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1. Resumen.

La enfermedad de Chagas es una enfermedad desatendida de importancia para la
salud publica, no solamente de México sino de Latinoamérica y del mundo. Esta
enfermedad es causada por el paréasito protozoario Trypanosoma cruzi y presenta
dos fases, una aguda al inicio de la infeccién y una crénica. Los medicamentos
existentes no son eficaces en la fase cronica lo que ha llevado a la busqueda de
alternativas, entre las que se encuentra la vacuna terapéutica basada en las
proteinas recombinantes Tc24 y TSA-1 producidas en Escherichia coli. Pruebas
preclinicas han demostrado que estas proteinas recombinantes son buenos
antigenos vacunales. Ambas proteinas se expresan con alto rendimiento en E. coli.
Sin embargo, mientras que Tc24 se expresa en forma soluble, TSA-1 solo se
expresa en forma de agregados insolubles de proteina mal plegada conocidos como
cuerpos de inclusion (Cl). Como TSA-1 contiene en su secuencia, un gran namero
de prolinas, la isomerizacion -cis-trans- de los enlaces que preceden a la prolina
podria afectar el correcto plegamiento de ésta. Por lo que se ha sugerido que el uso
de Peptidil-Prolil Isomerasas (PPlasas) de T. cruzi pudieran mejorar el
replegamiento in vitro de TSA-1 expresada en CIl. Por lo tanto, el objetivo del
presente proyecto fue expresar las PPlasas recombinantes TcCyP19, TcCyP22 y
TcCySEC de Trypanosoma cruzi fusionadas al médulo de union a carbohidratos tipo
2 en E. coli, purificarlas por métodos cromatograficos y determinar su actividad de
PPlasa para su posterior uso como foldasas en el replegamiento de TSA-1 u otras
proteinas de dificil expresion en E. coli. Los ORFs de las tres PPlasas se
subclonaron en el vector de expresién pET-38b(+), se expresaron en células de E.
coli BL21 (DES3), se purificaron por cromatografia de afinidad a Ni** y se determiné
su actividad enzimética mediante el replegamiento de RNAsa T1. Las PPlasas
TcCyP19 y TcCySEC fusionadas a CBM2 se expresaron tanto en forma soluble
como insoluble, mientras que la TcCyP22-CBM2 solo se expreso en forma insoluble.
La PPlasa TcCyP19-CBM2 presentdé mayor actividad enzimatica seguida de
TcCySEC-CBM2 y por ultimo TcCyP22-CBM2.



1.1. Abstract.

Chagas disease is a neglected disease of public health importance, not only in
Mexico but also in Latin America and the world. This disease is caused by the
protozoan parasite Trypanosoma cruzi that presents two phases, an acute phase at
the beginning of the infection and a chronic phase. Existing drugs are not effective
in the chronic phase, which has led to the search for alternatives, among which is
the therapeutic vaccine based on recombinant proteins Tc24 and TSA-1 produced
in Escherichia coli. Preclinical tests have shown that these recombinant proteins are
good vaccine antigens. Both proteins are expressed with high yield in E. coli.
However, while Tc24 is expressed in soluble form, TSA-1 is only expressed as
insoluble aggregates of misfolded protein known as inclusion bodies (IB). As TSA-1
contains many prolines in its sequence, the isomerization -cis-trans- of the bonds
preceding the proline could affect the correct folding of the proline. Therefore, it has
been suggested that the use of Peptidyl-Prolyl Isomerases (PPlases) from T. cruzi
could improve the in vitro refolding of TSA-1 expressed in IB.

Thus, the present project aimed to express the recombinant PPlases TcCyP19,
TcCyP22, and TcCySEC from T. cruzi fused to the type 2 carbohydrate-binding
module (CBM2) in E. coli, purify them by chromatographic methods, and determine
their PPlase activity for subsequent use as foldases in the refolding of TSA-1 or other
difficult-to-express proteins in E. coli. The ORFs of the three PPlases were subcloned
into the expression vector pET-38b(+), expressed in E. coli BL21 (DE3) cells, purified
by Ni?* affinity chromatography, and their enzymatic activity was determined by
RNAsa T1 refolding. The PPlases TcCyP19 and TcCySEC fused to CBM2 were
expressed in both soluble and insoluble forms, whereas TcCyP22-CBM2 was only
expressed in insoluble form. The PPlase TcCyP19-CBM2 presented higher activity
followed by TcCySEC-CBM2 and finally TcCyP22-CBM2.



2.Introduccion.

El mercado de productos biofarmacéuticos en 2021 se ha valuado en 345 mil
millones de dolares y se estima que alcance los 974 mil millones de délares en 2030
(Research and Markets, 2022). Dentro de estos productos se encuentran vacunas,
proteinas terapéuticas e insumos para terapias génicas, los cuales han venido a
revolucionar el campo de la medicina. Estos se producen en bacterias, levaduras,
células de insecto, de mamifero e incluso en células vegetales o plantas.

El sistema de expresion mas utilizado es Escherichia coli, debido a su rapido
crecimiento, su facil manipulacion y su rentabilidad, sin embargo, es utilizado
cuando no son requeridas modificaciones postraduccionales (Rosano et al., 2019;
Ferrer-Miralles et al., 2022). La produccién heterdloga en E. coli es compleja,
depende de muchos factores relacionados al producto per se, una limitante de este
sistema de expresion es que puede no producir un plegado correcto y funcional de
algunas proteinas recombinantes, las cuales se acumulan en los denominados
cuerpos de inclusién (Cl).

Los CI son agregados proteicos insolubles de proteina mal plegada que se forman
tanto en el citoplasma como en el periplasma de las células bacterianas cuando se
sobre expresan las proteinas recombinantes. Los CI contienen hasta un 80% de la
proteina de interés, lo que facilita su purificacién, ademas de ser mas resistente a la
degradacion por proteasas (Rosano et al., 2019; Ferrer-Miralles et al., 2022).

Se han utilizado diversas estrategias para mejorar el rendimiento de produccién de
las proteinas y evitar problemas de agregacion, las cuales se basan en el disefio de
los genes para optimizar la tasa de transcripcion, la estabilidad del mMRNA y la tasa
de traduccién, ademas de la seleccion de cepas y plasmidos de expresion
adecuados, las condiciones de cultivo, el uso de proteinas solubilizantes fusionadas
a la proteina de interés, asi como algunos protocolos de replegamiento “in vitro”
(Ferrer-Miralles et al., 2022).



3. Antecedentes.

Se ha encontrado que in vivo, el correcto plegamiento de las proteinas puede ser
modulada por chaperonas y foldasas. Por ejemplo, la chaperonina GroEL-GroES
gue tanto in vivo como in vitro, evita las asociaciones moleculares incorrectas dentro
y entre las moléculas de proteinas durante el proceso de plegado de una manera
dependiente de ATP. Por su parte, se ha demostrado que el dominio apical de GroEL
(AD) es capaz de asistir en el replegamiento de proteinas en ausencia de GroES y
ATP (Ramén-Luing et al, 2006; Antonio-Pérez et al, 2012).

En la basqueda de alternativas para usar el AD en el replegamiento de proteinas
recombinantes expresadas en E. coli como Cl, Ramén-Luing et al., (2006),
reportaron la fusion de AD a un moédulo de union a carbohidratos tipo 2 (CBM2) de
Cellulomonas fimi para facilitar su purificacion e inmovilizacion a celulosa.
Posteriormente, Antonio-Pérez et al.,, (2012 y 2012a), fusionaron las disulfuro
oxidorreductasas DsbA y DsbC de E. coli al CBM2 de C. fimi para catalizar in vitro
la formacion de enlaces disulfuro y el reordenamiento de enlaces disulfuro no nativos
en proteinas con multiples residuos de cisteina. Estas disulfuro oxidorreductasas,
junto con el AD inmovilizadas en celulosa, asistieron de manera eficiente el
replegamiento cromatografico de proteinas con varios puentes disulfuro.
Adicionalmente, encontraron que AD, DsbA y DsbC inmovilizados sobre celulosa
tienen una alta estabilidad operativa bajo las condiciones de desnaturalizacion
extrema utilizadas en cada lote de replegamiento cromatografico, dado que no se
modificé su capacidad catalitica durante seis lotes consecutivos de replegamiento
cromatografico (Antonio-Pérez et al., 2012a).

Sin embargo, en el replegamiento de proteinas con un gran namero de prolinas, la
isomerizacion -cis-trans- de los enlaces precedentes a prolina podria ser un paso
limitante adicional para lograr su correcto plegamiento. Es por ello que se propone
el uso de las peptidil-prolil isomerasas (PPlasas) recombinantes en el replegamiento

de proteinas con un alto numero de prolinas.



3.1. Peptidil-Prolil Isomerasas.

Las peptidil-prolil cis-trans isomerasas catalizan la isomerizacion cis-trans de
enlaces peptidicos de prolina (Xaa-Pro); ademas, han demostrado ser un auxiliar en
el plegamiento de proteinas, tanto “in vitro” como “in vivo”. Por lo que estas proteinas
son casos de estudio interesantes en el correcto plegamiento o replegamiento de
proteinas. Ya que la isomerizacion cis-trans se ha demostrado que es un paso
necesario y limitante. Dentro de esta familia se encuentran las ciclofilinas, parvulinas
y las FKBP, algunas de éstas incluso llegando a ser blancos farmacolégicos (Fischer
et al., 1984, Page et al., 1995, Galat, 2003).

3.2. Vacuna terapéutica contra la enfermedad de Chagas

El parasito protozoario Trypanosoma cruzi es el agente responsable de la
tripanosomiasis americana, mas conocida como enfermedad de Chagas. Segun la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), entre 6 y 7 millones de personas en todo
el mundo, principalmente en América Latina, estan infectadas por este parasito
(WHO, 2023). La infeccion se transmite principalmente a través de insectos vectores
hematofagos (Triatominos) portadores de T. cruzi. Este modo de infeccion
representa del 80-90% de todas las transmisiones. Otras formas de transmisién son
a través de transfusiones sanguineas o transmision congénita el 0,5-8% vy el
porcentaje restante debido a otras formas menos comunes de infeccion, como
alimentos o trasplantes de érganos infectados (Castro et al, 2006).

La enfermedad de Chagas tiene dos fases establecidas (aguda y crénica). Mientras
gue la enfermedad aguda es principalmente asintomatica, los casos a menudo
pasan a la fase cronica y se manifiestan clinicamente décadas después de la
infeccibn como cardiomiopatia y posterior insuficiencia cardiaca congestiva (Lee et
al., 2010).

Existen dos farmacos aprobados para tratamiento de esta enfermedad, Benznidazol
y Nifortumox, eficaces en la fase aguda, pero ineficientes en la fase cronica (WHO,
2023 Por lo que el enfoque hacia la busqueda de alternativas de tratamiento conlleva

a trabajar en estrategias alternativas como una vacuna terapéutica basada en los



antigenos recombinantes TSA-1y Tc24 producidos en E. coli. En 2018, Villanueva-
Lizama et al., reportaron en pruebas preclinicas que son buenos antigenos
vacunales contra la enfermedad de Chagas. Ambas proteinas se expresan con alto
rendimiento en E. coli; sin embargo, Tc24 se expresa en forma soluble, mientras
gue, TSA-1 solo se expresa en forma de agregados insolubles (Seid et al.,2017 ; de
la Cruz et al., 2019).

TSA-1 es una proteina del parasito de 85 kDa que pertenece a la familia de proteinas
de superficie de las transialidasas que desempefia un papel importante en la
captacion de acido sialico por parte del parasito (de la Cruz et al., 2019; Dumonteil
et al, 2020). Esta se expresa con altos rendimientos en E. coli (Martinez-Campos et
al., 2015); sin embargo, TSA-1 se encuentra en agregados multiméricos cuasi-
estables, por lo que es importante producirlas en su conformacion nativa (de la Cruz
et al., 2019).

TSA-1 contiene en su secuencia varias cisteinas y un gran numero de prolinas que
posiblemente afecten la cinética de plegamiento durante su expresion heteréloga.
Por lo que se propone el uso de PPlasas recombinantes del propio microorganismo
para mejorar el replegamiento de proteinas como TSA-1, las cuales contienen un
gran numero de prolinas y ademas se expresan en E. coli como CI.

En el genoma de T. cruzi se han identificado 24 PPlasas (15 ciclofilinas, 6 FKBPs y
3 parvulinas) (Amos et al., 2021). Por lo que para probar si una PPlasa propia del
microorganismo asiste de mejor manera la isomerizacion cis-trans de los enlaces
precedentes a prolina durante el replegamiento de la TSA-1, se seleccionaron las
siguientes PPlasas debido a que son de las mas reportadas y caracterizadas en T.
cruzi; TcCyP19, TcCyP22 y TcCySEC/TcMIP [Macrophage infectivity potentiator]
(Moro et al.,1995; Bell et al., 2006; Potenza et al.,2006; Rego et al.,2015; Jiménez-
Guerra, 2022).

Cada una de las PPlasas seleccionadas es diferente respecto a la otra, ya sea en
su localizacion, funcion (ademas de PPlasa) y/o dominio (Ciclofilina: TcCyP19 y
TcCyP22; FKBP: TcCySEC). TcCySEC tiene un peso molecular aproximado de 22
kDa, sin embargo, cuenta con un péptido sefial que al momento de escindirse, la

proteina pasa a tener un peso molecular aproximado de 19kDa. Se ha encontrado



gue esta implicada en el proceso de entrada de T. cruzi en la célula huésped. La
expresion de esta proteina se ha observado principalmente en la forma invasora,
posiblemente interactie con alguna(s) proteina(s) de la membrana de la célula
huésped, contribuyendo, de forma adn no determinada, a que la célula huésped sea
mas susceptible a la penetracién (Moro et al., 1995)

En el caso particular de TcCyP19, es una ciclofilina que es secretada. Esta es una
proteina de aproximadamente 19kDa, clasificada como un ortélogo de la CyPA
humana. Estudios recientes sugieren que TcCyP19, ademas de ser una enzima con
actividad PPlasa, tiene otras funciones dentro del organismo que son criticas para
la infectividad, por lo que podria ser un candidato a blanco farmacolégico (Jha et al.,
2023). Ha sido reportado que actia como neutralizante de compuestos
antiparasitarios, lo que aumenta la supervivencia del parasito, asimismo, se ha
encontrado que apoya la produccion bioenergética mitocondrial de ATP y una mayor
infectividad (Kulkarni et al., 2013). Por otro lado, Dos Santos et al., (2020), reportaron
gue la ciclofilina secretada en el citosol de la célula huésped media el aumento de
especies reactivas de oxigeno (ROS), necesario para impulsar la proliferacion del
parasito en huéspedes mamiferos.

Finalmente, TcCyP22 tiene un peso molecular de aproximadamente 22kDa. En
2017, Bustos et al., reportaron la localizacion en las mitocondrias en las tres etapas
del ciclo de vida del parasito. Ademas, se encontré que estaba implicada en la
muerte celular regulada por T. cruzi. Sin embargo, esta PPlasa nunca ha sido
expresada soluble, no hay reportes de ensayos de actividad ni de inhibicion, aunado
a esto, podria ser cataliticamente mas activa y, por lo tanto, ser la mejor candidata
para utilizarse en el replegamiento cromatografico de TSA-1.

Aun asi, otra gran candidata seria TcCySEC, debido a que ambas se encuentran en
superficie y por lo tanto comparten condiciones, por lo que seria un interesante caso
de estudio la posible interaccion de éstas. Sin embargo, se ha reportado que la
actividad PPlasa de TcCyP19 es mayor que la de TcCySEC y aunque en el parasito
se encuentren en localizaciones y condiciones diferentes, al utilizarse en

replegamiento cromatografico podria brindar muy buenos resultados.



4. Justificacion.

La plataforma de expresion de proteinas recombinantes preferida cuando no se
requieren modificaciones postraduccionales es E. coli, debido a que es un
microorganismo facilmente manipulable, ampliamente estudiado, cuenta con amplia
variedad de cepas y vectores, su crecimiento es rapido, tiene un bajo costo de
mantenimiento y de medios de cultivo, ademas de un mejoramiento continuo de su
capacidad de expresion. Sin embargo, en muchos casos, al sobre expresar las
proteinas recombinantes tienden a ser insolubles, debido a diversos factores, como
diferencias en la maquinaria celular de plegamiento o que ésta es insuficiente para
la sintesis de la cadena polipeptidica, lo que ocasiona una acumulacién o
agregacion de estas proteinas mal plegadas en CI.

La enfermedad de Chagas es un problema de salud publica a nivel mundial, y
aunque existen medicamentos contra la enfermedad, estos no son eficientes en la
fase cronica, lo que ha llevado a la busqueda de alternativas, como la vacuna
terapéutica basada en las proteinas recombinantes, Tc24 y TSA-1 producidas en E.
coli. Se ha demostrado en pruebas preclinicas que estas proteinas recombinantes
son buenos antigenos vacunales. Ambas proteinas se expresan con alto
rendimientos; sin embargo, TSA-1 solo se expresa en forma de agregados
insolubles de proteina mal plegada (Cl). Esta proteina contiene un gran nimero de
prolinas, lo que evidencia cientifica sugiere que la isomerizacion -cis-trans- de los
enlaces que preceden a prolina podrian afectar en el correcto plegamiento de ésta.
Por lo que para mejorar el replegamiento cromatografico del antigeno TSA-1, se ha
sugerido la inmovilizacion en celulosa de al menos una de las PPlasas de T. cruzi.
De ahi que en este proyecto las PPlasas TcCyP19, TcCyP22 y TcCySEC de T. cruzi
se fusionaron CBM2 de C. fimi, se expresaron, purificaron y se determind su

actividad enzimatica.



5. Hipotesis.

Es factible expresar cataliticamente activas las peptidil-prolil-isomerasas (PPlasa)

TcCyP19, TcCyP22 y TcCySEC de Trypanosoma cruzi fusionadas a un modulo de

unién a carbohidratos tipo 2 (CBM2), en la plataforma de expresion de Escherichia

coli.
6. Objetivos.
6.1. General
€ Expresar y purificar las PPlasas recombinantes TcCyP19, TcCyP22 vy

TcCySEC de T. cruzi en E. coli fusionadas al CBM2 y determinar su actividad

enziméatica de peptidil-prolil-isomerasa.

6.2. Especificos

Subclonar los ORF que codifican para TcCyP19, TcCyP22 y TcCySEC en el
vector de expresion pET-38b(+), a partir de las secuencias previamente
optimizadas para el uso de codones en E. coliy clonadas en el vector pUC57.
Expresar a las PPlasas recombinantes TcCyP19-CBM2, TcCyP22-CBM2 y
TcCySEC-CBM2.

Purificar a las PPlasas TcCyP19-CBM2, TcCyP22-CBM2 y TcCySEC-CBM2
por métodos cromatograficos.

Determinar la actividad enzimatica de las PPlasas recombinantes TcCyP19,
TcCyP22 y TcCySEC fusionadas al CBM2, para su uso posterior en el
replegamiento cromatografico de proteinas recombinantes que se expresan
en E. coli como Cl y que contienen en su secuencia un gran namero de

prolinas como la TSA-1.



7. Materiales y Métodos

7.1. Estrategia Experimental

A.
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Figura 1. Estrategia experimental. Para cumplir los objetivos de este proyecto
primero se determinaron in silico varios parametros fisicoquimicos de las tres
PPlasas fusionadas al CBM2 (A), luego las tres PPlasas se subclonaron en el vector
pET-38b(+) (B), se expresaron en E. coli (C), se purificaron por métodos

cromatograficos (D) y finalmente se determiné su actividad de PPlasa (E).



7.1.1. Prediccidon de la solubilidad de las PPlasas.

Las secuencias de los genes que codifican para las tres PPlasas, asi como sus
modelos tridimensionales, se utilizaron para la prediccion de solubilidad y
agregacion. A partir de su secuencia, se llevé a cabo en el servidor de Protein-Sol
(https://protein-sol.manchester.ac.uk); mientras que el andlisis a partir de su

estructura tridimensional, se realizd en los servidores de CamSol (https://www-

cohsoftware.ch.cam.ac.uk/) y Agresscan-3D

(http://biocomp.chem.uw.edu.pl/A3D2/). Los modelos de la estructura 3D de las

PPlasas fueron realizados a partir de sus secuencias en el servidor de I-TASSER
(https://zhanggroup.org/I-TASSERY/) y recuperados de AlphaFold
(https://alphafold.ebi.ac.uk/).

7.1.2. Sintesis de los genes.

Las secuencias de los genes que codifican para las PPlasas TcCyP19, TcCyP22 'y

TcCySEC, se sintetizaron por la compafia Synbio Technologies LLC (https://synbio-

tech.com/). Estas secuencias fueron optimizadas para su expresion en E. coli,
sintetizadas y clonadas en el vector pUC57 con los sitios de restriccion Ncol (5’) y
Xhol (3’) (Apéndices 1y 2).

7.1.3. Subclonacién en el vector de expresion pET-38b(+)
Los ORFs que codifican para las PPlasas TcCyP19, TcCyP22 y TcCySEC
previamente, se subclonaron en el vector de expresion pET-38b(+) (Figura 2) como

se describe a continuacion.
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Figura 2. Mapa del vector de expresioén pET-38b(+). Longitud de 5821 pb, cuenta
con un marcador de resistencia a Kanamicina y permite la expresion de proteinas
en fusion traduccional con un modulo de unidon a carbohidratos tipo 2
(CBDCex/CBM2) en el extremo carboxilo terminal, seguida de una etiqueta de 8
histidinas (Novagen).
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Primero se purificaron los plasmidos pUC57-TcCyP19, pUC57-TcCyP22 y pUC57-
TcCySEC, mediante el protocolo descrito en el Kit de purificacion de pDNA,
NucleoBond ®Xtra Midi de Macherey-Nagel. Para la cuantificacion de cada plasmido
purificado se determind su absorbancia a 260 nm en un espectrofotometro
UV/Visible NanoDrop® 2000 (Thermo Scientific) y se verifico la calidad del pDNA
mediante electroforesis en geles de agarosa al 1%. Para comprobar la presencia del
inserto a subclonar se realizé una doble digestion con las enzimas de restriccion
Ncol y Xhol para cada una de las construcciones, y se analizaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1%.

Para la obtencion del pDNA del vector de expresion pET-38b(+), el analisis de su
calidad, pureza, cuantificaciéon y doble digestion con las enzimas de restriccién Ncol
y Xhol se realizé de acuerdo con el protocolo descrito previamente.

Finalmente, para la obtencion de las construcciones pET-38b(+)-PPlasa, se
realizaron dobles digestiones de 3 ug del pET-38b(+) y 3 pug de los plasmidos
pUC57-PPlasa, con las enzimas de restriccion Ncol y Xhol a 37 °C durante 16 h. El
pDNA digerido se evalué mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.2% y se
extrajo el pDNA del vector de expresion linealizado y de los insertos, mediante
QIAquick Gel Extraction Kit de QIAGEN siguiendo el protocolo recomendado por el
proveedor (QIAGEN). La concentracion de los pDNA extraidos se cuantificoO por
absorbancia a 260 nm utilizando un espectrofotometro NanoDrop®. La calidad de
los pDNA recuperados se analiz6 mediante electroforesis en agarosa al 1.2%.

El siguiente paso fue la ligacion de los insertos en el vector de expresion pET-38b(+),
donde primeramente se realizaron los calculos de la relacion molar, utilizando la
siguiente férmula, asi como la herramienta NEBiocalculator de New England
Biolabs®.

Masa de DNA (g)
(Tamatio de DNA (pb) x 617.96 g/mol/pb

moles DNA (mol) = + 36.04 g/mol)

Donde 617,96 g/mol corresponde al peso molecular medio de un par de bases,

excluyendo la molécula de agua eliminada durante la polimerizaciéon. Y los 36,04

g/mol corresponden a los 2 -OH y 2 -H afiadidos a los extremos.
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La ligacion se realizo en una relacion 1:3 (vector: inserto), respectivamente. Para lo
cual se colocaron 20 pl de reaccion a 16°C durante 16 h y la ligasa T4 se inactivo a
65°C durante 10 min. Las construcciones obtenidas (pET-38b(+)-TcCyP19, pET-
38b(+)-TcCyP22 y pET-38b(+)-TcCySEC) se transformaron en células de E. coli
DH5a y las bacterias se plaquearon en cajas Petri con medio LB-agar + Kanamicina
(50 pg/ml) y se incubaron a 37°C durante 16 h. Como controles se incluyeron un
control de religacion y un control positivo de transformacion.

Una de las colonias obtenidas de cada una de las transformaciones se seleccion6
para inocular tubos con 5 ml LB-Kanamicina (50 pg/ml), para purificar el pDNA de
las mismas mediante el protocolo de Miniprep descrito en los kits plasmid miniPREP
kit de PureDirex y QIAprep®Spin Miniprep Kit de QIAGEN. ElI pDNA obtenido se
cuantificd en NanoDrop® y se analizo mediante electroforesis en gel de agarosa al
1%, para verificar la calidad de éstos. Se realizaron dobles digestiones con las
enzimas de restriccion Ncol y Xhol y se analizaron mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1.2%. Para verificar la expresion de las proteinas recombinantes, se

seleccionaron colonias al menos una de cada construccion.
7.1.4. Expresion de las PPlasas recombinantes fusionadas al CBM2.

Una vez obtenidas y verificadas las construcciones, cada una se transformé en E.
coli BL21(DE3), se plaquearon en cajas Petri con medio LB agar + Kanamicina (50
pg/ml) y se incubaron a 37°C durante 16 h. Las colonias seleccionadas se utilizaron
para realizar los primeros ensayos de expresion.

En estos ensayos, cada colonia se inocul6 e incub6 en tubos con 5 ml de LB-
Kanamicina (50 pg/ml) durante 16 h a 37°C y 200 RPM (MRC Orbital Shaker
Incubator). Luego con 500 pl de estos cultivos se inocularon matraces con 50 ml de
medio LB-Kanamicina (50 pg/ml) y se incubaron a 37°C y 200 RPM hasta alcanzar
una ODgp0=0.6-1.0. Previo a la inducciéon con 1 mM de IPTG (isopropil-B-D-1-
tiogalactopirandsido), se tom6 una muestra del cultivo (FNI) y, posteriormente, se
incubaron durante 16 h a 25°C y se tomaron muestras para determinar la Proteina
Total (PT), Fraccion Soluble (FS) e insoluble (FI). Las muestras se centrifugaron a

12,000 RPM durante 5 minutos y se recuperé el paquete celular. Para la
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determinacion de la proteina total, la biomasa de una muestra se resuspendi6 con
30 pul de H20 y 10 pl de amortiguador Laemmli 4x (250 mM Tris-HCI, pH 6.8, 8%
SDS, 40% glicerol, 8% beta-mercaptoetanol y 0.02% azul de bromofenol). Para
determinar la FS y Fl, se lis6 el paquete celular con 30 ul de BugBuster (Merck), las
muestras se mantuvieron en agitacion por 20 min y luego se centrifugaron a 13,000
RPM por 30 min a 4°C. El sobrenadante (30 ul) se paso6 a un tubo Eppendorf nuevo
y se agregaron 10 pl de amortiguador Laemmli 4x, mientras que a la fraccién
insoluble se le agregaron 30 pl de amortiguador de solubilizacion y 10 ul de
amortiguador Laemmli 4x, para finalmente hervir todas las muestras colectadas y
tratadas durante 5 min a bafio Maria y se almacenaron a -20°C hasta su analisis
mediante SDS-PAGE.

Para conservar las clonas seleccionadas de cada construccion, se inocularon 50 ml
de medio liquido LB-Kanamicina (50 pug/ml) con una colonia de E. coli BL21(DES3)
recombinante. El cultivo se incub6 a 37°C y 200 RPM hasta una ODsoo entre 0.6-
1.0. Se tomaron 7.5 ml de cultivo y se diluyeron con glicerol hasta alcanzar una
concentracion final de 25% de glicerol, se alicuotaron asépticamente en 10 tubos de
crioconservacion y se almacenaron a -80°C.

Para mejorar la expresion de las PPlasas recombinantes en la fraccion soluble, se
realizaron diversos ensayos de expresion modificando la concentracion de inductor,
la temperatura y la composicion del medio de cultivo. Estos ensayos se realizaron
inoculando matraces de 250 ml conteniendo 50 ml de medio 2TY + Kanamicina (50
ug/ml) con gliceroles de cada clona recombinante almacenados a -80°C. Los
matraces se incubaron a 37°C y 200 RPM (MRC Orbital Shaker Incubator) hasta
una ODepo=0.6-1.0 y se tomaron muestras (FNI) antes de agregar el inductor (0.1
mM de IPTG),posterior a la adicion de IPTG, los cultivos se incubaron durante 20 h
a 18°C. Se tomaron muestras para determinar PT, FS y FI como se describio
previamente y se analizaron por SDS-PAGE y Western-Blot. La biomasa de cada

cultivo se recuperé y se almacend a -80°C.
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7.1.5. Purificacion de las PPlasas recombinantes

Una vez seleccionadas las mejores condiciones de cultivo para la expresion soluble
de las PPlasas, el cultivo se escalé a 500 ml de medio, se incub6 a 37°Cy 200 RPM
hasta una ODe0o=0.6-1.0 y la proteina recombinante se indujo con 0.1 mM de IPTG
durante 20 h a 18°C. La biomasa se recuper6 por centrifugaciéon a 10,000 RPM
(Sorvall Lynx 6000, rotor F12-6X500 LEX) a 4°C durante 30 minutos, se resuspendio
en PBS 1X y se centrifugd a 13,000 RPM (Sorvall Lynx 6000, rotor A27-8x50)
durante 30 minutos a 4°C. La biomasa se resuspendié en amortiguador de lisis (Tris
20 mM, NaCl 500 mM, imidazol 10 mM, glicerol 5%, PMSF 1 mM, lisozima [1mg/ml],
pH 7.5) y se incubd durante 30 minutos a 37°C, se sometid a 3 ciclos de sonicacion
de 30 segundos y 30 segundos de incubacion en hielo entre cada ciclo (Sonic
Dismembrator 550 de Thermo Scientific, 40% de potencia). Posteriormente, se
agrego DNAsa (0.001 mg/ml) y después de 30 minutos a 30°C se centrifugd a 13,000
RPM durante 30 minutos a 4°C. Las PPlasas TcCyP19-CBM2 y TcCySEC-CBM2 se
purificaron a partir del sobrenadante (fracciéon soluble), mientras que TcCyP22-
CBM2 se purifico a partir de los ClI (fraccion insoluble).

La fraccion insoluble de la TcCyP22-CBM2 se lave cinco veces, dos con
amortiguador de lavado | (Tris-HCI 20 mM, NaCl 0.1 M, urea 2 M, triton X-100 al 1%,
EDTA 1 mM), dos con amortiguador de lavado Il (Tris-HCI 20 mM, NaCl 100 mM y
urea 4 M) y un quinto lavado con amortiguador de lavado Il (Tris 20mM). Para
solubilizar los CI, la fraccién insoluble se resuspendio en Tris-HClI 20mM, NaCl
500mM, glicerol al 1%, urea 8 M (amortiguador A8) durante toda la noche.
Previamente a la etapa de purificacion, las muestras se pasaron por filtros de PVDF
0.45 um (Whatman), para eliminar agregados o particulas suspendidas. TcCYP19-
CBM2 y TcCySEC-CBMZ2 se purificaron utilizando columnas de niquel-sefarosa pre-
empacadas HisTrap FF de un mililitro (Cytiva) y el sistema de cromatografia NGC.
La columna se equilibré con 5 volumenes de columna (CV) de amortiguador A (Tris
20 mM, NaCl 0.5 M, glicerol al 5%, imidazol 10 mM, azida de sodio 0.02%, Cocktall
de inhibidores de proteasas [SIGMAFAST protease inhibitor cocktail tablets, EDTA-
free]), posteriormente, se inyecto la muestra y se realizaron lavados de la columna
con 12 CV con 100% de amortiguador Ay 10 CV con 6% de amortiguador B (Tris
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20 mM, NaCl 500 mM, imidazol 500 mM, azida de sodio 0.02%, glicerol al 5%,
cocktail de inhibidores de proteasas). Luego, se realiz6 un gradiente con 10 CV de
6% a 50% de amortiguador B y finalmente 10 CV de 100% de amortiguador B. Las
fracciones seleccionadas se analizaron mediante SDS-PAGE.

TcCyP22-CBM2 se purificé en condiciones desnaturalizantes en una columna de
niquel-sefarosa HisTrap FF de 5 ml y previo a su elucion la concentracion de urea
se disminuy6é hasta 1 M para favorecer su replegamiento. Esta purificacion y
replegamiento se llevé a cabo en un cromatégrafo AKTA Avant 150 (Cytiva).Para
ello la columna se equilibré con 5 CV de amortiguador A8 (Tris 20 mM, NaCl 0.5 M,
glicerol al 1%, urea 8 M, Tween-20 0.05 mg/ml), se inyecto la muestra, se realizaron
lavados con 15 CV de amortiguador A, seguido de lavados con 15 CV con 6% de
amortiguador B8 (Tris HCI 20 mM, NaCl 0.5 M, glicerol al 5%,urea 8 M, imidazol 500
mM, Tween-20 0.05 mg/ml y B3-mercaptoetanol 1 mM). Posteriormente, se equilibro
con 5 CV de amortiguador C (Tris 20 mM, NaCl 0.5M, glicerol al 5%, GSSH 0.4 mM,
GSH 2 mM, urea 8 M, Tween-20 0.05 mg/ml). Para disminuir la concentracion de
urea, se realizo un gradiente de replegamiento con 20 CV de amortiguador C-D (0-
100% de D) (Tris 20 mM, NaCl 0.5 M, glicerol al 5%, GSSH 0.4 mM, GSH 2 mM,
Tween-20 0.05 mg/ml, urea 1 M). Adicionalmente, se pasaron 5 CV de 100% de
amortiguador D, y la proteina eluyé con 5 CV de 100% de amortiguador E (Tris 20
mM, NaCl 0.5M, glicerol al 5%, imidazol 500 mM, azida de sodio 0.2%, urea 1 M,
Tween-20 0.05 mg/ml).

Finalmente, se realiz6 un cambio de amortiguador para su almacenamiento (Tris 20
mM, NaCl 150 mM vy glicerol al 30%), mediante una cromatografia de filtracion en
gel en columnas PD10 usando el protocolo sugerido por el proveedor (Cytiva).
Previo a la adicién de la muestra de proteina, la columna PD10 se equilibré con 4
CV del amortiguador de almacenamiento (24 ml), se adicionaron 2.5 ml de la
proteina purificada por afinidad a Ni y la proteina se eluyé con 3.5 ml de

amortiguador de almacenamiento.
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7.1.6. Andlisis electroforético SDS-PAGE.

El andlisis electroforético (SDS-PAGE) de las diferentes muestras se realizd en
geles de poliacrilamida al 10-12%. Las bandas de proteinas se resolvieron a 85 V
durante 20 minutos y 110 V durante 1 h (apéndice 3). Después de cada corrida, los
geles se tifieron con una solucion 50% (v/v) de metanol, 0.05% (v/v) azul de
Coomassie, 10% (v/v) acido acético, 40% H-O vy, posteriormente, se destifieron en
una solucion compuesta por 7% (v/v) acido acético, 5% (v/v) de metanol y 88% H-O.
Las imagenes se capturaron en un fotodocumentador (Bio-Rad GelDoc) para su

posterior andlisis.
7.1.7. Western Blot

Para la realizacion del Western Blot (WB), primero las proteinas se separaron
respecto a su peso molecular en un SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 10%,
luego se trasfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad de 0.22 um) a 40 V
por 20 minutos y 100 V por 1 h. Previo a la adicion del anticuerpo primario, la
membrana se incubd en una solucion de rojo de Ponceau, una vez comprobada la
trasferencia de las proteinas a la membrana, se lavdé con PBS 1X. Y se incubo
durante toda la noche a 4°C y 100 RPM en 10 ml de PBS-Tween-20 (0.05%) + 10%
de leche descremada. Al dia siguiente se realizaron 5 lavados de 10 minutos con
PBS + Tween-20 0.05% (PBS-T) y se incubd6 con el anticuerpo primario (Anti-His)
(dilucién 1:3000) (Invitrogen) 1 h a 37°C con agitacion suave, se realizaron 5 lavados
de 10 minutos con PBS-T, se incubd con anticuerpo secundario acoplado a HRP
(Bio-Rad) (dilucion 1:3000) 1h a 37°C a 100RPM (MRC Orbital Shaker Incubator).
Después se realizaron 5 lavados de 10 minutos con PBS-T, y la membrana se incubo
en la solucion reveladora de 5 a 30 minutos. La reaccion se detuvo mediante 3
lavados con agua Mili Q y la imagen se capturé en un fotodocumentador (Bio-Rad
GelDoc).

7.1.8. Cuantificacion de proteina.

La determinacion de la concentracion de cada proteina purificada se hizo por el
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método colorimétrico del &cido bicinconinico (BCA-Thermo Fisher) en placas de 96
pozos (NEST Biotechnology). En cada pozo se colocaron 25 ul de muestra 'y 200 pl
de la mezcla de las soluciones A y B (proporcionadas por el Kit), se incub6 durante
30 minutos a 37°C, y la absorbancia se midi6 a 562 nm en un lector de placas a
temperatura ambiente (25°C). La concentracion de proteina se determiné tomando
como referencia una curva estandar de 25 a 2000 pg/ml de albamina de suero de
bovino (BSA).

7.1.9. Determinacion de la actividad enzimatica.

La actividad enzimética de las tres PPlasas recombinantes fusionadas a CBM2 se
determind midiendo la tasa de replegamiento de la enzima RNAsa T1
desnaturalizada mediante la fluorescencia intrinseca a 10°C, siguiendo el protocolo

descrito en Zemanova et al., (2020).
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8. Resultados

8.1. Determinacion de los pardmetros fisicoquimicos y solubilidad de las
PPlasas TcCyP19, TcCyP22 y TcCySEC, a partir de su secuenciay estructura
3D.

Las secuencias de las tres PPlasas, asi como la estructura 3D, se utilizaron para la
prediccion de solubilidad y agregacion. Las predicciones a partir de su secuencia se
realizaron en el servidores de Protein-Sol; mientras que el andlisis a partir de su
estructura tridimensional se realiz6 en los servidores de CamSol y Agresscan-3D.
En las Figuras 3, 4 y 5 se muestran tanto los modelos de la estructura 3D de
TcCYP19, TcCyP22 y TcCySEC fusionadas al CBM2 y de las PPlasas sin fusionar
al CBM2.

En la tabla 1 se muestran los resultados obtenidos de la prediccion de los
parametros fisicoquimicos, solubilidad y agregacion de las proteinas TcCYP19,
TcCyP22 y TcCySEC, asi como de las fusionadas a CMB2. Los datos obtenidos
para el indice GRAVY (ProtParam [https://web.expasy.org/protparam/]) sugieren

gue estas PPlasas fusionadas al CBM2 tienden a ser mas hidrofobicas. Ademas,
los valores determinados de las predicciones de solubilidad y agregacion, tanto
respecto a su secuencia como a su estructura 3D, sugieren que las tres proteinas
fusionadas al CBM2 tienden a ser menos solubles que las proteinas sin CBM2. Para
comprobar lo anterior se expresaron las tres PPlasas fusionadas al CBM2 cuyos

resultados se muestran mas adelante.
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Figura 3. Estructura 3D de TcCyP19-CBM2 y TcCyP19. A) Para la prediccion del modelo de la TcCyP19-CBM2 se
utilizé el servidor de I-TASSER (https://zhanggroup.org/I-TASSERY/); la TcCyP19, el péptido sefial, el mdédulo de unién
a carbohidratos tipo 2 y la etiqueta de histidinas se identifican con los colores amarillo, naranja, verde y azul,
respectivamente; el sitio de corte de trombina y el espaciador PT en color cyan. B) El modelo de la estructura 3D de

la TcCyP19 se obtuvo del servidor de AlphaFold (https://alphafold.ebi.ac.uk/). En ambos casos los modelos 3D se
visualizaron con PyMOL.
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Figura 4. Estructura 3D de TcCyP22-CBM2 y TcCyP22. A) Para la prediccion del modelo de la TcCyP22-CBM2 se
utilizé el servidor de I-TASSER (https://zhanggroup.org/I-TASSERY/); la TcCyP22, el péptido sefial, el mdédulo de unién
a carbohidratos tipo 2 y la etiqueta de histidinas se identifican con los colores amarillo, naranja, verde y azul,
respectivamente; el sitio de corte de trombina y el espaciador PT en color cyan. B) El modelo de la estructura 3D de
la TcCyP22 se obtuvo del servidor de AlphaFold (https://alphafold.ebi.ac.uk/). En ambos casos los modelos 3D se
visualizaron con PyMOL.
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Figura 5. Estructura 3D de TcCySEC-CBM2 y TcCySEC. A) Para la prediccion del modelo de la TcCySEC-CBM2
se utilizo el servidor de I-TASSER (https://zhanggroup.org/I-TASSERY/); la TcCySEC, el péptido sefial, el médulo de
unién a carbohidratos tipo 2 y la etiqueta de histidinas se identifican con los colores amarillo, naranja, verde y azul,
respectivamente; el sitio de corte de trombina y el espaciador PT en color cyan. B) El modelo de la estructura 3D de

la TcCySEC muestra la estructura cristalizada (PDB:1JVW). En ambos casos los modelos 3D se visualizaron con
PyMOL.
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Tabla 1. Determinacion de parametros fisicoquimicos y solubilidad a partir de su secuencia de aay estructura
3D.

Abs.

. PM Coeficiente de Extincion indice de indice Gravy  Protein- CamSol Agresscan
Proteina aa pl R 0.1% " e " )
(kDa) (Mtcm™) (1 mg/ml) Inestabilidad  Alifatico Sol? 3D 3D¢
TcCypl9 | 177 18.8 8.44 9970 0.531 21.53 (E) 61.19 -0.20 0.47 0.58 -0.79
chcgl\%g' 358 37.1 9.16 37470 1.010 21.44 (E) 61.09 -0.18 0.46 -0.41 -0.46
TcCypl9-

CBMzSps | 316 33 833 37470 1.135 19.32 (E) 56.8 -0.25 ND ND ND
TcCyp22 | 196 21.3 9.13 22460 1.051 20.27 (E) 58.27 -0.35 0.51 0.68 -0.76
chcg,\%z' 377 40 941 49960 1.259 21.96 (E) 59.58 -0.26 0.37 -0.33 -0.47
TcCyp22-

CoNeps | 335 36 8.98 49960 1.404 20.02 (E) 55.34  -0.34 ND ND ND
TcCySEC | 169 19.1 6.19 18450 0.968 43.3()) 68.11 -0.72 0.58 2.36¢ -1.27¢
TeYSEC 1349 373 878 45950 1.232 32.92 (E) 6433 044 038 0.90 -0.73
TcCySEC-

CoMpops | 307 332 6.92 45950 1.384 32.31 (E) 60.36 -0.55 ND ND ND

aa: aminoacidos; PM: Peso Molecular; pl: Punto isoeléctrico; ND: No determinado; indice de Inestabilidad >40=Inestable, indice Gravy >0=Mas hidrofébicas GRAVY (Grand
Average of hidropathicity); 2:Solubilidad estimada con Protein-Sol (Soluble >0.45); ® Solubilidad estimada con CamSol a partir de su estructura 3D (Soluble > 0.0); : Solubilidad
estimada con Aggrescan3D a partir de su estructura 3D (Agregacion > 0); % Para TcCySEC se utilizé el modelo cristalizado (PDB: ID 1JVW); mientras que para las
determinaciones de las otras PPlasas, fueron utilizadas las estructuras 3D de las PPlasas del servidor de AlphaFold.
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8.2. Subclonacién de los ORFs tccypl9, tccyp22 y tccysec

Las construcciones pUC57-TcCyP19, pUC57-TcCyP22 y pUC57-TcCySEC se
sometieron a una doble digestion con las enzimas de restriccion Ncol y Xhol para
liberar el inserto que codifica para cada proteina, el cual se purificé y se analizé su
calidad mediante electroforesis en geles de agarosa al 1.2% (Figuras 6, 7 y 8) para
la subclonacion en el vector de expresion pET-38b(+), el cual se obtuvo a partir de
la construcciéon pET-38b(+)-DA.

En la Figura 9 (carriles 1 y 2) se muestra el andlisis electroforético en gel de agarosa
al 1% del pET-38b(+)-DA purificado, el cual se sometié a doble digestion con las
enzimas Ncol y Xhol (Figura 10) en la que se muestra las bandas correspondientes
a los fragmentos del plasmido linealizado (5762 pb) y del DA (555pb). Las bandas
del plasmido pET-38b(+) linealizado (Figura 11) y de los ORFs de las tres PPlasas
(Figura 6, 7 y 8) se purificaron para proceder a la ligacion y obtener las

construcciones para la expresion de las PPlasas fusionadas al CBM2.
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Figura 6. Analisis electroforético del fragmento de DNA que codifica para la
TcCyP19. El fragmento se purificé a partir de la doble digestion del plasmido pUC57-
TcCyP19 con las enzimas Ncol y Xhol como se indica en materiales y métodos y se
analizé en un gel de agarosa al 1.2%. M: Marcador de pares de base 1 kb Plus DNA
Ladder; Carriles 1 y 2: fragmentos de DNA que codifica para TcCyP19.
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Figura 7. Andlisis electroforético del fragmento de DNA que codifica para la
TcCyP22. El fragmento se purificé a partir de la doble digestion del plasmido pUC57-
TcCyP22 con las enzimas Ncol y Xhol como se indica en materiales y métodos y se
analizé en un gel de agarosa al 1.2%. M: Marcador de pares de base 1 kb Plus DNA
Ladder; Carriles 1y 2: fragmentos de DNA que codifica para TcCyP22.
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Figura 8. Analisis electroforético del fragmento de DNA que codifica para la
TcCySEC. EIl fragmento se purificd a partir de la doble digestion del plasmido
pUC57-TcCySEC con las enzimas Ncol y Xhol como se indica en materiales y
meétodos y se analizé en un gel de agarosa al 1.2%. M: Marcador de pares de base
1 kb Plus DNA Ladder; Carriles 1 y 2: fragmentos de DNA que codifica para

TcCySEC.
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Figura 9. Analisis electroforético del pET-38b(+)-DA. El pDNA se purific6 como
se detalla en materiales y metodos y se analizo en gel de agarosa 1%. M: Marcador
de pares de base 1 kb Plus DNA Ladder; Carriles 1y 2: pET-38b(+)-DA.
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Figura 10. Andlisis electroforético de la doble digestion del pET-38b(+)-DA. El
pDNA purificado se digirid con las enzimas de restriccion Ncol y Xhol y se analizo
en un gel de agarosa 1.2%. M: Marcador de pares de base 1 kb Plus DNA Ladder;
Carril 1: Doble digestion del pET-38b(+)-DA.
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Figura 11. Andlisis electroforético del pET-38b(+) linealizado. El fragmento de
DNA correspondiente al pET-38b(+) linealizado se purific6 como se indica en
materiales y métodos y se analizé en gel de agarosa 1%. M: Marcador de pares de

base 1 kb Plus DNA Ladder; Carril 1 y 2: pET-38b(+) linealizado.
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La ligacion del vector pET-38b(+) con cada uno de los 3 insertos (tccypl9, tccyp22
y tccysec) se realizd en una relacion molar 1:3 (vector: inserto) (Apéndice 4).
Posteriormente, se realizaron transformaciones de las construcciones pET-38b(+) -
TcCyP19, TcCyP22 y TcCySEC, agregandose un control de no ligacién y un control
positivo de transformacion con pDNA de pUC57-TcCySEC.

Para comprobar las transformaciones con cada una de las construcciones, se
realizaron extracciones y analisis de los pDNA (Figura 12 y 13), donde se observan
gue tanto su calidad, como su pureza eran adecuadas para proceder a la verificacién
mediante doble digestion, las cuales se realizaron con las enzimas de restriccion
Ncol y Xhol (Figura 14, 15 y 16). En estas figuras se observa la liberacion de los
insertos correspondientes para cada PPlasa y el vector del tamafio esperado,

confirmando la correcta subclonacion en el vector de expresion pET-38b(+).
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Figura 12. Analisis electroforético de las construcciones pET-38b(+)-TcCyP19y
pPET-38b(+)-TcCyP22. Los fragmentos de DNA que codifican para TcCyP19 y
TcCyP22 se ligaron al pET-38b(+). El pDNA de clonas transformantes para cada
construccion se purificé y se analizé en gel de agarosa 1%, como se indica en
materiales y métodos. M: Marcador de pares de base 1 kb Plus DNA Ladder; Carril
1. pET-38b(+)-TcCyP19; Carril 2: pET-38b(+)-TcCyP22. Consultar materiales y
meétodos para mayor detalle.
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Figura 13. Analisis electroforético de la construccion pET-38b(+)-TcCySEC. El
fragmento de DNA que codifica para TcCySEC se ligo al pET-38b(+). EI pDNA de
clonas transformantes se purifico y se analizé en gel de agarosa 1%, como se indica
en materiales y métodos. M: Marcador de pares de base 1 kb Plus DNA Ladder;

Carriles 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7: pDNA purificado.
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Figura 14. Analisis electroforético de la doble digestion de la construccion pET-
38b(+)-TcCyP19. El pDNA purificado se digirid con las enzimas de restriccion Ncol y
Xhol y se analiz6 en un gel de agarosa 1.2%. M: Marcador de pares de base 1 kb Plus
DNA Ladder; Carril 1: pET-38b(+)-TcCyP19; Carril 2: pET-38b(+)-TcCyP19 digerido.
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Figura 15. Analisis electroforético de la doble digestién de la construccién pET-
38b(+)-TcCyP22. El pDNA purificado se digirié con las enzimas de restriccion Ncol y
Xhol y se analizé en un gel de agarosa 1.2%. M: Marcador de pares de base 1 kb Plus
DNA Ladder; Carril 1: pET-38b(+)-TcCyP22 digerido.
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Figura 16. Analisis electroforético de la doble digestion de la construccién
pET-38b(+)-TcCySEC. El pDNA purificado se digirié con las enzimas de restriccion
Ncol y Xhol y se analiz6é en un gel de agarosa 1.2%. M: Marcador de pares de base
1 kb Plus DNA Ladder; Carril 1 y 2 pET-38b(+)-TcCySEC digerido de dos clonas
seleccionadas.
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8.3. Expresion de las PPlasas recombinantes fusionadas a CBM2

Una vez confirmadas las construcciones de las tres PPlasas en el vector de
expresion pET-38b(+), células quimio-competentes de E. coli BL21(DE3) se
transformaron con cada una de las construcciones y se analizo la expresion de las
proteinas recombinantes siguiendo las metodologias anteriormente descritas. En la
Figura 17 se muestra el andlisis SDS-PAGE de la expresion de las PPlasas
TcCyP19-CBM2, TcCySEC-CBM2 y TcCyP22-CBM2, respectivamente. Como se
puede observar, a las condiciones de induccion utilizadas de 25°C con 1 mM de
IPTG por 16h, la expresion de las PPlasas tiende a ser mayoritariamente insoluble.
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Figura 17. Expresion de las PPlasas recombinantes fusionadas a CBM2. Analisis electroforético SDS-PAGE en geles
de acrilamida al 10%, de la expresién de la PPlasa TcCyP19-CBM2 (A), TcCySEC-CBM2 (B) y TcCyP22-CBM2 (C)
inducida con 1 mM de IPTG durante 16 h a 25°C en medio LB-Kanamicina (50 pug/ml). Carril 1: Marcadores de peso
molecular “Precision Plus Protein Standard” en kDa; Carril 2: Fraccion no inducida (FNI); Carril 3: Proteina total (PT); Carril
4: Fraccion soluble (FS); Carril 5: Fraccion insoluble (FI).
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8.4. Mejoramiento de la expresion soluble de las PPlasas recombinantes.

Para mejorar la expresion soluble de las tres PPlasas recombinantes, la temperatura
del cultivo durante la induccién se cambi6 a 18°C y se probaron dos concentraciones
de IPTG: 1y 0.1 mM. El analisis SDS-PAGE de la expresion de la TcCyP19-CBM2
(Figura 18), TcCySEC-CBM2 (Figura 19) y TcCyP22-CBM2 (Figura 20) muestran
que la induccion con 0.1 mM de IPTG mejoré la expresion soluble de las proteinas
TcCyP19-CBM2 y TcCySEC-CBM2. Sin embargo, aun con estas modificaciones la
proteina TcCyP22-CBM2 solo se expreso en la fraccién insoluble.

Para corroborar estos resultados se realizé un analisis por Western Blot. En la Figura
21, se observa un mejor reconocimiento del anticuerpo a bandas de proteina en las
fracciones solubles inducidas a 0.1 mM de IPTG de TcCySEC-CBM2 y TcCyP19-
CBM2, mientras que para la TcCyP22-CBM2 no hubo cambio y solo se observa el

reconocimiento del anticuerpo en la banda correspondiente a la fraccion insoluble.
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Figura 18. Expresiéon de TcCyP19-CBM2 a diferentes condiciones de cultivo e induccién. Andlisis electroforético
SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 10%. A) Induccion con 0.1 mM de IPTG a 18°C en medio 2TY. B) Induccion
con 1 mM de IPTG a 25°C en medio LB. Carril 1: Marcadores de peso molecular “Precision Plus Protein Standard” en
kDa; Carril 2: Fraccion no inducida (FNI); Carril 3: Proteina total (PT); Carril 4: Fraccion soluble (FS); Carril 5: Fraccion

insoluble (FI).
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Figura 19. Expresion de TcCySEC-CBM2 a diferentes condiciones de cultivo e induccion. Analisis electroforético
SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 10%. A) Induccion con 0.1 mM de IPTG a 18°C en medio 2TY. B) Induccion
con 1 mM de IPTG a 25°C en medio LB. Carril 1: Marcadores de peso molecular “Precision Plus Protein Standard” en
kDa; Carril 2: Fraccion no inducida (FNI); Carril 3: Proteina total (PT); Carril 4: Fraccion soluble (FS); Carril 5: Fraccion

insoluble (FI).

41



A 0.1 mM IPTG B 1mM IPTG

wa M FNI PT FS FI
250 v

150
100

cCyP22-CBM2

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Figura 20. Expresion de TcCyP22-CBM2 a diferentes condiciones cultivo e induccidn. Andlisis electroforético
SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 10%. A) Induccién con 0.1 mM de IPTG a 18°C en medio 2TY. B) Induccion
con 1 mM de IPTG a 25°C en medio LB. Carril 1: Marcadores de peso molecular “Precision Plus Protein Standard” en

kDa; Carril 2: Fraccion no inducida (FNI); Carril 3: Proteina total (PT); Carril 4: Fraccion soluble (FS); Carril 5: Fraccion
insoluble (FI).
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Figura 21. Anédlisis por Western Blot de la expresion de TcCyP19, TcCyP22 y TcCySEC fusionadas a CBM2. A)
Membrana tefiida con rojo de Ponceau. B) Inmunodeteccion con el anticuerpo anti-HisTag. Carril 1: Marcador de peso
molecular en kDa; Carril 2: Fraccion soluble de TcCYP19 inducida con 0.1 mM de IPTG; Carril 3: Fraccion insoluble
de TcCYP19 inducida con 0.1 mM de IPTG; Carril 4: Fraccion soluble de TcCYP19 inducida con 1 mM de IPTG; Carril
5: Fraccion soluble de TcCySEC inducida con 0.1 mM de IPTG; Carril 6: Fraccion insoluble de TcCySEC inducida con
0.1 mM de IPTG; Carril 7: Fraccion soluble de TcCySEC inducida con 1 mM de IPTG; Carril 8: Fraccién soluble de
TcCYP22 inducida con 0.1 mM de IPTG; Carril 9: Fraccion insoluble de TcCYP22 inducida con 0.1 mM de IPTG.
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8.5. Purificaciéon de las PPlasas TcCyP19, TcCyP22y TcCySEC fusionadas a
CBM2

Para la purificacion de las proteinas recombinantes se parti6 de la biomasa
recuperada después de 20 h de induccion con 0.1 mM de IPTG a 18°C y 200 RPM
en cultivos de 0.5 L en medio 2TY. Una vez que se recupero la biomasa, se analizd
la expresién para cada proteina mediante SDS-PAGE (Figuras 22 y 23). Tanto
TcCySEC-CBM2, como TcCyP19-CBM2 se purificaron a partir de la fraccion soluble,
mientras que la TcCyP22-CBM2 se purifico a partir de la fraccion insoluble en
condiciones desnaturalizantes.

Una vez lisada la biomasa, se separ6 la fraccion soluble y se filtré utilizando
membranas de PVDF 0.45um y se inyectd a una columna de afinidad a Ni?*
acoplada al cromatdégrafo NGC. En la Figura 24 se muestra el perfil
cromatografico de la purificacion de la TcCySEC-CBM2 donde se observan dos
picos de absorbancia a 280 nm (linea azul). Las fracciones colectadas se
analizaron mediante SDS-PAGE (Figura 25), donde se observan fracciones
eluidas que contenian a la proteina de interés. A estas fracciones se les cambio
a amortiguador de almacenamiento mediante una cromatografia de filtracion en gel
en columnas PD10, se analizaron mediante SDS-PAGE (Figura 26), donde se
observa un doblete en la mayoria de las muestras analizadas.

El mismo protocolo se sigui6 con la TcCyP19-CBM2. En la Figura 27 se muestra
el perfil cromatografico de la purificacion, donde se observan 3 picos de
absorbancia a 280 nm (linea azul). Las fracciones colectadas se analizaron
mediante SDS-PAGE (Figura 28). De igual forma, se realiz6 un cambio de
amortiguador mediante cromatografia de filtracibn en gel y se analizé6 mediante
SDS-PAGE (Figura 29). De manera similar a la TcCySEC-CBM2, las muestras
purificadas de TcCyP19-CBM2 muestran 3 bandas de proteina que sugiere
procesamiento de ambas proteinas, posiblemente del péptido sefial, ya que el His-
tag para su purificacion se encuentra en el C-terminal. Estos resultados son
consistentes con lo observado en el reconocimiento del anticuerpo anti-HisTag en
el WB de fracciones solubles e insolubles de ambas proteinas (Figura 25). Ambas

proteinas purificadas se almacenaron hasta la determinacién de actividad PPlasa.
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Figura 22. Expresién de TcCySEC fusionada a CBM2. Analisis electroforético
SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 10%, de la expresion de la proteina
recombinante TcySEC-CBM2 en 0.5 L de medio 2TY e inducida con 0.1mM de IPTG
durante 20 h a 18°C y 200 RPM. Carril 1: Marcador de peso molecular “Precision
Plus Protein Standard” en kDa; Carril 2: Fraccién no inducida (FNI); Carril 3: Proteina
total (PT); Carril 4: Fraccién soluble (FS); Carril 5: Fraccion insoluble (FI); Carril 6:
Fraccion recuperada del medio de cultivo (E).
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Figura 23. Expresion de TcCyP19 y TcCyP22 fusionadas a CBM2. Analisis
electroforético SDS-PAGE en gel de poliacrilamida al 10%, de la expresion de las
proteinas recombinantes TcCyP19-CBM2 (carriles 2-5) y TcCyP22-CBM2 (carriles
7-10) en 0.5 L de medio 2TY e inducidas con 0.1 mM de IPTG a 18°C y 200 RPM
durante 20 h. Carril 1: Marcadores de peso molecular “Precision Plus Protein
Standard” en kDa; Carriles 2 y 7: Fraccion no inducida (FNI); Carriles 3 y 8: Proteina
total (PT); Carriles 4 y 9: Fraccion soluble (FS); Carriles 5y 10: Fraccion insoluble

(FI).
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Figura 24. Cromatograma de la purificacion de TcCySEC-CBM2 recombinante. La purificacion se realizé
utilizando cromatografia de afinidad a iones metalicos inmovilizados (Ni?*) en NGC Chromatography System como se
indica en materiales y métodos. Linea azul: Absorbancia a 280 nM (mAU); Linea roja: Conductividad (mS/cm); Linea

negra: % amortiguador B.
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Figura 25. Purificacion de TcCySEC-CBM2. Andlisis electroforético SDS-PAGE
en gel de poliacrilamida al 10%, de la purificacién de la proteina recombinante
TcCySEC-CBMZ2 a partir de la fraccion soluble. Carril 1: Marcador de peso molecular
en kDa; Carril 2: Fraccion soluble (FAP); Carril 3: Fraccion no unida (FNU) ; Carril 4:
Lavado con 6% de amortiguador B (W); Carril 5-13: Eluciones (E) con 20% hasta
100% de amortiguador B.
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Figura 26. Cambio de amortiguador de TcCySEC-CBM2. Andlisis electroforético
SDS-PAGE en gel de poliacrilamida al 10%, del cambio de amortiguador de la
proteina recombinante TcCySEC-CBM2. Las fracciones colectadas fueron
cambiadas de amortiguador mediante cromatografia de filtracion en gel en columnas
PD10. Carril 1. Marcador de peso molecular en kDa; Carriles 2-9: Eluciones
recuperadas tras cambiar de amortiguador.

49



AU A2 A3 NE A A AT ABNIZ AGANS NAZ  AZTAR ABAAD  AATNAT AN

|
100 r_,——’*‘ﬂ

A (280 mam) (rmuaaur)

0 4 8 % 0 A A R ¥ L 4 & N ¥ € o4 & N ® 0 ¥ K

Column Volume = 096 ml »

Figura 27. Cromatograma de la purificaciéon de TcCyP19-CBM2 soluble La purificacion se realiz6 utilizando
cromatografia de afinidad a iones metalicos inmovilizados (Ni**) en NGC Chromatography System como se indica en
materiales y métodos. Linea azul: Absorbancia a 280 nM (mAU); Linea roja: Conductividad (mS/cm); Linea negra:
%amortiguador B; Linea verde: Presion del sistema.
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Figura 28. Purificaciéon de TcCyP19-CBM2. Andlisis electroforético SDS-PAGE en
gel de poliacrilamida al 10%, de la purificacion de la proteina recombinante
TcCyP19-CBM2 a partir de la fraccion soluble. Carril 1: Marcador de peso molecular
en kDa; Carril 2: Fraccion no unida (FNU); Carriles 3, 4 y 5: Lavados con 6% de
amortiguador B; Carriles 6 y 7: Eluciones de proteinas utilizando gradiente de
amortiguador B (6%-50%); Carriles 8, 9 y 10: Eluciones con 100% de amortiguador
de elucion B (500mM de Imidazol).
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Figura 29. Cambio de amortiguador de TcCyP19-CBM2. Analisis electroforético
SDS-PAGE en gel de poliacrilamida al 10%, del cambio de amortiguador de la
proteina recombinante TcCyP19-CBM2. Carril 1: Marcador de peso molecular en
kDa; Carriles 2-11: Eluciones recuperadas tras cambiar de amortiguador.
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Sin embargo, debido a que la TcCyP22-CBM2 se expreso en la fraccion insoluble
se purificd en condiciones desnaturalizantes. Los CI se aislaron y solubilizaron en
8M de urea. La proteina recombinante se purificé por afinidad a Ni?* y se repleg6
disminuyendo la concentracién de urea en la misma columna previo a su elucion,
como se detalla en materiales y métodos.

En la Figura 30 se muestra el perfil cromatogréfico de la purificacién y replegamiento
cromatografico de TcCyP22-CBM2. Las fracciones correspondientes a los picos de
absorbancia se colectaron y analizaron mediante SDS-PAGE (Figura 31) donde
se pueden observar bandas de proteina con el peso molecular esperado para la
TcCyP22-CBM2 en las fracciones correspondiente a la elucién. De igual forma
gue para las PPlasas purificadas de la fraccion soluble, TcCyP22-CBM2
replegada se cambio a amortiguador de almacenamiento.

Previo a la determinacion de la actividad enzimatica se cuantificod la proteina
purificada de las tres PPlasas recombinantes mediante el ensayo de BCA. La
cantidad y concentracion de proteina obtenidas fueron aproximadamente 3mg de
TcCySEC-CBM2, 0.9 mg de TcCyP19-CBM2 y 7.5 mg de TcCyP22-CBM2,

suficiente para la determinacion de su actividad enzimatica.
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Figura 30.Purificacién y replegamiento cromatografico de TcCyP22-CBM2. La purificacion se realizo en AKTA
Avant 150 (GE). Linea azul: Absorbancia a 280nM (mAU); Linea roja: % amortiguador B.
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Figura 31. Expresion y purificacion de TcCyP22-CBM2. Andlisis electroforético SDS-PAGE en gel de poliacrilamida
al 12%, de la purificacion de la proteina recombinante TcCyP22-CBM2. Carril 1: Marcador de peso molecular en kDa;
Carril 2: Fraccion no inducida (FNI); Carril 3: Proteina total tras la induccion (PT); Carril 4: Fraccion soluble a partir de
cuerpos de inclusién (FS); Carril 5. Fracciéon antes de purificar (FAP); Carriles 6-10: Eluciones con 100% de

amortiguador E.
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8.6. Determinacién de la actividad PPlasa mediante el ensayo de la RNAsa
T1.

La actividad enzimética de las tres PPlasas recombinantes fusionadas a CBM2 se
determind midiendo la tasa de replegamiento de la enzima RNAsa T1 (Zemanova et
al., 2020) desnaturalizada mediante la fluorescencia intrinseca a 10°C. En la Figura
32 se muestran la grafica de intensidad de fluorescencia relativa (IFR) (CPS)
(simbolos) en funcion del tiempo en segundos (s) de los primeros segundos (fase
lineal) para cada PPlasa. Como se puede apreciar en la gréfica, la linea de mayor
pendiente fue la TcCyP19-CBM2, seguida de la TcCySEC-CBM2 y la pendiente de
la TcCyP22-CBM2, ligeramente superior a la del control negativo DA-CBM2 (sin
PPlasa). En la Tabla 2 se muestran los valores estimados de actividad enzimatica
especifica (AF/s * nmol) de las tres PPlasas recombinantes; TcCyP19-CBM2
(22450 AF/s nmol) > TcCySEC-CBM2 (7535 AF/s nmol) > TcCyP22-CBM2 (2293
AF/s).
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Figura 32. Cinéticas de replegamiento de RNAsa T1 asistida con PPlasas recombinantes fusionadas a CBM2.
Cada punto en la grafica representa el promedio de los datos obtenidos de las repeticiones de cada ensayo. En forma

de barras se indica la desviacion estandar de cada uno de los puntos.
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Tabla 2. Actividad enzimaéatica de las PPlasas recombinantes.

PPlasa Concentracién AF/s AFpp/s-AFcls nmoles AF/s nmol
(nM). PPlasa
Control (No PPlasa) 0 1603 NA 0 NA
DA-CBM2 40 1418 NA 0.040 NA
TcCyP19-CBM2 40 2316 898 0.040 22450
TcCyPSEC-CBM2 40 1719 3014 0.040 7535
TcCyP22-CBM2 40 1510 91.7 0.040 2293

AF: Intensidad de Fluorescencia relativa; pp: Asistida con PPlasa c: No asistida con PPlasa
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9. Discusion.

Los andlisis bioinforméticos son una herramienta valiosa para predecir el
comportamiento y/o expresion de las proteinas. En el caso de las PPlasas
recombinantes, al compararse las fusionadas al CBM2 respecto a las no fusionadas,
los andlisis bioinformaticos predecian que probablemente serian mas insolubles al
estar fusionadas. Jiménez-Guerra, en el 2022, habia reportado predicciones de
solubilidad de las PPlasas TcCyP19, TcCyP22 y TcCySEC, en las cuales sugerian
la expresion soluble de las tres PPlasas. No obstante, solamente fueron solubles
TcCyP19 y TcCySEC recombinantes, por lo que, con base en ambas predicciones,
la expresion de las PPlasas TcCyP19-CBM2 Y TcCySEC-CBM2 se esperaban en
menor concentracion en la fraccion soluble. De acuerdo con los resultados de
Jiménez-Guerra, 2022, TcCyP22-CBM2 tenderia a ser insoluble, mismo que seria
comprobado con los analisis por electroforesis SDS-PAGE mostrados
anteriormente.

Los andlisis in silico a partir de las secuencias de aa, sugerian a la TcCyP19-CBM2
como la mas soluble, sin embargo, a partir de las estructuras 3D los mejores
puntajes fueron para TcCySEC-CBM2. Al momento de expresarlas se comprobo
gue TcCySEC-CBM2 era mas soluble que TcCyP19-CBM2, por lo que en este caso
particular la mejor prediccion fue a partir de la estructura 3D.

En el caso de las predicciones de estructuras 3D en los diversos servidores, adn
faltan pulir algunos aspectos respecto a estructuras desordenadas. Es un nicho de
investigacion relevante que solamente TcCySEC/MIP (1JVW), y una ciclofilina
(1XO7) son las unicas PPlasas de T. cruzi que a la fecha se han cristalizado.
Ademas, TcCySEC ya se ha clonado y expresado en E. coli, realizandose ensayos
de actividad PPlasa (kcat/Km=745/mM/s). Sin embargo, se ha utilizado una
metodologia diferente a la realizada en este proyecto, por lo que seria una
comparacioén invalida (Moro et al.,1995).

Por otro lado, TcCyP19 también se ha expresado en E. coli, y se ha utilizado en
ensayos de actividad PPlasa. Ademas, se han realizado ensayos de inhibicion por
CsA, sin embargo, los datos aun no se han reportado (Bua et al., 2001).

Por altimo, TcCyP22 se ha logrado purificar a partir del procesamiento del parasito
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mediante afinidad a CsA (Potenza et al., 2006; Perrone et al., 2018). Sin embargo,
no se habia expresado como proteina recombinante de forma soluble (Jiménez-
Guerra, 2022).

Los cambios en la composicion del medio, asi como los cambios en las condiciones
de induccién (medio 2TY, 0.1 mM de IPTG a 18°C durante 20 h) mejoraron la
expresion en la fraccion soluble de las proteinas recombinantes TcCyP19-CBM2 y
TcCySEC-CBM2, lo que permiti6 su purificacion en su conformacion nativa y
cataliticamente activa. Sin embargo, la TcCyP22-CBM2 en todas las condiciones
probadas solo se expreso en la fraccion insoluble de donde finalmente se purificd
en condiciones desnaturalizantes y se replegd para determinar su actividad
enzimatica.

Estos resultados son consistentes con los reportados en un trabajo previo de nuestro
grupo de investigacion, donde se expresaron y purificaron a las tres PPlasas sin
fusionar al CBM2 (Jiménez-Guerra, 2022). TcCyP19 y TcCySEC se purificaron de
la fraccion soluble y TcCyP22 de CI, de manera similar a las PPlasas fusionadas al
CBM2.

En cuanto a la actividad enzimatica, los valores obtenidos en este trabajo para las
proteinas TcCyP19 y TcCySEC fusionadas al CBM2 son consistentes con los
obtenidos previamente para las proteinas sin CBM2. Sin embargo, como no se
determiné previamente la actividad enzimatica para TcCyP22, no se podria saber si
la baja actividad de la proteina fusionada al CBM2 es menor a la actividad de las
otras dos PPlasas, o0 su baja actividad es debido a que solo una fraccion de la
proteina replegada adquirié su estructura 3D activa.

Los datos de concentraciones de proteinas recuperadas para estas PPlasas no han
sido reportados. En este proyecto a partir de 500ml de cultivo, se obtuvieron
aproximadamente ~3mg de TcCySEC-CBM2, ~0.9mg de TcCyP19-CBM2 y ~7.5mg
de TcCyP22-CBM2. Es interesante ver que la proteina que se recuperé en mayor
concentracion fue TcCyP22-CBM2, debido a que se encontrd6 concentrada en
cuerpos de inclusion. Como se muestran en los diversos analisis electroforéticos
SDS-PAGE de las expresiones de TcCyP19-CBM2 y TcCySEC-CBM2 en E. coli,

aun tenemos gran cantidad de proteina en la fraccion insoluble almacenada. Sin
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embargo, después de purificarla es necesario replegarla y algunas veces no es
posible llegar a su conformacién nativa.

Finalmente, tanto en los ensayos de actividad mediante el ensayo de la RNAsa T1
(Jiménez-Guerra, 2022), como los reportados previamente mediante un ensayo
diferente (Moro et al.,1995 y Bula et al., 2001) para la TcCyP19 y TcCySEC son
similares a los obtenidos en este trabajo para ambas proteinas fusionadas al CBM2,;
mayor actividad de PPlasa de la TcCyP19-CBM2 (22,450 AF/s nmol), tres veces
menor para la TcCySEC-CBM2 (7,535 AF/s nmol) y diez veces menor para la
TcCyP22-CBM2 (2,293 AF/s nmol). Para el caso de la TcCyP22 no se habia
reportado su actividad enzimatica, por lo que es posible que la determinada para la
proteina fusionada al CBM2, haya sido menor debido a que no toda la proteina
replegada pudo haber alcanzado su conformacién nativa. Por otro lado, se ha
considerado adecuado tomar como control negativo en los ensayos de actividad
PPlasa de las proteinas fusionadas al CBM2, la proteina DA-CBM2 ya que la tasa
de replegamiento de la RNAsa T1 muestran valores de AF por debajo del ensayo
de su replegamiento espontaneo por dilucién (sin PPlasa), por lo que se propone

gue el CBM2, de alguna forma interfiere en el replegamiento de la RNAsa T1.
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10. Conclusion

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que se logré expresar
cataliticamente activas a las tres PPlasas de T. cruzi fusionadas a CBM2 en la
plataforma de expresion de E. coli, confirmando de manera concluyente la hipétesis

propuesta.
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11. Perspectivas
Para complementar este proyecto seria importante realizar los siguientes ensayos.

Probar alternativas para la expresion soluble de TcCyP22, como expresarla
fusionada a SUMO o MBP.

Ensayos de replegamiento de proteinas de dificil expresion como TSA-1,
realizando ensayos en solucién con TcCyP19, o TcCyP19 con chaperonas.
Ensayos con la PPlasa inmovilizada, con y sin chaperonas.

Replegamiento cromatografico de TSA-1 utilizando diferentes PPlasas
recombinantes.

Coexpresar TSA-1 con TcCyP19.
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13. Apéndices.

Apéndice 1.
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Figura A. Mapa del vector de clonacién pUC57.
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Apéndice 2.
Secuencia optimizada pUC57-TcCyP19-coli.

CCATG GCC AGT TAT AAA CCG CAT CACGCA ACCGTT CCG ACC AAT CCG
AAA GTC TTC TTC GAC GTC AGC ATT GGC GGT CAA AGC GCG GGC CGC
GTT GTT TTT GAA CTG TTT GCA GAC GCC GTT CCG AAA ACC GCA GAA
AAT TTT CGC GCA CTG TGC ACC GGC GAG AAA AAC TTT GGC TAC GCA
GGT AGC GGC TTT CAC CGC ATT ATT CCG CAG TTC ATG TGT CAG GGC
GGC GAT TTT ACC AAC CAT AAC GGC ACC GGC GGT CGT AGT ATT TAC
GGC GAA AAA TTC GCG GAC GAA AGT TTT GCA GGC AAA GCA GGT AAA
CAC TTT GGT CTG GGC ACC CTG AGT ATG GCA AAC GCA GGT CCG AAT
ACC AAC GGT AGC CAG TTT TTC ATT TGC ACC GCT CCG ACC CAG TGG
CTG GAC GGT AAA CAC GTT GTA TTT GGC CAG GTT CTG GAA GGC ATC
GAA GTT GTC AAA GCG ATG GAA GCG GTT GGT AGT CAA ACC GGC AAA
ACC AGC AAA CCG GTC AAA ATC GAA GCA TCT GGT CAG CTG CTC GAG.

Secuencia optimizada pUC57-TcCyP22-coli.

CCATG GCCTTTAGT CGTACCTGG TTT TGG GCA CAG CGT AAACTG CCG
TTC TAT CCG ATCAACCCG AAAAACCCGCTGGTCTTCTTT GAAATT AGC
ATT GGC GCA CAA CCG GCA GGT CGC GTTGAA ATG GAA CTG TTC AAA
GAC GCG GTC CCG AAA ACC GCA GAA AAT TTT CGC GCA CTG TGT ACC
GGC GAA AAA GGC GTA GGT CGT TCT GGT AAA GCG CTG TGC TAC AAA
GGC AGC AAA TTC CAC CGC GTT ATT CCG CAA TTC ATG TGT CAG GGC
GGC GAT TTT ACC AAC GGT AAC GGC ACC GGC GGC GAA TCT ATC TAC
GGC ATG AAA TTC CCG GAC GAA AGT TTT GCA GGT CGC GCA GGT AAA
CAT TTT GGT CCG GGC ACC CTG AGT ATG GCA AAC GCA GGT CCG AAT
ACC AAC GGT AGT CAG TTT TTC ATT TGT ACC GCT GCT ACC GAG TGG
CTG GAC GGC AAA CACGTT GTT TTT GGC CAG ATC ACG AAA GGC TAC
GAG GTC ATC GAG AAA GTC GAA GCA AAC GGT AGT CGT TCT GGC GCA
ACC CGT CAA CCG ATT CTG ATT ACC GAT TGC GGT GAA GTC AAA AAC
AAC CTC GAG.

Secuencia optimizada pUC57-TcCySEC-coli.

CCATG GTG AGT GGT GAC GCA GCA AGT CAC GAA GAA CGT ATG AAC
AAC TAC CGT AAA CGC GTT GGT CGC CTG TTT ATG GAA CAG AAA GCT
GCT CAG CCG GAT GCA GTT AAA CTG CCG TCT GGT CTG GTT TTT CAG
CGC ATT GCA CGC GGT TCT GGT AAA CGC GCA CCG GCT ATT GAC GAC
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AAA TGC GAA GTC CAT TAT ACC GGT CGT CTG CGC GAC GGC ACC GTG
TTT GAT AGT AGT CGC GAA CGC GGT AAA CCG ACC ACC TTT CGT CCG
AAC GAA GTC ATC AAA GGT TGG ACC GAA GCT CTG CAA CTG ATG CGC
GAA GGC GAT CGT TGG CGT CTG TTT ATT CCG TAC GAT CTG GCA TAC
GGC GTT ACC GGC GGT GGC GGT ATG ATT CCG CCG TAT AGT CCG CTG
GAA TTT GAC GTT GAA CTG ATC AGC ATC AAA GAC GGC GGT AAA GGT
CGT ACC GCA GAA GAA GTC GAC GAA ATT CTG CGC AAA GCG GAA GAA
GAT CGC GAA GAC ATG CTC GAG.

Apéndice 3:

Tabla P1. Formulacion para la elaboracion de geles de electroforesis SDS-PAGE.

REACTIVO SEPARADOR CONCENTRADOR
10 % 12% 15% 5%
AGUA 1.9 mi 1.6 mi 1.1 ml 1.4 ml
ACRILAMIDA
(30%) 1.7 ml 2.0 ml 2.5ml 330 pl
TRIS 1.5M PH 8.8 1.3 ml 1.3 ml 1.3 ml 250 “gTS“S pH
SDS 10% 50 ul 50 ul 50 ul 20 ul
PSA 10% 50 pl 50 pl 50 pl 20 pl
TEMED 5 ul 5 ul 5 ul 3 ul
Apéndice 4:

Tabla P2. Volumenes para la ligacion entre los insertos de las PPlasas y el vector de
expresion pET-38b(+). Basado en los manuales de New England Biolabs.

TcCypl9  TcCyp22 TcCySEC  Control (-)

PET38b (+) 50 ng 5ul 5ul 5 pl 5l
Inserto 14.11 1l 1l 1l -
/13.41/
15.59 ng
T4 DNA LIG 1u 1u 1ul 1ul 1l
Amortiguador 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul
H,0 11pl 11ul 11ul 11pl 12ul
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