se cargé en
el carril No. 1, Las muestras se cargaron de la siguiente manera:
Colonia 1 en el carril 2, Colonia 3 en el carril 3, Colonia 4 en el carril
4 y colonia 5 en el carril 5. .

Debido a que el gen Mnn-1 posee un sitio de
reconocimiento para la enzima de restriccion Eco
RI y el vector Pjetl.2 no contiene ningun sitio de
reconocimiento se decidié usar esta enzima para
realizar la linealizacion. En los pozos 1 y 5 se
observd que la banda corresponde al peso
molecular del vector sin el gen de interés por lo
gue concluimos que el vector se esta ligando sin
en gen Mnn1l.

Debido a que el tiempo del proyecto de
investigacién concluyé no se logré terminar la
parte experimental del proyecto, esto deja ciertos
avances para la continuacion del proyecto.

CONCLUSIONES

Gracias a la realizacibn del presente proyecto
aprendi que la glicobiologia es una ciencia
bastante amplia y requiere un gran estudio, ya que
los carbohidratos son una de las biomoléculas més
importantes y cumplen un sinfin de funciones en
los seres vivos. Falta desarrollar estrategias para
la sintesis de glicoconjugados lo que permitira
realizar estudios moleculares de la interaccion de
los antigenos O de EPEC y la posterior generacién

de tratamientos alternativos para la prevencion de
diarrea.
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