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RESUMEN

Los antígenos proteicos MPT83 y MPT70 de Mycobacterium tuberculosis son expresados

al 1% de lo que se expresan sus homólogos, en un grupo de subcepas de Mycobacterium

bovis BCG. Sin embargo, la secuencia nucleotídica del locus mpí83-mpt70 en ambas

micobacterias es similar. Por otra parte, ambos genes podrían estar formando un operón,

debido a que la expresión del mpt70, solo se observó con un cósmido que contenía también

al mpt83, localizado a 2.4 kb arriba del mptlO. El objetivo principal del presente trabajo fue

estudiar la expresión del locus mpt83-mpt70 de M. tuberculosis. El análisis de la secuencia

intergénica entre el mpt83 y el mpí70, permitió identificar un gen con la misma orientación

transcripcional que codifica una posible proteína integral de membrana con similitud a

CcdA y DipZ, implicadas en la biogénesis del citocromo c. Este gen fue designado como el

Rv2874 en el proyecto de secuenciación de M. tuberculosis. Por hibridación tipo Southern

blot, el gen Rv2874 fue identificado únicamente en el genoma de M. tuberculosis y M.

bovis BCG. La protema expresada por el Rv2874, al igual que las proteínas MPT83 y

MPT70, no fue detectada por inmunobíot en los extractos proteicos de M. tuberculosis y M.

bovis BCG. La expresión del Rv2874 y de los genes Rv2871, Rv2872, mpí83 y mptlO de

M. tuberculosis fue analizada en M. smegmatis transformada con diferentes fusiones

traduccionales y transcripcionaíes de estos genes con el gen reportero lacZ de E. coli y por

experimentos de transcripción reversa y reacción en cadena de la polimerasa (RT-PCR).

Los resultados obtenidos nos sugieren que estos genes pueden estar formando un operón y

que su transcripción, además podría estar dirigida por regiones promotoras localizadas en

las regiones 5'corriente arriba de estos genes.



SUMARY

The amount of MPT83 and MPT70 antigens, produced by Mycobacterium tuberculosis is

only about 1% of the amount of their homologous proteins produced in a group of

substrains of M. bovts BCG. However, the nucleotide sequence of mpi'83-mpi70 locits from

both mycobacteria is very simüar. Furthermore, both genes could be forming part of an

operon. The expression of the mp(70 gene was observed only in a cosmid that contained

the mpt83 gene. This gene is located 2.4 kb upstream of the mptlO. The main goal of this

work was to study the expression of the locus mp(83-mpí70 of M. tuberculosis. Analysis of

the intergenic nucleotide sequence between the mpt83 and mp(70 allowed the identificaron

of a gene wiíh the same transcriptional orientation, which encodes a possible integral

membrane protein homologous with CcdA and DipZ involved in citochrome c biogénesis.

Afterwards, this gene was designated as the Rv2874 in the M. tuberculosis sequencing

project. By Southern blot was determined that the Rv2874 is present only in M.

tuberculosis and M. bovis BCG. Like MPT83 and MPT70 proteins, the Rv2874 protein was

not detected by immunobiot in protein extracts of M. tuberculosis complex strains. The

expression of the Rv2874 and of the Rv287I, Rv2872, mpt83 and mpt70 genes of M.

tuberculosis was studied in M. smegmatis transformed with translationaf and transcriptional

fusions, between these genes and the E. coli lacZ repórter gene, and by experiments of

reverse transcription and polymerase chain reactions (RT-PCR). Our results suggest that

these genes could be forming an operon and also that their transcription could be drived by

promoter regions located upstream of these genes.
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INTRODUCCIÓN

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa que continúa siendo uno de los

más importantes problemas de salud pública en el mundo. El agente etiológico de ía TB es

Mycobacterium tuberculosis, una bacteria Gram-positiva de! orden de los actínomycetales

y patógeno intracelular de macrófagos. Se estima que M. tuberculosis está infectando a un

tercio de la población mundial, causando anualmente 8 millones de nuevos casos de

tuberculosis y de 2 a 3 millones de muertes (Peliciceí ai, 1998; WHO, 2001).

En los últimos años la incidencia de TB se ha incrementado debido al surgimiento

de cepas de M. tuberculosis multiresistentes a los antibióticos de primera elección en el

tratamiento de esta enfermedad (Colín et al., 1997). En los países en desarrollo, la

prevalencia e incidencia de la enfermedad y el surgimiento de cepas resistentes a los

antibióticos, ha sido debido principalmente a las condiciones de pobreza extrema

combinadas con los programas de control de TB insuficientes c inadecuados, asi como a

regímenes de tratamiento sin seguimiento y en muchos de los casos, al abandono de los

mismos.

Por otro lado, los brotes epidémicos por cepas de M. tuberculosis multiresistentes

a antibióticos también están asociados con pacientes infectados con el virus de la

deficiencia inmunológica humana (VIH) tanto en países desarrollados como en los no

desarrollados. Además, el número creciente de infecciones por c¡ VIH en los países en

vías de desarrollo, representa un factor de riesgo para el desarrollo de la enfermedad clínica

a partir de la tuberculosis no activa o latente y la diseminación de la misma (Daley et al.,

1992; Small et ai, 1994; Raviglione et al., 1995; Bradford et al., 1996). Ei reporte de la

Organización Mundial de la Salud del 2001 mostró un incremento del 20% en la incidencia

de TB, en los países de África más afectados por la epidemia del VIH, sí esta tendencia



continúa, se estima que para el año 2005, el número de nuevos casos a nivel mundial

ascenderá a 10.2 millones (WHO, 2001).

Por otra parte, ia vacuna BCG confiere una protección contra la TB altamente

variable, siendo por ejemplo del 77 % en el Reino Unido y del 0 % en el sur de la India

(Roche el al., i995). Esta vacuna fue desarrollada porCalmette y Guérin (BCG), a partir de

una cepa de M. bovis que fue subcultivada in vitro cada tres semanas y durante 13 años,

con un total de 231 pases (de 1908 a 1921); hasta que perdió la virulencia pero conservó la

inmunogenicidad. Sin embargo, debido a la incapacidad de preservar la bacteria viable, la

vacuna viva requirió de pases continuados hasta los años de 1960s, cuando comenzaron a

prepararse liofilizados de la vacuna BCG. Este crecimiento continuo in vitro de la vacuna

original BCG, efectuado en diferentes laboratorios, trajo como resultado el surgimiento de

múltiples subcepas conocidas como BCG. La variación en la protección conferida por la

vacuna BCG, puede ser debida a la heterogeneidad existente entre las subcepas de BCG.

Recientemente, en estudios comparativos del genoma entre M. bovis, varias subcepas BCG

y M. tuberculosis, se detectaron un total de 16 regiones eliminadas del genoma variando en

longitud desde 1903pb a 12733 pb. De estas 16 regiones, 9 se perdieron en todas las

subcepas de BCG y en las cepas virulentas de M. bovis analizadas, dos regiones

representando profagos, se perdieron en BCG y en algunas de las cepas de M. bovis, una

región se perdió en todas las cepas BCG y 4 regiones solo se han eliminado en ciertas

subcepas de BCG (Mahairas et al., 1996; Behretal., 1999).

Por otra parte, otro factor importante implicado en la variabilidad de la protección

contra la TB conferida por la vacuna BCG, es la exposición previa a micobacterias en el

ambiente, debido a que la inmunidad inducida por éstas, evitaría la infección por la vacuna

BCG, requerida para la inducción de inmunidad a la TB.



Debido a este panorama, ía Organización Mundial de la Salud declaró en 1993 a la

TB como uno de los problemas más graves de salud pública a nivel mundial, considerando

una prioridad internacional en la investigación, el desarrollo de una nueva generación de

vacunas más efectivas contra la TB o mejorar genéticamente la vacuna BCG.

El control y erradicación de la tuberculosis, por lo tanto requiere del desarrollo de

vacunas contra la TB de mayor eficacia que ia vacuna BCG; de métodos de diagnóstico

rápidos y factibles de realizarse con la infraestructura mínima indispensable, así como la

generación de conocimientos acerca de los determinantes genéticos de la virulencia y

patogénesis de M. tuberculosis. La identificación y caracterización de los factores de

virulencia permitirían diferenciar entre las cepas de M. tuberculosis virulentas (causantes

de infecciones múltiples o brotes epidémicos) y menos virulentas (aquellas cepas que a

pesar de las condiciones propicias para producir el contagio, no ocasionan enfermedad en

las personas que conviven o tratan a !os pacientes con TB desarrollada por estas cepas).

Esto haría factible, desarrollar estrategias de control de la TB más adecuadas (incluyendo

la aplicación de regímenes de tratamiento más rigurosos a los pacientes de TB infectados

con cepas altamente virulentas, así como el manejo especial de estos pacientes, evitando

la transmisión de la TB a otras personas). Otra área de investigación encaminada al control

de la tuberculosis, es el desarrollo de conocimientos acerca de los factores genéticos

humanos que confieren resistencia innata a la TB. Se ha reportado que solo el 10 % de las

personas con tuberculosis latente desarrollan tuberculosis activa y las personas que por su

ocupación labora!, han estado expuestas en múltiples ocasiones a pacientes con TB activa

y no han desarrollado la enfermedad (Stead, 1997), son claros indicios de que existen

factores hereditarios que confieren resistencia innata a patógenos intracelularcs como el

gen bcg/lsh/lty/nrampl que se ha identificado en ratón (Gros et al., 1981; Vidal et al.,

1993). Este gen bcg/lsh/lty/nrampl codifica la proteína Nrampl, la cual está involucrada en

FALLA DE



el proceso de acidificación de la vacuola fagocítica del macrófago, dependiente de la

ATPasa de protones (Hackam cí ai, [998).

El estudio de M. tuberculosis a nivel molecular requiere del desarrollo de nuevas

herramientas moleculares específicas para este patógeno.

A pesar de la importancia de la TB, los determinantes genéticos de la virulencia y

patogénesis de M. tuberculosis no han sido completamente dilucidados, debido

principalmente a las características particulares de este patógeno y también a que la

aplicación a esta bacteria de las herramientas moleculares convencionales como

mutagc'nesis por transposones o aislamiento de genes por complementación de mutantes de

E. coli, no ha tenido éxito.

Debido a que M. tuberculosis se transmite por aerosoles, se ha estimado que se

requieren de una a tres bacterias viables para establecerse el contagio. Por lo que es

indispensable el uso de áreas de bioseguridad de nivel 3, para manipular la bacteria. Por

otra parte, debido a que el tiempo de duplicación celular de M. tuberculosis es de 18-26

horas, para obtener un cultivo en medio líquido de este patógeno se requieren hasta dos

meses y cerca de un mes para la obtención de colonias visibles en placas. Además, debido

a que la pared celular de esta bacteria es rica en lípidos y carbohidratos, ésta crece

formando cúmulos o agregados por lo que es necesario adicionar detergente al medio a fin

de obtener un cultivo semi-homogéneo.

Estas características han dificultado la selección de mutantes y su caracterización,

ya que ha sido difícil la obtención de colonias a partir de una sola célula. Debido a esto, los

agentes químicos y físicos utilizados generalmente para mutagenízar bacterias, no han

podido utilizarse exitosamente en M. tuberculosis.



Por otro lado, la estructura compleja de la pared celular le confiere propiedades

como resistencia y grosor, haciendo a esta bacteria patógena difícil de transformar

genéticamente. No obstante, por medio de eiectroporación se ha podido transformar M.

tuberculosis y M. bovis BCG, requiriéndose desde 1 hasta 3 u.g de DNA. Sin embargo, ¡a

eficiencia de transformación es inferior en comparación con la obtenida para E. cali

(McAdam et al., 1995).

Con respecto a! intercambio alélico en el cromosoma de M. tuberculosis o M. bovis

BCG, se ha observado que para efectuarse se requiere p re fe rene ¡alíñente del uso de

fragmentos de DNA relativamente grandes (20 kb) y lineales, debido a que los fragmentos

cortos de DNA homólogos son integrados al cromosoma por recombinación ilegítima al

azar en sitios diferentes del sitio homólogo (Balasubramanian et ai, 1996).

Debido a las bajas frecuencias de eiectroporación, de intercambio alélico y de

transposición, ha sido extremadamente difícil la generación de bancos de mutantes de M.

tuberculosis por intercambio alélico o transposición, usando vectores incapaces de

replicarse en M. tuberculosis (vectores suicidas). Por io que, ambos sistemas de

mutagénesis han requerido el diseño de métodos más eficientes. Recientemente, el

desarrollo de vectores replicativos que liberan las secuencias de DNA mutagénicas y que

son eficientemente perdidos en ciertas condiciones, con marcadores contra-seleccionables

como el gen sacB y orígenes de replicación termosensibles, están permitiendo la selección

positiva de mutantes inscrcionales y la construcción de los bancos de mutantes de M.

tuberculosis (Bardarov el al., 1997; Pelicic et al., 1997; Camacho et ai, 1999).

Por otra parte, el genoma de M. tuberculosis contiene un alto contenido de

guaninas y citosinas (G+C) (65%) y un uso de codones con una preferencia por G o C en

la tercera base. El estudio de la expresión y regulación de genes de M. tuberculosis

utilizando a E. coli, ha sido infructuosa. Los genes de M. tuberculosis no son expresados



por E. col i. Este hecho, probablemente se debe a que los sistemas de control

transcripcíonales así como las señales de traducción en M. tuberculosis (en parte, por su

alto contenido de GC en el DNA) son diferentes a las de E. coli, la cual no reconoce la

mayoría de las secuencias promotoras de los genes de M. tuberculosis con las que se ha

transformado.

Debido a lo anterior, se ha recurrido al uso de Mycobacterium smegmatis que es una

micobacteria no patógena y de rápido crecimiento, con un tiempo de duplicación celular de

3 horas. Aunque esta bacteria posiblemente también sea diferente de M. tuberculosis,

constituye una alternativa para el estudio de la expresión de los genes de M. tuberculosis

(Yeremeev et al, 2000; Torres et al,. 2001; Tullius et al., 2001). Con respecto al uso de

plásmidos y bacteriófagos para el análisis genético y manipulación de M. tuberculosis, éste

es restringido. La mayoría de los vectores de clonación construidos se han utilizado con M.

smegmatis- Estos vectores "Shuttle" (con origen de replicación para E. coli y micobacteria)

contienen al origen de replicación derivado del plásmído pAL5000 de M. fortuitum y la

eficiencia de transformación de estos plásmidos es baja (Snapper et al., 1988). No obstante,

algunos grupos de investigación están trabajando en el desarrollo de herramientas

moleculares para la transformación y manipulación génica de M. tuberculosis y M. bovis

BCG (Bardarov et al, 1997; Jain et al, 1997; Hatfiilly y Jacobs, 2000).

Otra de las dificultades para lograr avanzar en el estudio de la virulencia y

patogénesis de M. tuberculosis, lo constituye el hecho de que M. tuberculosis es una

bacteria huésped-específico (del humano), por io que no existe un modelo animal que

brinde las condiciones de infección y patogenia similares al de humano. Sin embargo, los

modelos de tuberculosis en el ratón y el conejo han brindado logros importantes en el

entendimiento del establecimiento de la respuesta inmune del huésped (Schlossberg et al.,

2000).



Así, la generación de conocimientos a nivel molecular de este patógeno, requiere

principalmente del desarrollo de herramientas moleculares.

Uno de los logros más recientes ha sido la culminación de la secuenciación del

genoma de M. tuberculosis (Colé et ai, 1998), la cual brinda la información sobre los

3924 posibles frentes de lectura abiertos que potencialmente codifican proteínas en esta

bacteria y su localización en el genoma. Esta información ya ha comenzado a ser usada

para abordar el estudio de la regulación y expresión génica de M. tuberculosis en respuesta

a diversas condiciones de crecimiento y señales de estrés ambiental, de una forma integral,

completa y rápida, por medio de los microarreglos genómicos (Barry y Schrocder, 2000) y

del análisis global de la expresión de proteínas (proteomas) (Jumgblut et ai, 1999). Por

ejemplo, la expresión génica en respuesta al antibiótico isoniazida, ha sido monitoreada

usando el microarreglo de DNA de M. tuberculosis, construido con la representación del

97% de los frentes de lectura abiertos predichos. Se observó que la isoniazida induce la

expresión de varios genes entre los que se encuentran, un grupo de genes que codifican

componentes del complejo sintasa de ácidos grasos tipo II y denotados como Rv2243-47

por Colé et ai., (1998); la inducción del gen JbpC que codifica el antígeno 85C implicado

en la maduración del micolato, así como la inducción de otros genes potenciaímente

implicados en el metabolismo de los ácidos micólicos, cuyo papel en este proceso no había

sido reconocido anteriormente (Wilson et al., 1999). El conocimiento sobre la biología de

M. tuberculosis generado usando estas novedosas tecnologías, constituirá la base para la

construcción de mulantes por ingeniería genética, y su comparación con cepas silvestres,

abordando así los estudios sobre ia función de genes implicados en procesos de infección y

vías metabólicas específicas. Esto tendrá como fin por un lado el generar cepas atenuadas

que puedan ser utilizadas como vacunas y por otra parte, identificar los mecanismos



moleculares que emplea este patógeno durante el proceso de invasión y sobrevivencia

intracelular, con la perspectiva de generar nuevos fármacos que inhiban estos procesos.

Patogénesis de M. tuberculosis.

La infección con M. tuberculosis se establece después de la inhalación de unos

cuantos bacilos que alcanzan los espacios alveolares de los pulmones (Smithe/a/., !965),

donde son ingeridos por los macrófagos alveolares. Los mecanismos moleculares

implicados en la entrada de la micobacteria al macrófago han sido pobremente

caracterizados. Se ha propuesto que la entrada de la micobacteria a los macrófagos puede

ser mediada por los receptores del complemeto (Schlesinger el al., 1990) o por el receptor

de mañosa (Schlesinger, 1993), así como por vías que no están acopladas a la activación de

los mecanismos antimicrobianos de los macrófagos, tales como la producción de

intermediarios reactivos de oxígeno y nitrógeno. También se ha propuesto que la

micobacteria por su alta capacidad de unir colesterol, puede promover su entrada a!

macrófago, interaccSonando con los dominios de la membrana celular ricos en colesterol.

El colesterol también media la asociación de la proteína denominada TACO (del inglés

"tryptophane aspartate-containing coat protein") con el fagosoma. Esta proteína es

activamente reclutada y retenida por ios fagosomas que contienen los bacilos de la

micobacteria, permitiendo su sobrevivencia, debido a que esta proteína evita la fusión del

fagosoma con los lisosomas (Gatfield y Pieters, 2000). M. tuberculosis también ha

desarrollado otros mecanismos para sobrevivir dentro del macrófago. Se ha reportado que

los fagosomas que contienen los bacilos de M. tuberculosis no adquieren las subunidades

de la ATPasa de protones vacuolar, evitando así la acidificación del fagosoma (Sturgül-

Koszycki et al., 1994; Xu et al,. 1994). También se ha observado que las vacuolas

fagocíticas que contienen bacilos de M. tuberculosis, presentan una alteración en la



maduración del fagosoma, deteniéndose en un estado temprano caracterizado por la

acumulación de la proteína Rab5 (implicada en ¡a endocitosis y e! control de la fusión con

endosomas tempranos) y exclusión de la proteína Rab7 (involucrada en la regulación del

tráfico de membranas endosomales tardías); impidiendo así la fusión de la vacuola

fagocítica con ci íisosoma (Vtaeí al., 1997).

La inhibición de los mecanismos bactericidas del macrófago por Ai tuberculosis, le

permite a esle patógeno reproducirse dentro del macrófago hasta destruirlo. Los bacilos

liberados son fagocitados por los monocitos no activados o macrófagos que han emigrado

desde la sangre hasta el alveolo infectado. La replicación intracelular de los bacilos y la

muerte de las células del huésped continúa por 3 a 5 semanas mientras se desarrolla la

respuesta humoral y celular contra la TB (Dannenberg 1991). Los Iinfocitos y macrófagos

entran hasta el sitio de la infección y sí llegan a ser activados controlan la replicación de los

bacilos; pero sí la inmunidad no es capaz de limitar el crecimiento de la bacteria, la

enfermedad progresa a la forma clínica. La infección se disemina a través de los canales

linfáticos hasta los nodulos linfáticos regionales y posteriormente los bacilos llegan a la

sangre donde son transportados a través del torrente sanguíneo como parásitos

intracelulares de macrófagos y monocitos.

En el 95% de los casos, la enfermedad corresponde a tuberculosis pulmonar y el 5%

restante corresponde a formas extrapulmonares, afectando cualquier parte del cuerpo,

incluyendo el hígado y los ríñones, el estómago y los intestinos, los huesos, el cerebro y la

médula espinal. En niños y personas inmunocomprometidas, ¡a TB extrapuimonar es más

frecuente (Highleyman 1998). Por otra parte, si el sistema inmune ha sido capaz de detener

la infección por M. tuberculosis, la enfermedad se resuelve y la inmunidad mantiene a los

bacilos controlados, en un estado inactivo, los cuales pueden reactivarse varios años

después sí el sistema inmune es inmunocomprometido.



Principales antígenos úeM. tuberculosis.

Una de las áreas de mayor interés en el mundo, ha sido el estudio de los antígenos

de M. tuberculosis, su aislamiento y caracterización, con la finalidad de entender ¡os

mecanismos moleculares implicados en la respuesta inmune contra la TB y por otra parte,

encontrar proteínas candidatas para usarse como subunidades de vacunas y como reactivos

de pruebas de ¡nmunodiagnóstíco.

Entre los principales componentes micobacterianos ¡nmunogénicos reportados que

han sido encontrados hasta la fecha en el sobrenadante del cultivo, se encuentran las

proteínas de choque térmico DnaK, GroEL y GroES de 71, 65 y 12 kDa (Young y Garbe,

1991a), el complejo rico en prolina de 45-47 kDa (Espitia y Mancilla, 1989; Romain et al.,

1993; Espitia et al., 1995), el complejo antigénico 85 formado por proteínas de 30-32 kDa

y denominadas AG85A, AG85B y AG85C (Wiker y Harboe, 1992); las lipoglicoproteínas

de 38 kDa (PstS-l)yde 19 kDa (Espitia et al, 1989; Young y Garbe, 1991b); la proteína

MPT64 de 23 kDa (Kamath et al, 1999) y ESAT-6 de 6 kDa (Harboe et al., 1996).

Recientemente, algunas de estas proteínas han sido valoradas como componentes de

vacunas de DNA contra la TB en modelos experimentales, mostrando que la protección

que confieren puede ser similar a la conferida por la vacunación con BCG. Entre estos se

encuentran la proteína de 65 kDa de choque térmico (Tascon et al., 1996), los antígenos

85A (Tanghe et al, 2001), 85B y 85C (Lozes et al, 1997), la proteína PstS-1 de 38 kDa

(Zhu et al, 1997; Fonseca et al, 2001) y la proteína de 6 kDa ESAT-6 (Kamath et al.,

1999).

Los antígenos MPT83/MPB83 y MPT70/MPB70.

Entre los antígenos ampliamente estudiados de M. tuberculosis están las proteínas

homologas MPT83 y MPT70, las cuales se ha observado que en ei ratón son altamente
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inmunogénicas durante la infección con M. tuberculosis viva (Hewinson, et al., 1996). Los

antígenos homólogos MPB83 y MPB70 de M. bovis BCG, fueron identificados primero en

M. bovis BCG Tokyo que expresa abundantemente estos antígenos, lo que permitió

purificarlos y analizar sus propiedades inmunológicas (Nagai el al., 1981; Harboey Nagai,

1984; Fifis et ai, 1989; Harboe el al., ¡995).

Los genes que codifican estas proteínas MPT83/MPB83 y MPT70/MPB70

(mpt83/mpb83 y mpi70/mpb70 respectivamente) de M. tuberculosis, M. bovis BCG Tokio y

Pasteur, han sido aislados y secuenciados (Matsuo et ai, 1995; Matsumoto et al., 1995;

Matsuo et al., 1996; Hewinson el ai, 1996). El análisis de las secuencias de las proteínas

expresadas por estos genes indicó que no existen diferencias entre las proteínas MPT83 y

MPB83, ni tampoco entre las proteínas MPT70 y MPB70. Este análisis también permitió

establecer que las proteínas MPT83/MPB83 y MPT70/MPB70 contienen un péptido señal,

el cual es escindido después de promover la exportación de la proteína hacia el exterior, a

través de la membrana celular.

Las proteínas MPT83 y MPT70 o MPB83 y MPB70, presentan un 63% de

homología y las proteínas MPT83/MPB83, a diferencia de las MPT70/MPB70, contienen

un inserto único de 35 aminoácidos en el dominio amino-terminal (N-terminal) y presentan

un motivo consenso típico de lípoproteína, localizado del aminoácido 22 al 26 (LAGCS).

Estas observaciones indican que estas proteínas son lipoproteínas ancladas en la pared

celular, por medio de un enlace tioéster establecido entre la cisteina de la región N-terminal

y una molécula de ácido graso de la membrana celular, lo cual explica porque estos

antígenos son localizados en el sonicado de la pastilla celular (Hewinson et al., 1996). La

extracción de la proteína MPB83 en una fracción soluble en Tritón X-114 confirmó la

naturaleza lipoprotéica de este antígeno (Harboe et ai, 1998), junio con la eliminación de

la cisteina del motivo consenso, por mutagénesis sitio dirigida (Vosloo et al., 1997).
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Además las proteínas MPT83/MPB83 contienen un motivo señal para O-

glicosüación (Hewinson et al, 1996) indicando que estas proteínas probablemente son

giicosiladas. Por otro lado, las proteínas MPT83 y MPB83 difieren únicamente en que para

la MPT83 se ha reportado una forma de 25 kDa asociada ai bacilo (Hewinson et ai, 1996),

mientras que para la MPB83 se han reportado dos formas, una de 26 kDa asociada también

a ía superficie de la célula y una forma de 23 kDa secretada al medio de cultivo (no

asociada a lípidos), pero ambas formas están giicosiladas (Harboe et al., 1995; Harboe el

al, 1998).

Las proteínas MPT70/MPB70 presentan una secuencia señal de 30 aminoácidos que

promueve su secreción al exterior de la célula, localizándose en el filtrado del cultivo

bacteriano como una forma de 22 kDa (Hewinson et al, 1996). A diferencia de las

proteínas MPT83/MPB83, las proteínas MPB70/MPB70 no presenta el motivo de O

glicosilación ni el motivo de lipoproteína.

Expresión de las proteínas MPT83 y MPT70.

El estudio de estas proteínas ha generado una mayor atención, debido a que la

MPT83 y MPT70 son expresadas escasamente por M tuberculosis tanto irt vitro como in

vivo (Harboe y Nagai, 1984; Hewinson et al., 1996), mientras que en M. bovis las proteínas

homologas MPB83 y MPB70 son expresadas abundantemente (Harboe y Nagai, Í984;

Wiker et al, 1998) y en diversas subcepas avirulentas de M. bovis BCG, Ía expresión de

estas proteínas varia, siendo su expresión alta en subcepas de M. bovis BCG Brazil,

Moreau, Russia, Moscow, Sweden y Tokyo y expresadas a bajos niveles por subcepas de

M. bovis BCG Pasteur, Copenhagen, Tice y Glaxo (Harboe y Nagai, 1984; Matsuo et al,

1995; Hewinson el-al, 1996). Sí la sobre-expresión de estas proteínas está relacionada con
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la virulencia de M. bovis, o con el nivel de protección conferido contra la TB por ambos

grupos de subcepas de BCG, aún no se ha dilucidado.

La MPB70 constituye uno de los principales componentes secretados en el filtrado

de cultivo de BCG Tokio, constituyendo el 10% de las proteínas secretadas totales,

mientras que su expresión en M. tuberculosis es menor al 1% del nivel observado para

BCG Tokio (Harboe y Nagai, 1984). Este mismo patrón de expresión también se ha

observado para la proteína MPB83 (Hewnson et al., 1996), constituyendo así un primer

indicio del enlace de la expresión de estos genes tanto en M. tuberculosis como en M. bovis

y subcepas avirulentas de M. bovis BCG.

Las secuencias de DNA del mpb70, incluyendo la región reguladora propuesta por

Matsuo et al., (1995) entre las subcepas de M. bovis BCG Tokio y Pasteur con alta y baja

producción de estas proteínas respectivamente y de M tuberculosis H37Rv (Matsumoto et

al., 1995), resultaron idénticas entre sí, sugiriendo que este gen mpt70/mpb70 podría estar

formando parte de un operón junto con el mpt83/mpb83, el cual resultó estar localizado a

2.4 kb arriba del mpt70/mpb70 en M. tubérculosis/M. bovis BCG Tokio, además de ser

estos genes transcritos en la misma dirección (Hewinson et al., 1996).

La diferencia en la expresión de estas proteínas homologas entre M. tuberculosis y

M. bovis, ha generado el interés en el estudio de la expresión y regulación de los genes que

codifican estas proteínas en una y otra bacteria, para dilucidar los probables mecanismos

responsables de la expresión diferencial de estos genes.

En este trabajo, durante el aislamiento y clonación del locus mpt83-mpt70 de M,

tuberculosis, en la región intergénica entre estos genes, fue identificado un frente de lectura

abierto que codifica para una proleína integral de membrana probable con homología con

proteínas implicadas en la biogénesis del citocromo c como DipZ y CcdA de varias

bacterias (Crooke y Colé, 1995; Page et ai, 1997, Schiótt et ai, 1997). La identificación de
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esta secuencia génica, plantea la interrogante de sí !a expresión de este gen también está

relacionada con la expresión del mpí83 y el mpt70, y sí los tres genes están organizados

formando un operón.

J U S T I F I C A C I Ó N

El estudio de la expresión del locus de Ai tuberculosis que contiene los genes

mpt83 y mpt70, nos puede ayudar a dilucidar los mecanismos involucrados en la expresión

diferencial de los antigenos codificados por estos genes y por otra parte, la generación de

este conocimiento nos podría permitir establecer como opera la regulación de este locus.

Con el estudio de la expresión de estos genes se podrían determinar las diferencias

en la regulación a nivel molecular entre M. tuberculosis y de M. bovis y las subcepas BCG

que expresan altos niveles de estas proteínas, y analizar sí estas diferencias repercuten en

las interacciones de M. tuberculosis y M. bovis con el huésped.

Existen evidencias indirectas de que la expresión de los genes mpt83 y mpl70 se

incrementa cuando M. tuberculosis esta infectando ratones (Hewinson el al, 1996). La

caracterización de estos genes así como el estudio de su regulación, expresión y

función, será de utilidad para dilucidar el papel que puedan jugar éstos en la virulencia

de la micobacteria. Se ha reportado que las proteínas codificadas por estos genes

podrían actuar como moléculas de adhesión celular y desempeñar un papel en la

invasión celular por la micobacteria (Matsumoto eí al, 1995; Ulstrup et al, 1995). La

comprensión de la probable función específica de estos genes en la virulencia de la

micobacteria, puede permitir el desarrollo de estrategias basadas en fármacos u otros

mecanismos enfocados en el bloqueo de su función.

Los genes mpt83/mpb83 y mpt70/mpb70 de M. tuberculosis y M. bovis

respectivamente, codifican proteínas antigénicas inmunodominantes. Debido a esta
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características, estas proteínas pueden ser de gran utilidad en el inmunodiagnóstíco de la

tuberculosis. En un futuro, el desarrollo y aplicación de una nueva vacuna BCG

albergando mutaciones que bloqueen la expresión de los genes mpbS3 y mpb70, podría

hacer factible el uso de la expresión recombinante de estos genes en el desarrollo de

métodos de ¡nmunodiagnóstico de la tuberculosis, en poblaciones vacunadas con esta

nueva vacuna BCG.

Por otra parte, el papel de fas proteínas codificadas por el mpt83/t?ipbS3 y

mptlOlmpblQ en la inmunidad protectora contra la tuberculosis, aún no se ha

establecido claramente. Existen reportes de que la proteína MP870 es un blanco

importante de la respuesta humoral y celuíar (Fifis et al., 1989). Por lo que, el estudio

de la expresión de estos antígenos también es importante desde el punto de vista de la

interacción de la micobacteria con el sistema inmune del huésped.

Por lo expuesto anteriormente consideramos que es esencial el inicio del estudio de

la expresión del locus mp(83-mpí70 de M. tuberculosis.

OBJETIVOS

I.- Caracterizar inoleculamiente la secuencia genética identificada entre el mpi83 y

el mpt70 de M. tuberculosis.

2-. Iniciar el estudio de la expresión en M. smegmatis del locus de M. tuberculosis

conteniendo los genes mpt83 y mpt70, y del gen identificado en medio de éstos, por medio

de la fusión de diferentes regiones de este locus con el gen estructural lacZ de E. coli y por

medio de reacciones de RT-PCR (de las siglas en inglés "Reverse Transcription-

Polymerase Chain Reaction").
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MATERIALES Y MÉTODOS

Cepas bacterianas, condiciones de crecimiento y plásmidos.

Las cepas de E. coli DH5aIQ (Gibco BRL), XLl-Blue MRF ' (Stratagene),

HB101 (Gibco BRL) y MC4Í00 (Silhavy et ai, 1984) fueron usadas como los

hospederos para los píásmidos vectores pUC18 (Yanisch-Perron et al., 1985), pBK-

CMV (Stratagene), pQ31 y pQ32 (Qiagen), pMC1871 (Shaphira et ai, 1983), pMV261

(Stover et al., 1991) y pJEM15 (Timm et al., 1994), así como para sus derivados

construidos en este trabajo (tabia 1).

La cepa de E. coli JM109 se empleó para la replicación del bacteriófago

filamentoso M13mpl8 y las construcciones derivadas de éste.

Los cultivos de. E. coli fueron crecidos a 37°C en medio Luría-Bertani (LB) y a

30°C cuando los cultivos se indujeron para expresar proteínas recombinantes. Cuando

se requirió, los medios de cultivo fueron suplementados con alguno de los siguientes

antibióticos para mantener los plásmidos: ampicilina a 200 ug mi"1 o kanamicina a 50

figml"1.

Las cepas micobacterianas usadas en este trabajo fueron: Mycobacterium

tuberculosis H37Ra, Mycobacterium tuberculosis H37Rv, M. bovis BCG Glaxo,

Mycobacterium avium, Mycobacterium chelonae, Mycobacterium fortuitum,

Mycobacterium kansasii, Mycobacterium intracellulare y Mycobacterium phlei; las

cuales fueron obtenidas del American Type Culture Collection (ATCC). Las cepas

fueron crecidas en medio Lowestein-Jensen para la extracción del DNA.
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Tabla 1. Plásmidos construidos en este trabajo.

Plásmido

pJD951

pJD961

pJD201

pJD964

pJD966

pJD964J

pJD965

pJD9651

pJD974

pJD953

pJD-MC12

pJD9712

pJD-MC73

PJD9771

PJD-MC13

pJD9713

pJD9714

pJD9715

PJD97I0

pJD97í 1

pJD2011

pJD20A

pJD20B

pJD2012

pJD20C

pJD20D

pJD20E

pJD20F

PJD2OI

pJD20G

Características

C,R v 2K14»ipt 70R v2876

Clmpf83Rv2874 mpi70

N,Rv2870Rv2871 Rv2S72mpt83

RV2874N,/H/>/70

C,m/7f8.ÍRv2874 mpí70

C,tnpr83Rv2834 mpl70

CtRv2&74 tnpl7Q

Cxmpi83Rv2%74 mpl70

C,Rv2874 mpl70

ClRv2874 mpl70

C,Rv2874 mpl70Rv2876

C,/K/«&?N,Rv2874-/rtcZ

C/n/j/a5N1Rv2874-tócZ

N,Rv2874-tocZ

N,Rv2874-tocZ

PiomotorRv2874-/(7cZ

PromotorRv2874-/(7cZ

C,m/j/8JPromolorRv2874-/í)cZ

N,Rv2870Rv2871 Rv2872mpt83

PromotorRv2874-/íicZ

lacZ

PromotorJispóO-lacZ

NlRv2870Rv2871Rv2872/nptói

N,Rv2874

N,Rv2870Rv287IRv2872/^íSi

N,RV2874/ÍJ<;Z

PromotorRv2874N,Rv2874faeZ

NtRv2870Rv2871Rv2872 mpl83

N(Rv2870Rv2871Rv2872

mpl83lacZ

C,R v 2874 N^«p/ 70iacZ

NtRv2870Rv2871Rv2872»rp/SJ

R\'2874N1«ipf70/ífcZ

C¿npt83Rv2874N¿npt70lacZ

UKRv2S70C,mpt83!acZ

C,Rv2872mpi83lacZ

Derivado

pUC18
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Mycobaclerium smegmatis me 155 fue usada como la cepa huésped para los píásmidos

pMV261 y pJEM15, así como sus derivados recombinantes.

Técnicas de DNA recom binan te.

Las endonucleasas de restricción y enzimas modificadoras de DNA fueron

usadas de acuerdo a las instrucciones de la compañía proveedora (Boehringer,

actualmente Roche, New England Bioíabs y Stratagene). Las manipulaciones genéticas

fueron realizadas como se describe en Sambrook el ai, 1989. La extracción de plásmido

a pequeña escala se hizo por la técnica de íisis alcalina con SDS (Sulfato Dodecil de

Sodio) (Sambrook et ai, 1989). La extracción de DNA a mayor escala se efectuó

utilizando columnas midi y maxi de purificación de Qiagen.

Transformación genética de los cultivos bacterianos.

Las cepas de E. coli y Mycobacterium smegmatis mc2155 fueron transformadas

por electroporación con los píásmidos y construcciones obtenidas en el presente

trabajo. Las células competentes se prepararon como se describe a continuación.

Preparación de células competentes de E. coli. Las cepas de E. coli fueron

cultivadas en LB hasta alcanzar una D.O-óoonm de 0.5 a 1. El cultivo se incubó por 30

minutos en hielo y se obtuvo la pastilla celular por centrifugación a 5 K rpm por 20

minutos a 4°C. Esta fue lavada utilizando un volumen y medio de agua estéril fría con

respecto al volumen original del cultivo. La pastilla celular se recuperó nuevamente por

centrifugación y se lavó con 1/50 del volumen original del cultivo con glicerol ai 10%

estéril. La pastilla celular obtenida fue resuspendida en 1/1000 dei volumen original del

19



cultivo con glicerol al 10% y alícuotas de 40 u,l de la suspensión celular fueron

almacenadas en tubos eppendorf de 0.5 mi. Estos tubos fueron colocados

inmediatamente en hielo seco y almacenados a -70°C hasta su uso.

Para llevar a cabo la transformación bacteriana, se mezclaron 40 jal de la

suspensión celular con 2 a 5 u.1 de la reacción de ligación conteniendo de 10 a 20 ng de

DNA o 10 ng del píásmido recombinante. La mezcla fue colocada en celdas de

electroporación de 0.2 cm y sometida a un pulso eléctrico determinado por los

siguientes parámetros: 1.4 Kv, 1000 Ohms de resistencia y 25 u,F en un electroporador

BTX modelo ECM600. Las células fueron recobradas en 1 mi de medio SOC

(Sambrook eí ai, 1989) e incubadas a 37°C en agitación por una hora y luego

sembradas sobre placas de LB agar conteniendo el antibiótico respectivo, para mantener

al píásmido, posteriormente se incubaron de 10 a 14 horas a 37°C.

Preparación de células competentes de Mycobacterium smegmatis me 155.

M. smegmatis mc2155 fue crecida a 37°C en el medio 7H9 suplementado con 0.5% de

glicerol, 2% de glucosa y 0.05% Tween 80. Las células para electroporación fueron

procesadas de la misma forma como se describió para E. coli, con la diferencia de que

la pastilla celular fue resuspendida al final con glicerol al 10% en 1/50 del volumen

original del cultivo y alícuotas de 200 JJ.1 de la suspensión celular, fueron colocadas en

tubos eppendorf de a 0.5 mi y guardadas a -70°C hasta su uso.

La transformación de Mycobacterium smegmatis me 155 se llevó a cabo por

eiectroporación, 1 a 2 p.g de DNA del píásmido recombinante fueron mezclados con

200 u.1 de suspensión celular. La mezcla fue colocada en una celda de 0.2 cm, a la cual

se le aplicó un pulso eléctrico con los mismos parámetros utilizados para E. coli. Las
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células clectroporadas fueron recuperadas en 1 mi de medio SOC por 3 horas, después

fueron sembradas sobre placas de agar 7H1! conteniendo kanamicina a 50 fig mi' y se

incubaron a 37°C por 3 a 4 días.

Aislamiento y clonación de la región del DNA conteniendo los genes mpí83 y mpí70

de M. tuberculosis.

Un fragmento de 0.7 kb conteniendo la secuencia localizada inmediatamente

arriba del gen mp¡70, fue usado como detector homólogo en la búsqueda de los genes

mp¡83 y mptlO, en un banco de M. tuberculosis construido en el vector cósmido

Tropist3 (De Smet el al., 1993). Este fragmento de DNA fue marcado radiactivamente

con [a-P32]-dCTP (Amersham) usando eí estuche de Amersham para marcar fragmentos

de DNA sintetizados a partir de oligonucleótidos iniciadores al azar.

La hibridación de las clonas recombinantes con el detector se hizo por medio

de la técnica de hibridación en colonia. Brevemente, 5 x 10 colonias del banco

genómico fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa, colocando las membranas

encima de las placas conteniendo las colonias bacterianas por 10 minutos y después

removiendo la membrana de la placa. Las membranas con las colonias transferidas

fueron colocadas sobre papeles filtro humedecidos con las siguientes soluciones: 10%

SDS por 5 minutos, solución desnaturalizante (NaOH 0.5N, NaCl 1.5M) 10 minutos,

solución neutralizante (Tris-HCl 0.5M pH 7.5, NaCl 1.5M) 10 minutos y en 2x SSC

(20x SSC es 3 M NaCl y 0.3M Na3citrato.2H2O pH 7) un minuto. Posteriormente, el

DNA fue fijado a las membranas con luz ultravioleta.
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La pre-hibridación fue realizada a 42°C en 6x SSC, Tris-HCI 50 mM pH 7.5,

reactivo de bloqueo !x (Roche) y 50% de formamida por 2 horas. La hibridación se

llevó a cabo por 24 horas con una solución preparada igual a la de pre-hibridación pero

adicionando además, 0.5% de SDS y el detector marcado radioctivamente y

desnaturalizado por ebuilición durante 10 minutos. Después, las membranas fueron

lavadas dos veces con una solución conteniendo 2x SSC y 0.1% SDS por 15 minutos

cada uno y dos lavados con 2x SSC por 15 minutos cada uno. Finalmente, las

membranas fueron expuestas a películas fotográficas Kodak X-OMAT XR por 30

horas a -70°C para posteriormente ser reveladas.

Tres colonias conteniendo clonas cósmido recombinantes dieron señal positiva

de hibridación con el detector, éstas fueron extraídas con una pipeta pasteur de las

placas de agar LB y crecidas en 50 mi de LB con 25 (ig mi"1 de kanamicina. El DNA de

los cósmidos recombinantes fue extraído de los cultivos por medio del método de lisis

alcalina para obtención de plásmidos (Sambrook el al., 1989).

El DNA de los tres cósmidos recombinantes fue analizado por patrón de

restricción con diferentes endonucleasas y los fragmentos generados fueron separados

por electroforesis en gel de agarosa al 0.8%, transferidos a membranas de nitrocelulosa

e hibridados con el detector marcado radiactivamente y descrito anteriormente. El

análisis del patrón de restricción y de hibridación tipo Southern fue similar entre los tres

cósmidos recombinantes, por lo que uno de éstos (G1TB-4) se eligió al azar y fue

digerido posteriormente con otras enzimas de restricción e hibridado con el detector.

Un fragmento de 2.2 kb Síul dio señal positiva de hibridación con el detector y

fue subclonado en pUC18 (pJD951). Las subclonaciones posteriores se llevaron a cabo
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en M13mp38. La secuencia del DNA correspondió al gen mp¡70 flanqueado en la

dirección 5' por un frente de lectura abierto incompleto y en dirección 3' por un frente

de lectura abierto completo, presentando estos genes !a misma orientación

transcripcional que el mpl70 (figura I).

Para clonar completo el frente de lectura abierto localizado entre el mpl83 y el

mptlQ) el patrón de restricción del cósmido recombinante y del fragmento Stul de 2.2 kb

secuenciado fueron analizados. La secuencia nucleotídica del fragmento Stul de 2.2 kb,

mostró contener un sitio Salí a 1.55 kb del extremo Stul conteniendo el frente de lectura

abierto trancado. Por otra parte, el análisis de restricción de! cósmido recombinante

G1TB-4, mostró que un fragmento San de 3.5 kb con una digestión doble S/ul-Sall,

originaba dos fragmentos Síül-Sall de 1.95 kb y 1.55 kb. Este análisis del patrón de

restricción indicó que el fragmento Stul de 2.2 kb y el fragmento San de 3.5 kb

contenían una región en común: el fragmento Stul-Sañ de 1.55 kb y por lo tanto, el

fragmento Stul de 2.2 kb subclonado y secuenciado, estaba sobrelapado con el

fragmento Salí de 3.5 kb (figura 1).

Después, el fragmento Salí de 3.5 kb fue subclonado en el pUC18 para generar

el pJD961 y la secuencia nucleotídica de este fragmento fue determinada y reportada al

banco de secuencias genómicas junto con la secuencia dei frente de lectura abierto

localizado hacia abajo del mpt70,, previamente determinada en la secuenciación del

fragmento Stul de 2.2 kb (número de acceso AF189006).

El análisis de secuencia de este fragmento Salí de 3.5 kb mostró contener al

gen mpt83 truncado, seguido por el frente de lectura abierto completo arriba del mpi70

(designado posteriormente como el gen Rv2874 en el proyecto de secuenciación del
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genoma de M. tuberculosis por Colé el al., 1998), al mpi70 y 32 codones del frente de

lectura abierto localizado hacia abajo del mpl70.

Por Southern blot un fragmento BamH\-Not\ de 4.3 kb obtenido del cósmido

recombinante G1TB-4, dio una señal positiva de hibridación con el detector descrito

antes y la secuencia nucteotídica de este fragmento indicó que este fragmento contenía

desde la región 5' arriba del gen mpí83 hasta la región que codifica !a parte

aminoterminal (N-terminal) del gen mpt 70 (figura 1). Este fragmento fue

posteriormente clonado en el pBK-CMV para generar el pJD201.

La secuencia nucleotídica de los insertos fue determinada usando el estuche de

Termo Sequenasa (USB/Amersham) con oligonucleótidos universales y específicos. El

análisis de las secuencias fue llevado a cabo usando el programa " Gene Works"

(Laboratorio de Biología Molecular Europeo) y el programa "GCG" (Devereux et al.,

1984).

Extracción del DNA cromosomal de micobacterias.

El DNA cromosomal de las diferentes micobacterias fue extraído de acuerdo a

van Soolingen (van Soolingen, 1991) con algunas modificaciones. Brevemente, los

cultivos micobacterianos crecidos en el medio Lowestein-Jensen, fueron cosechados

dentro de una campana de flujo laminar, en tubos eppendorf de 1.5 mi conteniendo 1 mi

de 2% azida de sodio. En esta solución fueron incubados a 37°C de 24 a 48 horas para

causar la muerte micobacteriana.

Después fueron centrifugados a 14 K rpm por 2 minutos y el sobrenadante fue

desechado. Las pastillas micobacterianas fueron resuspendidas en 1 mi de amortiguador
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TE (Tris-HCl 10 mM pH 7.5, EDTA 1 mM pH 8) y centrifugadas otra vez como se

describió anteriormente.Las pastillas de micobacterias fueron resuspendidas cada una

con 400 u.1 de amortiguador TE y luego fueron añadidos 40 yd de íisozima a 20 mg mi"

e incubadas 12 h a 37°C. Después fueron añadidos 75 jal de una mezcla compuesta

por 70 ul de 10% SDS y 5 u.1 de proteinasa K a 10 mg mi"1 y los tubos conteniendo la

mezcla fueron vortexeados por 15 segundos, luego fueron incubados a 65°C por 10

minutos. A continuación, fueron añadidos 300 u.1 de 5M NaCl y 100 u.1 de una solución

conteniendo 0.04 g de NaCl y 0.1 g de CTAB (N-cetil-N,N,N,-trimetil amonio

bromuro) mi"', previamente incubada a 65°C. Posteriormente, los tubos conteniendo la

mezcla fueron vortexeados hasta que su contenido tomó una apariencia blanca y luego

fueron incubados a 65°C por 10 minutos.

Finalmente fueron añadidos 700 \xl de cloroformo a cada tubo y éstos fueron

agitados manualmente por 5 minutos y luego centrifugados a 14 K rpm por 5 minutos.

La fase acuosa obtenida en la parte superior de los tubos fue transferida a tubos limpios

y el paso anterior fue repetido hasta que la capa proteica formada en la interfase ya no

apareció. El DNA de cada tubo fue precipitado con 0.6 volúmenes (450 u.1) de

isopropanol e incubados por 30 minutos a -20°C.

Los botones de DNA fueron obtenidos por centrifugación a 14 K rpm por 15

minutos. Los botones de DNA fueron lavados con 1 mi de etanol al 70% frío e

invirtiendo los tubos varias veces y luego éstos fueron centrifugados a 14 K rpm por 10

minutos. El sobrenadante fue removido de los tubos y las trazas de etanol también. Los

botones de DNA fueron secados a temperatura ambiente por 10 minutos y luego

resuspendidos con 20 ul de H2O milliQ estéril y almacenados a -20°C hasta su uso.
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Hibridación tipo Southern.

El DNA genómico (2 ¡ag) de Mycobacterium tuberculosis H37Ra,

Mycobacterium tuberculosis H37Rv, M. bovis BCG, Mycobacterium avium,

Mycobacterium chelonae, Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium kansasii,

Mycobacterium iníracellulare, Mycobacterium phlei, Mycobacterium smegmatis

me 155 y E. coli fue digerido con Salí y separado por electroforesis en un gel de

agarosa al 1%. Posteriormente este DNA fue transferido a una membrana de

nitroceíulosa Hybond-N (Amersham) usando los métodos estándares (Sambrook et al.,

1989).

El DNA fue fijado a la membrana con luz ultravioleta. El fragmento de DNA

EcoKV-Smal de 1.6 kb conteniendo 1.42 kb de la región que codifica la parte N-

terminal del frente de lectura abierto (Rv2874) localizado entre los genes mp¡83 y

mpt70, y 0.19 kb hacia arriba del codón de inicio del Rv2874, fue usado como detector

en la hibridación tipo Southern. El detector fue marcado con [a-33P]-dATP por el

método de síntesis o extensión de fragmentos al azar usando un estuche comercial

(Amersham).

La membrana fue prehibridada por 2 horas a 42°C con una solución

conteniendo 5x SSC, Tris-HCI 50mM pH 7.5, reactivo de bloqueo lx (Roche) y

formamida al 50%. La hibridación fue llevada a cabo por 24 horas a 42°C, con una

solución similar a la de prehibridación pero conteniendo además 0.1% SDS y el

detector marcado radioactivamente y desnaturalizado por ebullición durante 10
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minutos. La membrana fue sometida a dos lavados con 2x SSC y 0.1% SDS por 15

minulos cada uno y luego a dos lavados con 2x SSC por 15 minutos cada uno.

Posteriormente, la membrana fue expuesta a una película fotográfica Kodak X-OMAT

XR por 12 horas a -70°C para posteriormente ser revelada.

Análisis de la expresión de la proteína codificada por el gen Rv2874 de M.

tuberculosis en M. smegmaüs.

Con la finalidad de estudiar la expresión de la proteína codificada por el gen

Rv2874 de M. tuberculosis en M. smegmaüs me2 155 (micobacteria no patógena y de

rápido crecimiento), el fragmento Salí de 3.5 kb conteniendo el gen Rv2874 y obtenido

de la clona cósmido G1TB-4, fue subclonado en el vector pMV261 generándose los

plásmidos pJD964 con la misma orientación del promotor del gen hspóO en el vector y

el pJD966 con la orientación contraria a éste (figura 2). M. smegmaiis mc2l55 fue

electroporada con cada uno de los plásmidos y las micobacterias electroporadas fueron

crecidas sobre placas de medio 7H11 suplementado con 50 p.g mi"1 de kanamicina.

Posteriormente, una sola colonia de cada M. smegmaiis y E. coli transformadas

independientemente con las construcciones anteriores, fueron crecidas a 37°C con

agitación en medio 7H9 suplementado como se describió anteriormente o medio LB,

respectivamente; ambos con 50 u.g mi" de kanamicina. La detección de la expresión de

la proteína recombinante fue ¡levada a cabo en los sonicados totales de estos cultivos

crecidos hasta la fase exponencial tardía.
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Expresión del dominio central transmembranal y el dominio carboxilo terminal

hidrofílico codificados por el gen Rv2874.

Con el fin de obtener la proteína codificada por e! gen Rv2874 de M.

tuberculosis para analizar su posible capacidad de tioredoxina, y para generar un suero

policional, se llevaron a cabo las construcciones que se describen a continuación.

Construcción del plásmido pJD9641. El plásraido pJD964 conteniendo la

secuencia completa del gen Rv2874 fue digerido parcialmente con Spel y

completamente con HindilX, eliminándose los primeros 118 codones de la región amino

termina! (N-terminal). Los extremos cohesivos fueron tratados con la enzima Klenow

y una mezcla de deoxinucleósidos trifosfato (dNTP'S) para rellenarlos. Posteriormente,

el plásmido lineal fue ligado sobre sí mismo para generar una fusión en fase con los

primeros codones del gen hspóO presentes en la secuencia de múltiples sitios de

clonación del vector pMV261, obteniéndose el plásmido pJD9641 (figura 3a).

Construcción del plásmido pJD9651. El fragmento Salí de 3.5 kb

conteniendo e! gen Rv2874 completo fue obtenido del pJD961 y fue subclonado en el

sitio Salí del vector de expresión pQE-32 (Qiagen), con el gen Rv2874 hacia abajo y en

la misma dirección de la secuencia que codifica un tallo de seis histidinas del vector. El

plásmido resultante fue designado pJD965 (figura 3b). Posteriormente, el pJD965 fue

digerido con BamHl y Spel y luego los extremos cohesivos generados fueron rellenados

con Klenow y dNTP'S para religar el plásmido resultante pJD9651 (figura 3b). Este

plásmido contiene al gen Rv2874 truncado y en fase con el frente de lectura que

codifica el tallo de seis histidinas N-terminal.
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Las cepas de E. coli DH5aIQ y HB101 fueron transformadas con los

piásmidos pJD9651 y pJD9641 respectivamente. Con la última construcción también

fue transformada M. smegmatis mc2I55. Las bacterias transformadas coa cada una de

estas construcciones fueron cultivadas y en el caso del plásmido pJD9651, la expresión

del gen híbrido fue inducida con 1 mM de Isopropil-P-D-tiogalactopiranosido (IPTG)

cuando el cultivo alcanzó una D.O.eoonm de 0.5, continuándose el cultivo por 2 y 4 horas.

Expresión del dominio hidrofílico carboxilo terminal de la proteína codificada por

el gen Rv2874 de M. tuberculosis.

Debido a que no fue posible expresar la proteína completa codificada por el

gen Rv2874 de M. tuberculosis y tampoco la proteína truncada conteniendo los

dominios central, transmembranal y carboxilo terminal (C-terminal), se realizaron dos

construcciones para intentar expresar el dominio C-terminal.

Construcción del plásmido pJD974. Esta construcción se generó utilizando el

fragmento Pvull-Hindlll de 1.76 kb del plásmido pJD966, conteniendo la secuencia que

codifica el dominio C-terminal hidrofílico del Rv2874 (codones 384-695). Este

fragmento fue subclonado en los sitios Smal-Hindlll del vector de expresión pQE-32,

para producir una fusión en fase con la secuencia que codifica un tallo de seis histidinas

N-terminal en el vector y generar el pJD974 (figura 4a). Esta construcción expresó el

dominio soluble de la proteína con el motivo isomerasa disulfuro/tioredoxina (CINC) y

denominada His-Rv2874Ctl.

Construcción del plásmido pJD953. Una segunda construcción se generó

al subclonar el fragmento Stul de 2.2 kb de la clona cósmido recombinante GITB-4

32



S
 c

2V
I

4
)

Cwr-XtN

-aC
3

3Occoo

T
3

 .Oo

.Si o

a 
c

w
 

o

9-8

o
 «

en 
ta

-S
e

§
1

I o "g

33



de M. tuberculosis, en la orientación correcta y en fase con un frente de lectura

codificando un tallo de seis histidinas N-terminai en el vector de expresión pQE-31

(Qiagen). A continuación se describe como se realizó esta construcción. EÍ plásmido

recombinante pJD951 conteniendo el fragmento Stul de 2.2 kb, fue iinearizado con

EcoRl y los extremos cohesivos generados fueron rellenados con la enzima Klenow

y dNTP'S. Posteriormente, este DNA se digirió con la enzima HindlU para liberar el

fragmento de 2.2 kb de M. tuberculosis, el cual se subclonó en los sitios Smal-

Hindlll del pQE-31, generando el plásmido pJD953 (figura 4b). Esta construcción

expresó el dominio soluble (codones 453-695) pero sin el motivo isomerasa

disulfuro/tioredoxina (His-Rv2874C,2), de la proteína codificada por el Rv2874.

El mantenimiento del frente de lectura del gen Rv2874 en estas

construcciones pJD974 y pJD953, fue verificado por secuenciación nucleotídica.

Las formas recombinantes solubles del dominio C-terminal de la proteína codificada

por el Rv2874 fueron expresadas en cultivos de E. coli DH5aIQ transformada con el

pJD974 y el pJD953. Una sola colonia de cada E. coli transformada con cada uno

de los plásmidos fue cultivada a 30°C con agitación (200 rpm) en LB conteniendo

200 u.g mi"1 de ampicilina, hasta alcanzar una D.O.eoonm de 0.5 y entonces lmM de

(IPTG) fue adicionado al cultivo para inducir la expresión de la proíeína

recombinante por 5 horas a 30°C. La inducción de las proteínas fue analizada por

electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS.
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Purificación de las formas solubles recombinantes de la proteína codificada por el

gen Rv2874 de M. tuberculosis.

Los cultivos de E. coli DH5aIQ transformada con cada uno de los plásmidos

pJD974 y pJD953, los cuales expresan las proteínas recombinantes His-RV2874Ctl de

36/40 kDa y His-Rv2874C[2 de 30/34 kDa respectivamente, fueron crecidos como se

describió anteriormente y procesados como se indica abajo.

La purificación de las proteínas recombinantes se llevo a cabo por

cromatografía de afinidad a níquel usando condiciones desnaturalizantes como lo

recomienda el proveedor (Qiagen). Los cultivos de E. coli transformada con cada uno

de los plásmidos y crecidos a una D.O-óoonm de 0.5, fueron inducidos con lmM de IPTG

por 5 horas.

Las células fueron cosechadas por centrifugación a 5 K rpm por 20 minutos y

resuspendidas en amortiguador A (6 M Guanidina hidroclorada, 0.1 M NaE^PO,), 0.01

M Tris-HCl, pH 8) y agitadas en el vortex suavemente por 1 hora a temperatura

ambiente. Los lisados celulares de cada cultivo fueron centrifugados a 14 K rpm por 30

minutos a 4°C y los sobrenadantes obtenidos fueron mezclados con un volumen igual de

la resina al 50% de Níquel-ácido nitriloacético (Ni-NTA) previamente equilibrada con

amortiguador A (Qiagen), la mezcla fue agitada suavemente por 1 hora a temperatura

ambiente.

La mezcla de cada uno de los lisados con la resina fueron empaquetados en

columnas. Las columnas fueron lavadas con 10 volúmenes de amortiguador A y 5

volúmenes de amortiguador B (8 M Urea, 0.1 M NaH2PO4, 0.01 M Tris-HCl, pH 8) o

hasta que la absorbancia (A280nm) fue menor a 0.01. Después la columna fue lavada con
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el amortiguador C (8 M Urea, 0.1 M NaH2PO4, 0.01 M Tris-HCl, pH 6.3) hasta que la

A 280 nm fue menor a 0.01. Cada una de las proteínas recombinantes fue eiuida con 10 mi

de amortiguador D (8 M Urea, 0.1 M NaH2PO4, 0.01 Tris-HCl, pH 5.9), seguido por 10

mi de amortiguador E (8 M Urea, 0.1 M NaH2PO4, 0.01 Tris-HCl, pH 4.5). Las

fracciones de 1.5 mi de cada elución fueron colectadas y analizadas por electroforesis en

geles de poliacriíamida-SDS al 12 %. La tinción de Coomassie reveló además de la

proteína recombinante otras bandas proteicas teñidas con menor intensidad. Por esta

razón se decidió transferir cada una de las proteínas recombinantes a membranas de

nitrocelulosa y después obtener estas proteínas de la nitrocelulosa. Para llevar a cabo lo

anterior, las proteínas fueron separadas en geles preparativos de poliacrilamida-SDS al

12% y, luego transferidas a membranas de nitrocelulosa siguiendo los métodos

estándares. Las membranas fueron teñidas con el colorante temporal ponceau y las

bandas de 36/40 kDa y de 30/34 kDade las proteínas recombinantes His-Rv2874Ctl y

His-Rv2874Ci2, respectivamente, fueron recortadas. Las tiras de nitrocelulosa con las

bandas de las proteínas recombinantes fueron desteñidas y después pulverizadas antes

de llevar a cabo la inmunización de los ratones.

Obtención de sueros policlonales de ratón dirigidos contra las proteínas

recombinantes purificadas.

Un lote de trece ratones Balb/c fue inoculado con la proteína recombinante de

30/34 kDa (His-Rv2874Cl2) purificada como se mencionó. A cada ratón se le

administraron subcutáneamente 5u.g de la proteína de 30/34 kDa mezclada con 200 (¿g

de saponina recién preparada en Ix PBS (13.7 mM NaCl, 0.27 mM KCI, 0.43 mM
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Na2HPO4.7H2O y 0.14 mM KH2PO4 pH 7.4). La administración del aniígeno fue

efectuada 4 veces con intervalos de 15 días entre cada uno. Para la obtención de sueros

controles negativos, a dos ratones se les administró subcutáneamente lx PBS

conteniendo 200 u,g de saponina por 4 veces, siguiendo el mismo calendario de

administración que ef de los ratones inmunizados con el antígeno. Después de 15 días

de la última administración del antígeno, los ratones fueron anestesiados y desangrados

con un capilar por el ojo y finalmente sacrificados. El suero de cada uno de los ratones

inmunizados con el antígeno, reconoció por inmunoblot a la proteína His-Rv2874Ct2

de 30/34 kDa y a la proteína His-Rv2874Ql de 36/40 kDa, mientras que el suero de los

ratones controles fue negativo.

Siguiendo este mismo protocolo se obtuvo un suero dirigido contra la proteína

His-Rv2874Ctl de 36/40 kDa, el cual reconoció a ambas proteínas recombinantes.

Por otro lado, los sueros policlonales dirigidos contra las proteínas

recombinantes His-Rv2874Ctl de 36/40 kDa y His-Rv2874C,2 de 30/34 kDa, fueron

usados para detectar por inmunoblot, la proteína nativa codificada por el gen Rv2874 de

M. tuberculosis, en el sonicado total y proteínas del filtrado de cultivo de M.

tuberculosis crecida en medio Sauton (0.05 g L"! citrato de fierro y amonio, 0.5 g L"1

MgSO4, 0.5 g NaH2?O4, 2.0 g ácido cítrico, 4.0 g L'1, asparagina y 60 g L"! glicerol,

pH7.2).
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Preparación de la fracción de membranas celulares de M. tuberculosis, M. bovis

BCG y M. smegmatis.

M. tuberculosis H37Rv fue crecida por tres meses en medio Santón. El cultivo

micobacteriano crecido en la superficie fue tratado con una solución al 2% de azida de

sodio, deslizando esta solución por las paredes del matraz, mezclando e incubando a

37°C por 24 a 48 horas sin agitación. Posteriormente, la masa celular fue recuperada

decantando el sobrenadante. La pastilla micobacteriana fue lavada dos veces con

amortiguador de sonicación (10 mM Na2HPC>4 pH 7.2) y 5 g (peso húmedo) de la

pastilla celular fue resuspendida en 20 mi de amortiguador de sonicación. La suspensión

celular se dividió en alícuotas de 500 jal en tubos eppendorf de 1.5 mi y fue sonicada,

manteniendo los tubos siempre en hielo, con pulsos de 20 segundos y con intervalos de

2 minutos hasta obtener clareamiento en la suspensión celular.

Los Usados celulares fueron centrifugados a 12 K rpm por 10 minutos a 4°C

para remover las paredes celulares insolubles y células no rotas. El sobrenadante

resultante conteniendo las proteínas del citoplasma y de las membranas fue centrifugado

a 40 K rpm por 1 hora a 4°C. El botón obtenido en esta centrifugación fue utilizado

como la fracción concentrada de proteínas de membrana para la realización de los

inmunoblots, el cual fue lavado dos veces con Ix PBS.

M. bovis BCG fue crecida en medio Sauton suplementado con ácido pirúvico.

El cultivo micobacteriano fue procesado para obtener la fracción con las membranas

celulares como fue descrito para M. tuberculosis H37Rv.

38



M. smegmatis me2 155 fue cultivada por cuatro días en medio 7H9 y

suplementado como fue descrito anteriormente. Este cultivo fue procesado como los de

M. tuberculosis y M. bovis BCG para obtener la fracción de membranas celulares.

Fraccionamiento celular de M. tuberculosis y M. bovis BCG y de M. smegmatis

transformada con el gen Rv2874

El cultivo de M. smegmatis mc2155 transformada con el plásmido p.íD964,

crecido por 4 días en el medio 7H9 suplementado como fue descrito anteriormente y

con 50 jig mi"1 de kanamicina, fue cosechado por centrifugación y las pastilla celular

fue resuspendida en 10 mM Na2HPO4 pH 7.2. La suspensión celular de este cultivos fue

alicuotada y sonicada con pulsos de 20 segundos manteniendo las muestra en hielo,

hasta observarse la suspensión ceiular clara.

El fraccionamiento de las proteínas celulares fue realizado como lo describen

Pages y Lazdunski (1982) y modificado ligeramente. Brevemente, el sonicado

resultante fue centrifugado por 10 minutos a 12 K rpm para bajar las células no rotas y

paredes celulares insolubles. El sobrenadante clareado fue centrifugado a 14 K rpm por

30 minutos a 4°C. El sobrenadante obtenido en esta centrifugación constituyó la

fracción correspondiente a proteínas solubles principalmente y el botón a proteínas

insolubíes y de membrana. Este botón fue tratado con 2% Tritón X-100 por 30 minutos

a 37°C y posteriormente fue centrifugado a 14 K rpm por 30 minutos a 4°C. En e!

sobrenadante resultante fueron obtenidas tas proteínas solubles en Tritón X-100,

mientras que en los botones las proteínas insolubles en este detergente. El botón

proteico fue lavado con 10 mM Na2HPO<i pH 7.2 y luego fue centrifugado a 14 K rpm
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por 30 minutos a 4°C. Finalmente el botón fue resuspendido en Ix PBS. Las fracción

conteniendo las proteínas solubles en Tritón-X 100 y la fracción insoluble en Tritón-X

i 00 fueron consideradas como las fracciones conteniendo las proteínas de membrana.

Las proteínas de los fraccionamientos celulares obtenidos fueron almacenados

a -70°C hasta ser analizadas por electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS y

transferidas a membranas de nitrocelulosa para ensayos de inmunoblot.

Las fracciones celulares de M. bovis BCG y M. tuberculosis H37Rv muertas

con 2% azida de sodio, también fueron preparados por la técnica descrita anteriormente.

Electroforesis en geles de poliacrilamida y ensayos de inmunoblot.

Cinco u.g de fas proteínas recombinantes o 10 ug de proteínas de fracciones

subcelulares o proteínas de filtrado del cultivo o sonicado total de M. tuberculosis,

fueron corridas en geles preparativos de poliacrilamida-SDS al 12%. Unos geles fueron

teñidos con Coomassie blue R-250 y otros fueron transferidos a membranas de

Immobilon-P (Millipore).

Las membranas fueron incubadas por I hora con albúmina al 3% en lx PBS y

0.3% Tween-20, luego fueron incubadas por 1 hora con una dilución 1:250 del suero

híperinmune de ratón surgido contra la proteína recombinante de 30/34 o de 36/40 kDa

en lx PBS y 0.3% Tween-20. Después de dos lavados de 15 minutos con Ix PBS

conteniendo 0.3% Tween-20, las membranas fueron incubadas por 30 minutos a

temperatura ambiente con un anticuerpo anti-IgG de ratón conjugado con peroxidasa y

diluido 1:2000 (Sigma). Después de lavar las membranas como se mencionó

anteriormente, la actividad de la peroxidasa fue revelada con una solución conteniendo
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60 mg 4-Cloro-l-naftol disuelto en 10 mi de metano! (preparado antes de usar) y

mezclado con 90 mi de 10 mM Tris-HCl pH 7.4 conteniendo 150 mM NaCl, añadiendo

al final a esta solución 100 u.1 de H2O2 al 30%.

Determinación de la inmunogcnicidad de la proteina recombianate His-Rv2874-

Ctl de 3640 kDa por inmunoblot con sueros de pacientes tuberculosos y de

personas sanas como control.

Con la finalidad de determinar sí los sueros de 9 pacientes con tuberculosis

pulmonar reconocían la proteína recombinante His-Rv2874-Cií de 3640 kDa, la

proteína obtenida por cromatografía de afinidad a níquel, fue sometida a electroforesis

en geles preparativos de poliacrüamida-SDS al 12% y luego transferida a membranas

de nitroceluiosa. Estas membranas fueron cortadas en tiras para incubarlas con los

sueros controles y los sueros de los pacientes con tuberculosis.

Las tiras de nitroceluiosa con la proteína recombinante fueron incubadas con

5% leche en polvo descremada disuelta en lx PBS pH 7.4 y 2% azida de sodio, por 30

minutos para bloquear Jas uniones no específicas. Luego las tiras fueron incubadas con

el primer suero (de pacientes tuberculosis o de personas sanas) diluidos 1/50 en lx PBS

por 60 minutos.

Los lavados fueron efectuados con lx PBS por 5 minutos y con lx PBS

conteniendo 0.05% Nonidet P-40 (NP-40) por 15 minutos dos veces y un lavado final

con lx PBS por 5 minutos. Posteriormente, las tiras fueron incubadas con el anticuerpo

anti-IgG humana conjugado con fosfatasa alcalina y diluido 1/2000, por 60 minutos. Las

tiras fueron lavadas siguiendo el procedimiento anterior y fueron reveladas con el
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sustrato de la fosfatasa alcalina. Como control positivo fueron incubadas una tiras con el

suero anti la proteína His-Rv2874-CJ de 3640 kDa.

Los sueros de los pacientes con tuberculosis y de las personas sanas fueron

también empleados en inmunoblots con proteínas del sonicado de M. tuberculosis para

monitorear la reactividad de los mismos.

Purificación de las proteínas rccombinanícs His-Rv2874-Ct2 de 30/34 kDa y His-

Rv2874C(l de 36/40 kDa por cromatografía de inmunoafinidad con el suero

policlonal de ratón dirigido contra estas proteínas.

Los sueros policlonales de ratón dirigidos contra las proteínas recombinantes

His-Rv2874-C,2 de 30/34 kDa y His-Rv2874C,l de 36/40 kDa de M. tuberculosis

fueron adsorbidos antes de usarse, con un extracto proteico de E. coli tratado

previamente con acetona, por media hora a 4°C y luego fueron centrifugados a 12 K

rpm por 10 minutos, recuperando el sobrenadante con los anticuerpos.

Estos sueros preadsorbidos fueron acoplados químicamente a sefarosa activada

para preparar las columnas de inmunoafínidad. Brevemente, lg de sefarosa activada

con CNBr (Pharmacia) por cada suero, fue hidratada, lavada y resuspendida en 1 raM

de HC1. Por otra parte, 10 mg de cada suero previamente preabsorbidos con extractos

proteicos de E. coli, fueron disueltos en 5 mi de 0.1 M NaHCC>3 pH 8.3 y 0.5 M NaCl.

Después, las soluciones con cada uno de los sueros fueron mezcladas con la sefarosa

activada y agitadas suavemente por 2 horas a 4°C, para permitir la unión covalente de

los anticuerpos a la sefarosa activada con CNBr. El amortiguador de NaHCOí fue

sustituido por 0.1 M Tris-HCI pH 8 para saturar los grupos reactivos remanentes sobre
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la sefarosa y luego se permitió el asentamiento de ésta. Posteriormente fueron

efectuados tres ciclos de lavados con 0.1 M de acetato de sodio pH 4 y 0.5 M NaCl y

con 0.1 M Tris-HCl pH 4 y 0.5 M NaCl. La sefarosa con los anticuerpos acoplados anti

His-Rv2874-C,2 30/34 kDa y la acoplada con los anticuerpos anti His-Rv2874-C,l

36/40 kDa fueron empaquetadas en columnas diferentes y después lavadas con 10 mM

Tris-HCl pH 7.5.

Los cultivos de E. coli DH5aIQ transformada con cada uno de los plásmidos

pJD953 y pJD9714, fueron crecidos en un litro de LB con 200 u.g mi"1 de ampicilina a

30°C con agitación moderada. Cuando los cultivos alcanzaron una D.O.eoonm de 0.5U

fueron inducidos con 1 mM de IPTG y crecidos por 5 horas. Cada cultivo fue cosechado

por centrifugación a 5 K rpm por 20 minutos y las pastillas celulares fueron

resuspendidas en 20 mi de 10 mM Na2HPO4 pH 7.2. Las suspensiones celulares fueron

sonicadas con pulsos de 20 segundos e intervalos de 30 segundos hasta que se observó

el clareamiento de las suspensiones, manteniéndolas en hielo durante todo el proceso

de sonicación. El sonicado de cada cultivo fue centrifugado a 12 K rpm por 30 minutos

a 4°C y el sobrenadante resultante íue recuperado.

La columna de inmunoañnidad anti His-Rv2874-Ctl 36/40 kDa fue utilizada

para pasar el sobrenadante conteniendo la proteína His-Rv2874-C,l de 36/40 kDa y la

columna anti His-Rv2874-C,2 30/34 kDa se empleó para pasar el sobrenadante con la

proteína His-Rv2874-Ct2 de 30/34 kDa. El sobrenadante eluido de su columna

respectiva, fue pasado dos veces más por la misma columna. Después cada una de las

columnas fue lavada con 20 volúmenes de 10 mM Tris-HCi pH 7.5 hasta que la
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fue menor de 0.01. Cada una de las proteínas fue eluida con 10 volúmenes de 100 mM

Glicina pH 2.5.

Las fracciones eíuidas de 450 \xl fueron colectadas en tubos eppendorf de 1.5 mi

conteniendo 50 JJ.1 de 1 M Tris-HCl pH 8. Después, las columnas fueron lavadas con 10

mM Tris-HCl pH 8.8 hasta que el eluido alcanzó un pH de 8. Una segunda elución de

proteína recombinante fue llevada a cabo con 10 volúmenes de 3 00 mM

Trietanolamina pH 11.5. Las fracciones eluidas de 450 u.1 fueron colectadas como se

describió para la primera elución.

Las columnas fueron lavadas con 20 volúmenes de 10 mM Tris-HCl pH 7.5 y

fueron reusadas varias veces para purificar la misma proteína siguiendo el protocolo

descrito aquí. Las columnas fueron almacenadas con 10 mM de Tris-HCl pH 7.5

conteniendo 0.01% de azida de sodio a 4°C. Las fracciones eluidas de una y otra

proteína recombinantes fueron analizadas leyendo la A2gonm y por electroforesis en

geles de poliacrilamida al 12 %.

Las fracciones eluidas conteniendo la proteína His-Rv2874-C(l de 36/40 kDa o

la His-Rv2874-Q2 de 30/34 kDa fueron dializadas contra 10 mM Na2HPO4 pH 7.4 y

concentradas por vacio. La concentración de las proteínas fue determinada por el

micrométodo de Bio-Rad usando albúmina de suero bovino como estándar.

Ensayo de la reducción de los puentes disulfuro de la insulina.

La capacidad potencial de la proteína recombinante His-Rv2874-Cil de 36/40

kDa (conteniendo ef motivo de tioredoxina) de M. tuberculosis, de catalizar ¡a

reducción de los puentes disulfuro de la insulina por ditiotreitol (DTT),.fue analizada
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de acuerdo con el método de Holmgrem (1979) ligeramente modificado. Brevemente,

el ensayo se hizo con 1 |j.M de cada proleína recombinante His-Rv2874-Ct2 de 30/34

kDa y His-Rv2874-C,i de 36/40 kDa, purificadas por inmunoafinidad (del eluido con

pH ácido). Uno u.M tioredoxina de E. coli (Sigma) fue usada como control positivo, y

la proteína recombinante de 30/34 kDa como control negativo. Otro control negativo

fue la incubación de la insulina únicamente con el DTT y eí amortiguador de reacción.

El ensayo fue realizado en paralelo con cada una de las proteínas. Se comenzó

preincubando cada una de las proteínas en el amortiguador de reacción conteniendo 0.1

M K2HPO4 pH 6.5, 0.2 mM EDTA y lmM DDT, por 45 minutos a 25°C. La reacción

fue iniciada adicionando la insulina a una concentración final de 0.13 mM. La reacción

fue monitoreada como el incremento de la Aósonm originada por la precipitación de la

insulina al reducirse las cadenas A y B de la misma.

Aislamiento de RNA total de M. tuberculosis.

M. tuberculosis H37Rv fue crecida en medio Sauton por tres meses a 37°C sin

agitación. Las células micobacterianas fueron tratadas con 2% azida de sodio por 24

horas a 37°C sin agitación. La masa celular fue recuperada decantando el sobrenadante.

Una alícuota de 200 (j.1 de masa bacteriana fue resuspendida con la solución de Trizol

(Gibco-BRL) a 65°C y el RNA totai fue obtenido usando la técnica de Trizol (Gibco-

BRL).

Eí RNA fue tratado con DNasal libre de RNasa a 100 jag mi"1 (Roche) por 1 hora

a 37°C, extraído dos veces con cloroformo, precipitado con acetato de amonio y etanol

absoluto y lavado con etanol al 70%. Finalmente la pastilla del RNA fue obtenida
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después de centrifugar a 12 K rpm por 15 minutos a 4°C. La pastilla del RNA fue

secada a temperatura ambiente y posteriormente resuspendida en 0.02% H2O-DEPC y

almacenada a -70°C hasta su uso. La concentración de RNA fue determinada

espectro fo tomé tricamente.

El RNA total de M. smegtnatts me 155 crecida a la mitad de la fase

exponencial y transformada con cada uno de los piásmidos pJD20A, pJD21F, pJD21H

(descritos más adelante), fue obtenido con el estuche de RNeasy (Qiagen) siguiendo las

instrucciones del proveedor.

Reacciones de RT-PCR

Análisis de la expresión del gen Rv2874 de M. tuberculosis por medio de RT-

PCR (de las siglas en inglés "Reverse Transcription-Polymerase Chain Reacción"). Las

reacciones de RT fueron llevadas a cabo en un volumen de 20 u.1 del amortiguador

conteniendo 10 mM Tris-HCl pH 8.3, 50 mM KCI, 5mM MgCI2, 1 mM dNTP'S, 20 U

de inhibidor de RNasa (Perkin-Eímer), 0.2 \xg de RNA, 2.5 u,M de oligonucleótidos

hexámeros iniciadores con secuencias al azar (Perkin-Elmer) y 50 U de la transcriptasa

reversa del virus de la leucemia murina (Perkin-Elmer). En los controles negativos la

transcriptasa reversa fue omitida. Las reacciones de RT fueron incubadas a 42°C por I

hora e inactivadas por calor a 95°C por 5 minutos.

El producto obtenido por RT fue usado como molde en la reacción de PCR, con

un amortiguador conteniendo 10 mM de Tris-HCl pH 8.3, 0.1% Tritón X-100, 50 mM

KCI, 1.5 mM MgCl2, 200 (iM dNTP'S, 0.3 JÍM de cada uno de los oligonucleótidos

iniciadores descritos adelante y 2.5 U de la Amplítaq DNA polimerasa (Perkin-Elmer),

46



en un volumen de 50 p.1. El DNA complementario (DNAc) fue amplificado en un

sistema Gene Amp PCR 9600 (Perkin-Elmer) usando el siguiente programa: un ciclo a

95°C por 5 minutos y al finalizar este ciclo los tubos de la reacción fueron colocados en

hielo y la enzima Amplitaq fue adicionada, después fueron colocados otra vez en la

máquina y se llevaron a cabo 35 ciclos de 95°C por 15 segundos, 62°C por 30 segundos

y 72°C por 30 segundos, y un ciclo de elongación de 7 minutos a 72°C. Solo cuando el

oligonucieótido MT10 iniciador fue usado, la temperatura de alineamiento de éste con

el DNAc molde fue de 52°C.

Las reacciones de RT-PCR fueron llevadas a cabo con los siguientes

oligonucleótidos:

MTA, localizado a 240 pb arriba del codón de inicio del gen Rv2871 (5'-CGT

CGG ATC AGC ACT AGG GGA TGT CGC-3').

MTB, localizado a 338pb hacia abajo del codón de inicio del gen Rv2872 (5'-

GCG CTA GAG TAC TAC GCA ACC TGG-3').

MTC antisentido, localizado inmediatamente arriba del codón de inicio del gen

mpí83 (5r-TCA TCG CTT CGG ATC CTT TGC TTC TGC G-3').

MT18, localizado hacia abajo del codón de inicio del gen Rv2871 (5'-CGC CAC

CAC CTC GTT GTC A-3').

MT16 antisentido, localizado a 377 pb hacia abajo del codón de inicio del gen

mpi83 (5'-GTC GAA TGC GGC GTT GGT G-3').
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MT11, localizado a 5 pb hacia abajo del codón de inicio del gen mpi83 (5'-CGT

TCA GGC CAÁ ACC GGC CGC-3').

MTD antisentido, extendiéndose desde la base -16 hasta +8 con respecto al +1

del inicio de la traducción del gen Rv2874 (5'-TCA ACC ATC GGC GCC GTG CGG

GCT-3').

MT9, localizado a 45 pb hacia abajo del codón de inicio del gen Rv2874 (5'-

GAT GCG GGA TTG CAC CCG CGA CC-3').

MT7 antisentido, localizado desde la posición -3 a +22 con respecto al inicio de

la traducción del gen Rv2874 (5'-AGC TCG TCT CAG CTG AAC CAT CGG-3').

MT10 antisentido, localizado a 257 pb del codón de inicio del Rv2874 (5'-GTT

GAC AGA GTC GGT TC-3').

MT3 antisentido, localizado a 1097 pb hacia abajo del codón de inicio del

Rv2874 (5'-CCG-CCA-AGC TGC AGT TGT TCC CG-3').

MT6 antisentido, localizado a 400 pb hacia abajo del codón de inicio del

Rv2874 (5'-GAA GAT TAC TGG CAG GAC CGG C-3').

MT5, localizado a 1914 pb hacia abajo del codón de inicio ATG del gen Rv2874

(5'-GTT GTC GGT GGC ACC GGC ACC-3').

MT1 antisentido, localizado a 2027 pb hacia abajo del codón de inicio del gen

Rv2894 (5'-GCT GGG TCG ACÁ CCT CAÁ GTG TTT CGG-3').

Los oligonucleótidos 16S1 (5'-GTG CCA GCA CCC GGG GTA ATA CG-3') y

I6S2 (5'-CGA GTT GAC CCC GGG AGT CTC TC-3'), fueron usados como control

interno de la expresión del gen de! RNA ribosomal 16S de la micobacteria.

48



Los productos de PCR fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa

al 2%.

Construcción de fusiones traduccionales del gen Rv2874 de M. tuberculosis con el

gen estructural lacZ de E. coli.

Con la finalidad de analizar si la región 5' arriba del gen Rv2874 de M

tuberculosis contenía las señales de transcripción y traducción de este gen, se

construyeron cinco fusiones traduccionales que se describen a continuación.

Construcción del plásmido pJD9712. Para realizar esta primera fusión, el

fragmento de 1.7 kb con un extremo digerido con Salí y luego tratado con

Klenow+dNTP'S y el otro extremo digerido con Pvull (&/I/K¡enow+dNTP'S-/>vKlI),

conteniendo 106 codones de la secuencia que codifica la región C-terminal del gen

mpí83, 280 pb de la región 5'arriba del codón de inicio del gen Rv2874, y 383 codones

de este gen, fue obtenido del pJD964 y luego fue fusionado en fase con la secuencia del

gen estructural lacZ, al subclonar este fragmento en el sitio Smal del vector pMC1871

(figura 5a). El frente de lectura de la fusión fue verificado por secuenciación

nucleótidica. Posteriormente, la clona obtenida pJD-MC12 fue digerida con Salí para

liberar el fragmento Salí de 4.8 kb conteniendo la fusión, el cual fue subclonado en e¡

sitio Salí del pMV261 generando el pJD9712 (figura 5a).

Construcción del plásmido pJD9771. El fragmento £coRV-PvwII de 1.3 kb

conteniendo 195 pb de la región 5' arriba del codón de inicio del gen Rv2874 y la

misma secuencia del gen estructural Rv2874 descrita en el fragmento anterior, fue

obtenido del pJD964 para ser subclonado en el sitio Smal del pMC1871 y en fase con
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Figura 5a. Esquema de la construcción del plásmido pJD9712. El mantenimiento del frente de lectura del gen
Rv2874 en el plásmido pJD-MC12 fue verificado por secuenciación nucleotídica. Las enzimas de restricción
donde se llevaron a cabo las subclonaciones están indicadas con un cuadro negro. Secuencia genética que
codifica la región amino-terminal (Nt) o la región carboxilo-terminal (Ct) de la protema expresada.
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ei gen lacZ (figura 5b). El mantenimiento de la fase del frente de lectura entre el gen

Rv2874 y el gen lacZ fue verificado por secuenciación nuclcotídica. El plásmido

recombinante obtenido pJD-MC71 fue digerido con Salí para liberar el fragmento

San de 4.4 kb conteniendo ia fusión. Este fragmento fue subclonado en el sitio San del

pMV261 para generar e! pJD9771 (figura 5b).

Construcción del plásmido pJD9713. Esta tercera fusión fue construida con un

fragmento de 288 pb conteniendo 279 pb de la región 5' arriba del gen Rv2874 y los

tres primeros codones de este gen, el cual fue amplificado por PCR con los

oligonucleótidos iniciadores: MT8 localizado a 269 pb arriba del codón de inicio del

gen Rv2874 (5'-CAG TAA CGT CCC GGG CGG TCA AGG-3') y MT7 (antisentido),

localizado desde la posición -3 a +22 con respecto al inicio de traducción del gen

Rv2874 (5'-AGC TCG TCT CAG CTG AAC CAT CGG-3'); usando como templado al

pJD201. Con estos oligonucleótidos MT8 y MT7 se introdujeron los sitios Smal y Pvull

respectivamente, en el producto de PCR amplificado. La amplificación del DNA con

estos oligonucleótidos se realizó utilizando la DNA polimerasa Pwo (Roche) de alta

fidelidad. El producto de PCR fue digerido con Smal y Pvull y después fue clonado en

el sitio Smal del plásmido pMC1871 (figura 5c). La clona obtenida pJD-MC13 con la

orientación correcta fue analizada por secuenciación para verificar la fusión en fase

con el gen lacZ estructura! y que no hubiese cambios en la secuencia de DNA

amplificada por PCR. Posteriormente, el pJD-MC13 fue digerido con Psll liberando un

fragmento de 3.4 kb conteniendo dicha fusión, éste fue subclonado en el sitio Psll del

pMV261 para generar el plásmido recombinante pJD9713 (figura 5c).
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Figura 5b. Esquema de la construcción del plásmido pJD9771. El mantenimiento del frente de
lectura del gen Rv2874 en el plásmido pJD-MC71 fue verificado por secuenciación nucleotídica.
Las enzimas de restricción donde se llevaron a cabo las subclonaciones están indicadas con un
cuadro negro.
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Figura 5c. Esquema de la construcción del plásmido pJD97Í3. El mantenimiento del frente de
lectura del gen Rv2874 en el plásmido pJD-MC13 fue verificado por secuenciación nucleotídica.
El tercer aminoácido del Rv2874 cambió de E (ácido gíutámico) a Q (glutamina). Las enzimas de
restricción donde se llevaron a cabo las subclonaciones están indicadas con un cuadro negro.
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Construcción del plásmido pJD9714. El pJD9713 fue digerido primero con

Hindlll, luego el plásmido linearizado fue tratado con Klenow y dNTP'S para rellenar

las terminales cohesivas y después digiriendo con Sphl, para eliminar un fragmento de

140 pb y en su lugar se subclonó el fragmento de 0.46 kb &í/I/Klenow+dNTP'S-S/?/iI

proveniente del pJD201, para generar el pJD9714 (figura 5d).

Construcción del plásmido pJD9715. El fragmento Sa/nM/Klenow+dNTP'S-

Sph\ de 1.95 kb del pJD201, fue subcíonado a! pJD9713 digerido y tratado como se

describió en la construcción anterior (figura 5e).

De las clonas obtenidas descritas anteriormente, se seleccionaron las que

presentaron la fusión en sentido contrario a los promotores del hspóO y del gen aph

contenidos en el vector pMV261.

Otras dos construcciones fueron generadas para usarlas como controles de

expresión.

Construcción del pJD9710 y del pJD9711. El gen lacZ estructural contenido

en un fragmento Psft de 3.1 kb liberado del vector pMC1871, fue subcíonado sin

promotor en el sitio Psí\ del vector pMV261 en dirección contraria al promotor de

hspóO para obtener el plásmido pJD9710, y en la misma dirección y en fase con los

primeros codones del gen hspóO generando el plásmido pJD9711 (figura 5f). La fusión

fue verificada por secuenciación nucleotídica.

Con estas construcciones conteniendo las fusiones traduccionales fueron

electroporadas E. coli MC4100 (lacZ) y M. smegmatis mc2155 que no expresa

actividad de P-galactosidasa (P-gal) endógena. La actividad de la p-gaí a partir de estas

construcciones en E. coli MC4100 (lacZ) fue monitoréada sembrando las bacterias
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Figura 5f. Esquema de la construcción del plásmidos pJD9711. El mantenimiento
del frente de lectura de IacZ en esta construcción, fue verificado por secuenciación
nucleotídica. Las enzimas de restricción donde se llevaron a cabo las
subclonaciones están indicadas con un cuadro negro.
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transformadas en medio LB agar con 50 \xg mi"1 de kanamicina y 40 u.g m!"1 de X-gal.

La actividad de (i-gal en M. smegmatis me 155 transformada con cada una de estas

construcciones también fue monitoreada creciendo las micobacterias sobre placas del

medio 71-111 agar suplementado con 50 u.g mi"1 de kanamicina y 40 fig mi"1 de X-gal.

Por otra parte, la actividad de la P-gal en M. smegmatis transformada con cada

uno de los plásmidos pJD9712, pJD9771 y pJD9713, pJD9714 y pJD9715, fue

cuantifícada como lo describe Miller eí ai, 1972.

Construcción de fusiones transcripcionales entre el posible operón mpí83-R\2874-

mpí70 de M. tuberculosis y el gen ¡acZ estructural de E. coli.

Los diferentes fragmentos de DNA del probable operón mpt83-Rv2%14-mpt7Q

de M. tuberculosis, fueron obtenidos del pJD201 y fueron fusionados

transcripcionalmente con el gen lacZ sin promotor de E. coli en el vector pJEM15 (Tim

et ai, 1994), como se describe a continuación.

Construcción del pJD20A. Los fragmentos EcoAllW-Smal de 1.16 kb y Smal-

Smal de 0.88 kb fueron eliminados del pJD201 y el plásmido linearizado fue ligado

sobre sí mismo para producir el pJD2011 (figura 6a). Un fragmento BamHl-fCpnl de

2.36 kb fue liberado del pJD2011 y después fue subclonado en el pJEM15 digerido con

las mismas enzimas para obtener el pJD20A.

Construcción del p J02OB. El fragmento BamHl-Sphl de 1.95 kb fue eliminado

del pJD20A para obtener el pJD20B (figura 6a).

Construcción del pJD20C. Los fragmentos EcoKV-Smal de 1.6 kb y Smal-

Smáí de 0.88 kb fueron eliminados del pJD201,y el plásmido resultante fue ligado
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Figura 6a. Esquema de la construcción de los plásmidos pJD2011, pJD20A y pJD20B. Las enzima:
de restricción donde se llevaron a cabo las subclonaciones están indicadas con un cuadro negro.



sobre sí mismo para producir el pJD20!2 (figura 6b). Después un fragmento Bamlil-

Kpnl de 1.9 kb fue liberado del pJD2012 y subclonado en el pJEMI5 digerido con las

mismas enzimas, para obtener el pJD20C (figura 6b).

Construcción de los plásmidos pJD20D y pJD20E. El fragmento Stu\-Kpn\ de

0.94 fue liberado del pJD201 y fue subclonado en el pJEM15 digerido con Seal y Kpnl,

para obtener el plásmido pJD20D (figura 6c). La construcción del pJD20E se hizo al

subclonar el fragmento BamHl-Kpnl de 4.3 kb del pJD201, en el pJEM15 digerido con

las mismas enzimas, para generar eí plásmido pJD20E (figura 6c).

Construcción del pJD20F. El pJD201 fue digerido con Salí y los extremos

cohesivos generados fueron rellenados con la enzima Klenow y una mezcla de dNTP'S.

Este plásmido linearizado fue depués digerido con Kpnl para liberar un fragmento

5a/I/Klenow+ dNTP'S-Ap«I de 2.9 kb, el cual fue subclonado en e! pJEM15 digerido

con Seal y Kpnl, para obtener el pJD20F (figura 6d).

Construcción de los plásmidos pJD20I, pJD20G y pJD20H. Digestiones

parciales del pJD20C con Sacll fueron realizadas para eliminar fragmentos de ] kb,

0.94 kb y 1.41 kb, y después de ligar sobre sí mismos los plásmidos resultantes con

estas eliminaciones, fueron generados los plásmidos pJD20G, pJD20í, pJD20H (figura

7a).

Construcción del plásmido pJD21D. El pJD201 fue digerido con EcoillU y

Cláí, y las terminales Clal cohesivas fueron rellenadas con Klenow y dNTP'S (figura

7b); para obtener el fragmento £co47III-C/aI/Klenow+dNTP'S de 1.99 kb y

posteriormente subclonarlo en sentido contrario a! gen Rv2874. Por otra parte, el

pJD201 fue digerido con Eco47lll y Stnal para perder los fragmentos contiguos
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Figura 6b. Esquema de la construcción de los plásmidos pJD2012, y pJD20C. Las enzimas de
restricción donde se llevaron a cabo las subclonaciones están indicadas con un cuadro negro.
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Figura 6d. Esquema de la construcción del plásmido pJD20F. Las enzimas de restricción donde se
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pJD20H. Estas construcciones contienen diferentes fragmentos Saclí
eliminados. La línea discontinúa indica la eliminación de dos fragmentos con
Sacll. Las enzimas de restricción donde se llevaron a cabo las subcionaciones
están indicadas con un cuadro negro.

64

FALLA DE ORIGEN



SaJ
™\

\__

Cha Cía)

Son \
Salí Satt

•" • ( [>• - » » ™ » ^

fíce

ll
RV flflBUTH

/ '
SPd

4.3 kb

Pxi>

Psi]

\

1 Noi\

,E5ffll c
1-

» - •+

C/al

1
f ?4

Cíal

So/!

•MU j > l - «

< M Eco

Til
v [2ÜHTT1

Spel

4.3 kb

Pa 11

S/ I
s»

Noi

al
Kpnl

P.JD201 P.ID201

I C/oI

lili mi nación de lo

Klenow •dNTP's
Cfal
+ Klenow

/Teo47Il[ Pv7,[| Woll ^ * dNTSPs

KptA

PJD-BK21
\

EcomiVCtal * Klcnow + dNTS's

s /i

l
/i Sr

ÍTmRV

/I

¡ a -

/ ' ' '
4.3 kb
en—

Sm 1 SÍI,1

\ |

n

/ • i

Noli

ISpd

(MOTO K-^!7I RVÜ72

Socll

fío47!I[/C/al + Klcnow + dNTS's

Sofl
Sa/1 Sa

1 1 I

EccRV

Sphl mfll S,r,[

\l

pJD21D

Figura 7b. Esquema de la construcción del plásmido pJD2ID. Las enzimas de restricción donde se
llevaron a cabo las subclonaciones están indicadas con un cuadro negro.
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EcoAllW-Smal de 1.16 kb y Sma\- Smal de 0.88 kb y en su lugar subclonar el

fragmento £co47I H-C/aí/Klenow+dNTP'S de 1.99 kb, en los sitios EcoAlWl-Smal del

pJD201 (figura 7b). El plásmido resultante pJD-BK21 fue digerido con BamH\-Kpn\

para liberar un fragmento de 4.3 kb, el cual fue subclonado en e! pJEM15 digerido con

BamU\-Kpnl para obtener el pJD21D (figura 7b).

Construcción del plásmido pJD21E. Esta construcción se obtuvo por digestión

del pJD20E con Spel-Noíl para eliminar un fragmento de 1.91 kb y después de llenar las

terminales cohesivas con Klenow y dNTP'S, el plásmido fue ligado sobre sí mismo

(figura 7c).

Construcción de los plásmidos pJD21F, pJD21G, pJD21H, pJD21I, pJD21J

y pJD21K. Los plásmidos pJD2012 y pJD20Il, fueron digeridos conSpel y después de

rellenar las terminales cohesivas con Klenow y [a-S]-dNTP'S para protegerlas de la

enzima exonucleasa III; éstos fueron digeridos con BamHl y tratados con la

exonucleasa III y la Nucleasa del frijol mungo del estuche de eliminaciones de

Stratagene, para generar eliminaciones de la terminal 5' en el extremo digerido con

BamHl (figura 7d). Los plásmidos derivados del pJD2012 con eliminaciones en

terminales 5' de 0.3 kb, 0.4 kb y 0.78 kb y los derivados del pJD2011 también con

eliminaciones en terminales 5' de 0.29 kb, 1.3 kb y 1.5 kb, fueron digeridos con Pstl-

Kpnl y los fragmentos liberados fueron subclonados en ei pUC18 (figura 7d).

Los plásmidos recombinantes generados con pUCI8 y derivados del pJD2012

fueron digeridos con Sphl-Kpnl y los fragmentos derivados fueron subclonados en eí

pJEM15 digerido con las mismas enzimas para obtener el pJD21F, pJD21G y ef

pJD21H respectivamente (figura 7d).
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Figura 7c. Esquema de la construcción del plásmido pJD21E. Las
enzimas de restricción donde se llevaron a cabo las subclonaciones están
indicadas con un cuadro negro.
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ésios después fueron subdonados en el pJEMIS. IJIS enzimas de leslricdón donde se llevaron a cabo las subclonaciones están indicadas con un cuadro negro.



Los piásmidos pUC18 recombinantes derivados del pJD2011, fueron digeridos

con HincñU y después las terminales cohesivas fueron rellenadas con la enzima Klenow

+ dNTP'S (figura 7d). Estos piásmidos linearizados fueron digeridos con Kpnl y los

fragmentos //mdlII/KIenow + dNTP'S-A/wI fueron subclonados dentro de los sitios

Scal-Kpnl del pJEM15 para obtener los piásmidos pJD21I, pJD21J y pJD2lK (figura

7d).

Construcción de los piásmidos pJD21A, pJD21B y pJD21C. Las

construcciones pJD21A conteniendo la región -10 promotora probable del gen Rv2874

de M. tuberculosis, el pJD21B albergando esta región -10 probable con cuatro bases

nucleotídicas modificadas y el pJD21C sin esta probable secuencia -10, fueron

obtenidas amplificando por PCR esta región en el plásmido pJD201, usando un

oligonucleótido Rl antisentido común para todas las construcciones, localizado a 280

pb después del codón de inicio del Rv2874 (5'-GTT GGC GGT ACC GCT CAC GCG

AGC GCT G-3') y los siguiente oligonucleótidos sentido: F2 para pJD21A, localizado a

96 pb arriba del codón de inicio del Rv2874 (5'-CCG ATA TCG CGA ACT GCG CAÁ

CAÁ CAC CGC CG-3'), F3m para el pJD21B, localizado a 86 pb del codón de inicio

del Rv2874 (las bases que fueron cambiadas para mutagenizar esta probable secuencia —

10 están con negritas), (5'-CGG ATA TCG CGA ACT GCG CAÁ CAÁ CAC CGC

CAÁ GCC ACT ACG-3') y Fl para pJD2lC, localizado a 69 pb arriba del codón de

inicio del Rv2874 (5'-CTA CGG CGC CAG CTG GCC GGC G-3') (figura 8a).
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Los oligonucleótidos F2 y F3m fueron sintetizados conteniendo un sitio de

reconocimiento para !a enzima EcoKV, y los oligonucleótidos Fi y Rl con un sitio para

Pvull y Kpn\ respectivamente. Los productos de PCR digeridos apropiadamente fueron

clonados en los sitios Scal-Kpnl del pJEM15 (figura 8b) y la secuencia nucleótidica de

¡os insertos de DNA fue verificada por secuenciación.

Ensayos de p-galactosidasa.

Colonias únicas de M. smegmatis me 155 transformada por electroporación

con ios plásmidos pJD9712, pJD9771, pJD9735, pJD9714, pJD9713, PJD97U

y pJD97I0 conteniendo las fusiones traduccionales con lacZ, y crecidas sobre placas

de medio agar 7H11, fueron cada una cultivadas a 37°C en agitación (200 rpm) con 50

mi de Milddebrook 7H9 suplementado con 50 u,g mi'1 de kanamicina, 0.5% glicerol, 2%

glucosa y 0.05% Tween 80, hasta alcanzar una D.0.6oonm de 0.5. Después los cultivos

fueron centrifugados a 5 K rpm por 15 minutos y las pastillas celulares fueron

resuspendidas en 1 mi de Milddebrook 7H9. Posteriormente, en matraces de 250 mi

conteniendo 50 mi del medio 7H9 y suplementado como fue descrito anteriormente,

más extracto de levadura al 1%, fueron inoculados con una alícuota del cultivo

concentrado de cada una de las fusiones para obtener una D.O.óoonm inicial de 0.05.

Estos cultivos fueron crecidos a 37°C en agitación por 96 horas. Alícuotas de 1 mi

fueron removidas cada 4 horas para medir la D.O. La actividad de p-gal fue cuantiñeada

con 200 (j.1 de cultivos al inicio de la fase estacionaria.

Colonias únicas de M. smegmatis me2 155 transformada por electroporación con

los plásmidos conteniendo las fusiones transcripcionales con lacZ, crecidas sobre
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placas de medio agar 7H11, fueron cada una cultivadas a 37°C en agitación (200 rpm)

con 50 mi de Milddebrook 71-19 suplementado con 50 ug mi"1 de kanamicina, 0.5%

gíicerol, 2% glucosa y 0.05% Tween 80. Posteriormente, alícuotas de i mi fueron

tomadas hasta alcanzar una D.O.óoonm de 0.5 y después cada 4 horas. Las actividades de

P-gal se hicieron con 200 (il de cultivos en la mitad de la fase exponencial de

crecimiento. Los ensayos de p-gal fueron realizados de acuerdo al método descrito por

Miller et ai, 1972. Brevemente, a 200 \ú de cultivo se les adicionaron 600 \x\ de

amortiguador Z (60 mM Na2HPO4, 40 mM NaH2PO4, 10 mM KC!, 1 mM MgSO.., 50

mM de p-mercaptoetanol, pH 7). Posteriormente se agregaron dos gotas de cloroformo

y una gota de 0.01% SDS, la muestra se agitó vigorosamente por 30 segundos y

después se le adicionaron 200 JJI de o-Nitrofenil-p-D-galactopiranosido (ONGP) a 4

mg mi"1 (Research Organics, Inc.), disuelto en amortiguador Z. Las muestras se

incubaron a 28 °C, hasta observar el cambio de color de blanco a amarillo. La reacción

fue parada con 500 u.1 de 1 M Na2CC>3 y los tubos fueron centrifugados a 14 k rpm por

5 minutos a 4 °C y la lectura a D.O.420nm fue determinada del sobrenadante. Las

unidades de P-gal fueron calculadas de acuerdo a lo establecido por Miller (1972)

usando la siguiente fórmula: 1000 x D042o/tiempo (minutos) x 0.2 x D.O.Goonm-

72



RESULTADOS

Clonación del gen Rv2874 y del fragmento de DNA conteniendo los genes mpt83 y

mpt70.

Un fragmento de 0.7 kb localizado arriba deí gen mpl70, fue utilizado como

detector en un banco de M. tuberculosis construido en el cósmido Tropist3 (De Smet el

al., 1993) con el objetivo de aislar y clonar el locus que contiene los genes mpt83 y mpt70.

En esta búsqueda se identificaron tres cósmidos recombinantes, los cuales dieron señal

positiva de hibridación. Se determinó por el análisis de restricción del DNA de los tres

cósmidos, que éstos contenían fragmentos similares, por lo que el cósmido denominado

G1TB-4, fije seleccionado al azar de entre estos tres cósmidos.

El DNA del cósmido recombinante seleccionado fue obtenido y digerido con

varias enzimas de restricción. Por Southern blot un fragmento Stul de 2.2 kb, dio señal

positiva de hibridación utilizado el detector descrito antes. Este fragmento fue subclonado

en el pUC18 (pJD951) y posteriormente en el M13mpl8 para su secuenciación

nucleotídica. Con el análisis de la secuencia nucleotídica se observó que este fragmento

contenía el gen mpt70 flanqueado en la región 5' por un frente de lectura abierto truncado

que codifica para 242 codones y otro frente de lectura abierto completo de 315 pb en la

región 3', ambos con la misma dirección que el gen mpt70 (figura 1).

Con el fin de obtener un fragmento de DNA conteniendo el frente de lectura abierto

completo localizado arriba del mpi70, se subclonó un fragmento Salí de 3.5 kb del G1TB-

4 en el pUC18 (pJD961). La secuencia nucleotídica obtenida de este fragmento junto con la

del gen localizado hacia abajo del mp(70, fue reportada al Banco de secuencias genómicas

"Gene Bank" (número de acceso AF189006). Con el análisis de la secuencia nucleotídica

se observó que el fragmento San de 3.5 kb contenía al gen mpí83 truncado, seguido por
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un frente de lectura abierto de 2088 pb localizado arriba del mpt70, el gen mptlO y 32

codones del frente de lectura abierto localizado hacia abajo del mpí70 (figura 1).

Posteriormente, utilizando el mismo detector descrito anteriormente, se aisló un

fragmento BamHl-Noíl de 4.3 kb del cósmido recombinante G1TB-4, el cual contenía 1.14

kb arriba del gen mpl83, el mp(83, el gen localizado hacia abajo del mpí83 y 28 codones de

la región N-terminal codificada por el gen mpt70. Con el reporte posterior de la secuencia

del genoma de M. tuberculosis (Colé et al., 1998), determinamos que el fragmento BamHl-

Noíl de 4.3 kb correspondía a las posiciones 3182758-3187112 del genoma de M.

tuberculosis y el frente de lectura abierto identificado entre el mpt83 y el mpt70 era 100 %

homologo con el gen Rv2874 (figura 1), mientras que el frente de lectura abierto localizado

hacia abajo del gen mpt7Q fue ¡00% homólogo con el gen Rv2876.

Por hibridación Southern blot en condiciones estrictas, determinamos la existencia

del gen Rv2874 solo en M. tuberculosis H37Ra, M. tuberculosis H37Rv y M. bovis BCG

(figura 9).

Análisis de la secuencia nucleotídica del gen Rv2874.

En este trabajo analizamos la secuencia nucíeotídica del frente de lectura abierto

identificado entre los genes mpí83 y mpt70 y designado como el gen Rv2874 en el proyecto

de secuenciación del genoma de M. tuberculosis (Colé et al., 1998). Observamos que este

frente de lectura abierto comprende 2088 pb, comenzando con el codón ATG de inicio de

la traducción del Rv2874 (localizado a 279 pb hacia abajo del codón TAA de término del

mpt83) y finaliza con el codón de paro TGA (localizado a 94 pb arriba del codón de inicio

ATG del mpi70) (figura 10). Por otra parte, en ia región 5' arriba de este gen, no se

encontró alguna secuencia consenso de unión a ribosoma o Shine Delgarno (SU) (figura

10).
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Figura 9. Análisis tipo Southern blot. El DNA genómico de once micobacterias y E, coíi digerido

con Salí, fue hibridado con el fragmento EcoRV-Smal de 1.6 kb del gen Rv2874, marcado como

se describe en materiales y métodos. La flecha indica la señal positiva de hibridación

correspondiente a un fragmento San de 3.5 kb.
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mpt83 343 gac acc ctc aac ggc ggc gag tac acc gtt ttc gcc ecc acc aac gcc gca ttc gac aag
D T L N G G E Y T V F A P T N A A F D K

mpt:83 406 ctg ccg gcg gcc act a t e gat caá c t c aag ac t gac gcc aag ctg c t c age age a t e c tg
L P A A T I D Q L K T D A K L L S S I L

n>pt83 466 acc tac cae gtg ata gcc ggc cag gcg agt ccg age agg a t e gac ggc acc cat cag acc
T Y H V I A G Q A S P S R I D G T H Q T

mpt83 526 ctg caá ggt gcc gac ctg acg gtg a ta ggc gcc cgc gac gac c t c atg gtc aac aac gcc
L Q G A D L T V I G A R D D L M V N N A

mpt83 586 ggt t t g gta t g t ggc gga g t t cae acc gcc aac gcg acg gtg tac atg a t e gat acg gtg
G L V C G G V H T A N A T V Y M I D T V

mpt83 646 ctg atg ecc ccg gca cag taa

L M P P A Q

-275 cgttcggcg cggtcaaggc gaggcagccc gtgtaggcgg tttgcctcgc tcatccggcg gcttcgtgcc
EcoRV Sphl

-2io gatagatcac gtgatatccc aagcgcatga cggtgacacc gcgcccagcg caagccgatc cccgcagcat

a b
-i-id gcctgctgaa gtcgcgtctc_gi^aaxiacg caacaacacc gccgggüL&c tacggcgcgt gcaggccggc

- ?'. gaagacatca ccatcactgc caacggcaaa cccgttgcgc tgctgaccgc aggcagcccg cacggcgccg

Rv2874 1 atg gtt gag teg aga cga gct gct gcg gcg gct teg gca tac gca
M V E S R R A A A A A S A Y A

Rv2874 46 age aga tgc ggg att gca ecc gcg acc teg ca.a cgc tea ctg gcg
S R C G I A P A T S Q R S L A

Rv2874 93. acá cea ccg acg ate teg gtc ccg tec ggt gag ggc cgc tgc cgt
T P P T I S V P S G E G R C R

Rv2874 136 tgc cae gtc gca agg ggt gcc ggt cgt gac cea cga cgg cga ctt
C H V A R G A G R D P R R R L

Rv2874 181 cga cgc cgt cga tgg tgt ggc cga tgt ggc tat cat teg cat ctg
R R R R W C G R C G Y H S H L

Rv2874

Rv2 874

Rv2874

Rv2874

226 acg ggt ggc gag ttc gac gtg aac cga ctc tgt caá cag cgc teg
T G G E F D V N R L C Q Q R S

271 cgt gag cgg tec tgc caá ctc gtt gcc gtc ccg gca gat cea aga
R E R S C Q L V A V P A D P R

Spel
Rv2874 316 ect aaa cgg caá cga ata acc gat gtg ttg ace_C-tc_gca_cjta_g£c \

L T L A L V \P K R Q R I T D V
Rv2874 361 ggc t t c c t c ggc ggc c t c a t e acc gg

G F L G G L I T G
<m-c-a t g c at-.t. c t g

S E C 1 L
406

P V L P V
Rv3874 451 g e gcg cag gtg gci

A A Q V A
Rv2874 496 aaa cgt gcg cta te.

K R A L S A T L
Rv2874 541 ggt-£&

G L
RV2874 536

L L S
Rv2874 631 gca_ct<

A L

t e c ggc gcg r,^<j agr. g t c ga t
F F S G A Q S V D
ce tj33 t^t^c g cc \jTiñ ^C3 gtG cgg .ccjic
P E G A V A V

V

Q D

R R

R V I G

3£_J:£:.g_g-ca_
L L G S A

R W

R
RV2874 676 cg

RV287 4 721

Rv2874 766

Rv2874 811

Rv2874 856

Rv2874 901

I G A G L I F P
'•'•I- rttj gaa aaa r.r.rj t t r . t.r-.r. f.gt. at-.f. ccg r.aq ^

I P Q /

R

K

N

R

A

V

VA
aí:_c_gc
TA

V P C A G P I L A A

G A T A T I G L G T V

A

9 4 6

L G A A L P L L
i a _ g í ^ L J 3 a ^ ^

I A E R V G A

R Q R E I R I A T G S V

Q R

V A V A A
Rv2874 1036 cjLg_C.a_g cgg gct att ect gac tac acc gca teg ctg cag cag cag

L Q R A I P D Y T A S L Q Q Q
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Rv2874 1081 ate age acc ggc acg gag ata cgg gaa caá cug aac c t t ggc ggc
I S T G T E I R E Q L N L G G

PvtiII
Rv2874 1126 ate gtc aac gee cag aac gca cag ctg teg aat tgc age gac ggg

I V N A Q N A Q L S N C S D G
Rv2874 1171 gee gca caá e tc gaa age tgc ggc act gca cea gat: e tc aaa ggc

A A Q L E S C G T A P D L K G
Rv2874 1216 ate acc ggc tgg etc aac acg ecc gqc aac aag ceg ate gac ctg

I T G W L N T P G N K P I D L
Rv2874 1261 aaa tea t tg cgt ggc aag gtg gtg ctg a t t gac t t t tgg gee tac

K 5 L R G K V V L I D Í T W A Y

Rv287i1 1306 tec fcgíis sííS; Kisva ísg|@ caá cgg gee ate ecc cae gtc gtc ggt tgg

S SI 3 Uí Sí Q R A I P U V V G W

Stul
Rv2874 1351 tat cag gee tac aaa qac agt ggt ttg gcg gtc ate ggc gtg cae

Y Q A Y K D S G L A V I G V H
Rv2874 1396 acc ecc gag tac gct ttc gag aag gtc ceg ggc aac gtc gee aaa

T P E Y A F E K V P G N V A K
Rv2874 1441 ggc gcg gee aat ctg ggc ate age t a t ceg a t t gcg e tc gac aac

G A A W L G I S Y P I A L D N
Rv2874 1486 aac tac gee act tgg acc aac tac cgg aat cgc ta t tgg ecc gee

N Y A T W T N Y R N R Y W P A
Rv2874 1531 gag t a t ctg a te gac gct acc ggg acg gtg cgg cae a te aag t t c

E Y L I D A T G T V R H I K F
Rv2874 1576 gga gaa ggc gat tac aac gtc acc gag acg t tg gtc agg cag t t g

G E G D Y N V T E T L V R Q L
Rv2874 1621 etc aac gat gee aag ecc ggc gtc aaa etc ecc cag ecc age age

L N D A K P G V K L P Q P S S
Rv2874 1666 acc acc acg ecc gac ctt acc ceg cgg gee gca ctt act ecc gag

T T T P D L T P R A A L T P E
Rv2874 1711 acg tac ttc gga gtc ggc aag gtg gtc aac tac ggc ggc ggc ggc

T Y F G V G K V V N Y G G G G
Rv2874 1756 gca t a t gac gaa ggg teg gee gtg t t t gac tac ceg ecc agt t t g

A Y D E G S A V F D Y P P S L
Rv2$74 1801 gca gee aac age t t t gca ctg cgc ggc cgg tgg gcg ctg gac t a t

A A N S F A L R G R W A L D Y
Rv2874 1846 cag ggt gee acg tec gac ggc aac gac gee gct ate aaa t t g aat

Q G A T S D G N D A A I K L N
Rv2874 1891 tac cae gee aaa gac gtc tac a te g t t gtc ggt ggc acc ggc acc

Y H A K D V Y I V V G G T G T
Rv2874 1936 etc acg gtc gtg agg gac gga aag cea gee acá cta ceg ate age

L T V V R D G K P A T L P I S
Rv2874 1981 ggg ceg ceg acc acc cat cag gtg gtc gee ggc tat cgg ctg gcg

G P P T T H Q V V A G Y R L A
Rv2B74 2026 tec gaa acá ctt gag gtg cgg ecc age aag ggg cta cag gtt ttt

S E T L E V R P S K G L Q V F
Rv2874 2071 tec t t c acc tac gga tga 2088

S F T Y G *
ata tcca tcc aagacccgga cggctccgaa gaaatcatgt cgggggtagc gagacggcac aagccgccgt
ctccggcagc gaaggagtga acggc

mpt70 atg aag gta aag aac acá a t t gcg gca acc agt t t c gcg gcg gee ggc ctg gcg gct ctg
M K V K N T I A A T S F A A A G L A A L

ítotl
mpt70 gcg gtg gct gtc tea ceg ceg gcg gee gca

A V A V S P P A A A

Figura 10. Esquema de la secuencia de nucleótidos y aminoácidos del Rv2874 de
M. tuberculosis. Las regiones 5 ' y 3 ' flanqueantes del Rv2874, contienen la
secuencia que codifica la región C-teminal del mpt83 y la secuencia que codifica la
región N-terminal del mpt70t respectivamente, son mostradas, a: Probable
secuencia -35 de promotores dependientes de Sigma E. b: Probable secuencia -10
promotora de genes de micobacterias identificada en este trabajo. La secuencia
codificante del Rv2874 subrayada y dentro de la llave, corresponde a la secuencia
del dominio central transmembranal de la protei'na codificada por este gen. El
probable motivo CINC de disulfuro isomerasa/tioredoxina está indicado con letras
con contorno.
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Este gen codifica para una probable proteína integral de membrana de 695

aminoácidos con un dominio N-termínal de ¡15 aminoácidos, una región central

íransmembranal de aproximadamente 232 aminoácidos con seis probables regiones que

atraviesan la membrana determinadas por la escala hidropática de Kyte y Doolitle (1982), y

un dominio C-terminal de 348 aminoácidos que contiene un motivo CINC de disulfuro

isomerasas/tioredoxinas (aminoácidos 437 al 440), localizado probablemente hacía el lado

externo de ia membrana celular.

Esta proteína contiene cisteinas conservadas y muestra similitud en la estructura de

los dominios con proteínas implicadas en la biogénesis del citocromo c como DipZ de E.

coli (Crooke y Colé, 1995), Haemophitus influenzae (Fleischman et al., 1995) y

Pseudomonas aeruginosa (Page et al., 1997). Además, el dominio central transmembranal

mostró homología del 21% al 28% con ia proteína CcdA de Bacillus subtilis, y proteínas

similares a CcdA de H. Influenzae, Mycobacterium leprae, Synechocystis sp., M.

tuberculosis, y del cloroplasto de Porphyrapurpurea (Schiótt et al., 1997) (figura í la), las

cuales también están implicadas en la biogénesis del citocromo c.

En M. tuberculosis, el motivo CINC y los aminoácidos alrededor de éste en el

dominio C-termina! de la proteína codificada por el gen Rv2874 mostró similitud con el

motivo de disulfuro isomerasa/tioredoxina de proteínas como TlpA y CycYde

Bradyrhizobium japonicum (Loferer et al,, 1993; Fabianek et al., 1997), HeíX de

Rhodobacter capsulatus (Beckman y Kranz, 1993) y CcmG de Paracoccus denitrificans

(Page y Ferguson, 1997) (figura 1 Ib).

El análisis comparativo entre la proteína codificada por el gen Rv2874 y las

proteínas DipZ de diferentes bacterias, sugiere que podría considerarse a esta proteína

como análoga a ¡as proteínas DipZ y probablemente con alguna actividad similar a ésta.
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Modelo topológico de la proteína codificada por el gen Rv2874.

El modelo topológico del gen Rv2874 de M. tuberculosis, el cual codifica para una

proteína análoga a la proteína DipZ de E. coli propuesto en este trabajo, está basado en ¡os

segmentos transmembranales predichos por la escala de hidrofobicídad de Kate y Doolkle

como fue descrito anteriormente, y por la regla de los aminoácidos con carga positiva

localizados en las asas del lado interno de la membrana celular, las cuales flanquean a las

hélices transmembranales (von Heijne, 1992).

Con este modelo topológico se predijeron seis segmentos transmembranales (a, b,

c, d, e, y f), con una longitud mínima de 21 aminoácidos para cada hélice alfa

extendiéndose en la membrana (figura 12), el cual coincide con los segmentos

transmembranales predichos para los productos genéticos relacionados.

Tomando en cuenta la orientación de las regiones transmembranales de esta

proteína, en este modelo también se considera la localización del dominio N-terminal, en el

lado externo de la membrana celular, como se ha sugerido para la proteína DipZ de E. coli.

Por medio del algoritmo para la predicción de péptidos señales (SignalP) en la dirección

http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP; se determinó un posible péptido señal con un sitio

de corte probable entre los aminoácidos R68 y C69. Considerando este análisis, los

aminoácido a partir del C69 hasta el aminoácido VI15 del dominio N-terminal estarían

localizados hacia el exterior de la membrana celular. En este modelo, de acuerdo a la

disposición de los segmentos transmembranales de esta proteína, el dominio C-terminal

también estaría localizado hacia el lado externo de la membrana celular.
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Expresión de! dominio C-terminal recombinantc sin el motivo de tioredoxina His-

Rv2874-C,2 de 30/34 kDa y con el motivo de tioredoxina His-Rv2874-C,l de 36/40

kDa, de la proteína codificada por el gen Rv2874 de M. tuberculosis.

Se hicieron dos construcciones para expresar el dominio C-terminal hidrofílico de la

proteína codificada por el gen Rv2874, fusionadas a un tallo de seis histidinas N-terminal

como se describió en materiales y métodos. La primera construcción pJD974 contenía 311

codones de este dominio con el motivo de disulfuro isomerasa/tioredoxína; la cual expresó

la proteína His-Rv2874-dI de 36/40 kDa. La segunda construcción pJD953 contenía 242

codones del dominio C-terminal sin el motivo de tioredoxina y expresó la proteína His-

Rv2874-C,2 de 30/34 kDa.

Por electroforesis en poliacrilamida-SDS al 12%, de una alícuota de los extractos

totales, se observó un doblete para ambas construcciones (figura 13). Con el objetivo de

determinar sí la secuencia que codifica el domino C-terminal del Rv2874 fusionada al tallo

de polihistidina, expresaba el doblete proteico, u otra secuencia dentro de la construcción

también estaba expresando una proteína; una de las construcciones (pJD953), fue digerida

con cada una de las enzimas Pstl, San y Notl, para eliminar 0.62 kb, 0.64 kb y 1.2 kb

respectivamente de la región 3' hacia abajo de la secuencia codificante del dominio C-

terminal, o con Smál para eliminar 0.86 kb de la región 5'codifícante del dominio C-

termina! del Rv2874 fusionado con el tallo de polihistidina (figura 14). Los plásmidos

Iinearizados resultantes fueron ligados sobre sí mismos y la expresión del doblete de 30/34

kDa fue analizada en E. coli DH5aIQ transformada con cada uno de éstos plásmidos e

inducida con 1PTG por 5 horas (figura 15). Por medio del análisis de la expresión de estas

construcciones se determinó que efectivamente las dos bandas de proteínas de 30 y 34 kDa

fueron expresadas por la secuencia codificante de la región C-terminal del gene Rv2874.
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Figura 13. Expresión de las proteínas recombinantes His-Rv2874Ql y His-Rv2874Ci2. Electroforesis

en un gel de poliacrilamida-SDS al 12% y tinción con coomassie de las proteínas del sonicado total

de E. coli DH5aIQ transformada con el pJD953 (2 y 3), E. coli DH5aIQ transformada con el pJD974

(5 y 6). Cultivos con inducción (Ind) de lmM de IPTG por 5 horas, con la expresión incrementada de

la proteína His-Rv2874C,2 de 30/34 kDa (3) o de la proteína His-Rv2874Ctl de 36/40 kDa (con el

motivo de disulfuro isomerasa/tioredoxina) (6). Las proteínas His-Rv2874C,2 y His-Rv2874C,l

purificadas por afinidad a níquel (4 y 7). Marcador de peso molecular de 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90,

100, 110 y 120 kDa (1).
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Figura 14. Esquema de las eliminaciones de fragmentos de DNA del plásmido pJD953. La
eliminación de los fragmentos Pstl de 0.62 kb, Salí de 0.64 kb, Notl de 1.2 kb y Smal 0.86 kb y
recircularízación generó los plásmidos pJD953.1, pJD953.2, pJD953.3 y pJD953.4 respectivamente.
La expresión o ausencia de la proteína His-Rv2874Ct2 de 30/34 kDa se indica a la derecha.
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Figura 15. Análisis de la secuencia de DNA responsable de la expresión de la protema His-Rv2874Q2

de 30/34 kDa, por eliminación de fragmentos de DNA del plásmido pJD953. Electroforesis en geles

de poliacrilamida-SDS al 12% de los sonicados totales de E. coli DHScdQ transformada con el

plásmido pJD953 (3 y 4), con el pJD953.1 (5 y 6), con el pJD953.2 (7 y 8), con el pJD953. 3 (9) y con

el pJD953.4 (2). Marcador de peso molecular (MPM) (1). Cultivos de toda la noche, sin inducción (3,

5, 7). Cultivos inducidos (Ind) con 1 mM de IPTG por 5 horas (2, 4, 6, 8 y 9).
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Posteriormente, ambas proteínas His-Rv2874-QI de 36/40 kDa y His-Rv2874~Q2

de 30/34 kDa fueron ínicialmenle purificadas por cromatografía de afinidad a níquel,

después fueron separadas en geles de poliacrüamida-SDS al 12% y transferidas a

membranas de nitrocelulosa, de donde se obtuvieron las bandas proteicas, ¡as cuales fueron

pulverizadas y se utilizaron para inocular ratones Balb/c y así generar sueros policlonales

en el ratón. El suero obtenido contra la proteína His-Rv2874-C,2 de 30/34 kDa reaccionó

también contra la proteína His-Rv2874-Cll de 36/40 kDa (figura 16).

Inmunodetección de la proteína codificada por el gen Rv2874 de M. tuberculosis.

En el sonicado total y filtrado de cultivo de M. tuberculosis H37Rv, no se detectó la

proteína nativa codificada por e! gen Rv2874, por inmunoblot usando el suero policlona! de

ratón contra la proteína His-Rv2874-dl de 36/40 kDa o contra la His-Rv2874-C,2 de 30/34

kDa.

La expresión de la proteína codificada por el gen Rv2874 de M. tuberculosis en M.

smegmatis trasformada con los plásmidos recombinantes pJD964 y pJD966 (expresión a

partir de la región 5' arriba de este gen), fue analizada en los sonicados totales de los

cultivos de estas bacterias, por medio de inmunoblot con el suero policlonal de ratón

dirigido contra el dominio C-terminal recombinante de la proteína codificada por el gen

Rv2874 de M. tuberculosis. Sin embargo, la proteína estimada de 72 kDa y codificada por

este gen no fue detectada por inmunoblot. El mismo resultado fue obtenido con E. coli

HB101 transformada con el pJD964 o e! pJD966. Estos resultados nos sugirieron que

probablemente los sistemas de expresión de M. smegmatis y E. coli no reconocieron la

secuencia promotora de este gen, o que dicha región no estaba presente en el fragmento 5'

arriba del gen Rv2874, o que esta región promotora si estaba contenida en las
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FALLA DE ORIGEN



construcciones realizadas, pero debido a un promotor débil, su expresión fue muy baja y no

fue detectable por este método.

Por inmunoblot, tampoco se observó [a expresión de la proteína recombinante de

62 kDa constituida por los primeros codones del gen hspóO de M. tuberculosis (codificados

dentro de la secuencia de múltiples sitios de clonación del pMV26l), seguidos por el

dominio central transmembranal y el dominio C-terminal hidrofílico codificados por el gen

Rv2874. Esta proteína fue expresada por el promotor del gen de estrés térmico (hspóO), en

M. smegmatis transformada con el pJD9641. La ausencia de expresión de esta proteína

recombinante podría ser debida a que la sobre-expresión del dominio transmembranal por

un promotor fuerte, pudiera generar un efecto citotóxico y que por esta razón tal expresión

fuera inhibida por algún mecanismo desconocido de la célula. Otra posibilidad podría ser

que la proteína recombinante no fuera estable y hubiese sido degradada. Sin embargo, no se

observó algún producto de degradación en el inmunoblot en los extractos bacterianos.

La expresión de una construcción similar bajo el control de un promotor inducido

por IPTG en E. coli transformada con el (pJD9651), que codifica para una proteína híbrida

que contiene un tallo de poUhistidinas N-terminal fusionado en fase con el dominio central

transmembranal y seguido por el dominio C-terminal hidrofílico de la Rv2874, ocasionó un

efecto citotóxico, pues aún sin inducir la expresión de la proteína recombinante, se observó

un crecimiento escaso y cuando se adicionó ei IPTG a los cultivos, no observamos

crecimiento durante las 2 y 4 horas de inducción.

Por otra parte, en la fracción de membranas celulares de M. tuberculosis, de M.

bovis BCG, de M. smegmatis y de M smegmatis transformada con el plásmido pJDP964,

obtenidas por ultracentrifugación o por el método de Pages y Lazdunski, (1982), asi como

en los sonicados totales de los cultivos, tampoco se detectó por inmunoblot la proteína

hipotética codificada por e! gen Rv2874 de 72 kDa. Resultados similares han sido
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observados con las proteínas MPT83 y MPT70, las cuales no son detectadas por

¡nmunoblot en M. tuberculosis y M. bovis BCG Pasteur crecidas in vitro (Hewinson el ai,

1996).

La proteína recombinante His-Rv2874-Ctl de 36/40 kDa no fue reconocida por sueros

de pacientes con TB.

Los nueve sueros de pacientes con tuberculosis pulmonar (reactivos contra proteínas

del extracto total de M. tuberculosis) y los sueros de personas sanas, no mostraron

reactividad contra la proteína His-Rv2874-C,l de 36/40 kDa, por inmunoblot. A pesar de

que el número de sueros ensayados no fue significativo, este resultado podría indicarnos

que la región C-terminal codificada por el gen Rv2874 no es inmunogéníca.

Sin embargo, estos resultados no son concluyentes y no debe descartarse la

posibilidad de que la región C-terminal de la proteína codificada por el Rv2874 pudiera

presentar alguna arreglo conformacional, que pudiera no estar presente en la proteína

recombinante purificada por afinidad a níquel en condiciones desnaturalizantes, haciendo

difícil su reconocimiento por el suero de los pacientes con TB.

La no detección de la proteína nativa codificada por el Rv2874, por inmunoblot,

usando el suero policlonal dirigido contra las proteínas recombinantes HÍs-Rv2874-CtI de

36/40 kDa o His-Rv2874-Ct2 de 30/34 kDa en los extractos totales, filtrado del cultivo o

fracciones de membrana de M. tuberculosis; nos permitió suponer que ¡a expresión de la

proteína nativa es basal y difícil de inmunodetectar por esta técnica. Sería difícil suponer

que los sueros policlonales dirigidos contra ias formas desnaturalizadas de las proteínas

recombinantes, no fueron capaces de reconocer la proteína nativa. Por lo que estas

observaciones nos inclinan a suponer que ia proteína codificada por el Rv2874 podría ser

no ¡nmunogénica y expresada a bajos niveles.
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Ensayo de la reducción de Insulina con la pro teína rccombinante His-Rv2874Ctl de

36/40 kDa.

Para determinar sí la proteína hipotética codificada por el Rv2874 tenía actividad de

tioredoxina, las proteínas recombinantes His-Rv2874Ctl de 36/40 kDa (con el motivo de

tioredoxina) y HÍs-Rv2874Ct2 de 30/34 kDa (sin este motivo), purificadas por

inmunoafinidad (figura 17) como se describió en materiales y métodos; fueron analizadas

junto con la enzima tioredoxina de E. coli, en el ensayo de reducción de puentes disulfuro

de la insulina.

En este ensayo, no se detectó alguna actividad de tioredoxina con la proteína His-

Rv2874Ql o con la His-Rv2874Ct2, en comparación con la tioredoxina de E. coli, la cual

si mostró actividad; empleando 1 u,M de cada proteína (figura 18).

Análisis de la expresión del gen Rv2874 de M. tuberculosis por RT-PCR.

Debido a la no detección del producto proteico del gen Rv2874 de M. tuberculosis,

se decidió analizar la expresión de este gen por medio de experimentos de RT-PCR con eí

RNA total de M. tuberculosis crecida en medio Sauton. Sin embargo, debido a la baja

concentración del RNAm de este gen y del mpt83, fue necesario repetir varias veces las

reacciones de RT-PCR para poder observar la amplificación de los fragmentos esperados a

partir del DNAc sintetizado en la reacción de RT y no a partir del DNA contaminante. En

la mayoría de los casos, fue necesario reamplificar los productos de PCR una vez que éstos

fueron solamente observados en las reacciones de RT-PCR efectuadas con transcriptasa

reversa y no en las reacciones llevadas a cabo sin transcriptasa reversa.

Estas reacciones se hicieron utilizando oligonucleótidos hexámeros iniciadores con

secuencias sintetizadas al azar, los cuales fueron hibridados con el RNA y extendidos con

la transcriptasa reversa. Las combinaciones de oligonucleótidos iniciadores MT9-MT3,
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Figura 17. Proteínas recombinantes His-Rv2874C,2 y His-Rv2874C,l purificadas por inmunoafmidad.

Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS al 12% y tinción con coomassie de las proteínas His-

Rv2874Ct2 de 30/34 kDa y His-Rv2874Ctl 36/40 kDa, purificadas por inmunoafmidad, usando los

sueros policlonales de ratón dirigidos contra la proteína His-Rv2874C,2 y His-Rv2874Ctl,

respectivamente.
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Figura Í8. Ensayo de reducción de insulina. Las proteínas: Tioredoxina de E. coli, His-

Rv2874C,l (con el motivo CINC) y His-Rv2874Ct2 fueron incubadas con 0.1 M de

amortiguador de fosfato de potasio pH 6.5 conteniendo 0.2 mM de EDTA y 1 raM de DDT por

45 minutos a 25°C. El buffer conteniendo solo el DDT sirvió como control de la reducción de la

insulina por DDT no cataiizada. La reacción fue comenzada por la adición de insulina

pancreática bovina (concentración final de 0.13 mM) y la precipitación de las cadenas reducidas

y libres de la insulina fue seguida por el incremento en la densidad óptica a 600 nm. Los datos

fueron colectados cada 5 minutos.
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MT9-MT6 y MT5-MT1 fueron usados para amplificar el DNAc obtenido en las reacciones

de RT. Los tamaños de los productos de PCR esperados se muestran en la figura 19. Las

reacciones del control positivo de expresión se hicieron usando los oligonucieótidos

iniciadores 16S1 y 16S2 para el gen I6S ribosomal (16S RNAr) (figura 19). Los productos

de PCR de los tamaños esperados fueron obtenidos del RNA del gen Rv2874 y del gen 16S

RNAr (figura 19), pero las amplificaciones del gen Rv2874 y del gen 16S RNAr no se

obtuvieron cuando el paso de transcripción reversa fue omitido (figura 19). Estos resultados

confirman que los productos obtenidos provienen del RNA y no de DNA contaminante.

Estos resultados indican además que el gen Rv2874 se expresa en M. luberculosis.

La cotranscripción del gen Rv2874 con el gen mpí83 también fue analizada por

RT-PCR con los oligonucieótidos MTI1-MT7. Se observó el producto de PCR esperado de

0.95 kb, sugiriendo que ambos genes pudieran estar formando una unidad transcripcional

(figura 20).

Fusiones traduccionales del gen Rv2874 con el gen estructural lacZ de E. coíi.

Con la finalidad de determinar si la región promotora del gen Rv2874 estaba

localizada entre el mpí83 y el Rv2874 y cuantificar el nivel de expresión de este gen, el

cual no pudo ser inmunodetectado; primero fueron construidas dos fusiones traduccionales,

el pJD9712 y el pJD9771 con 383 codones del gen Rv2874 fusionados con el gen lacZ

estructural (ambas) y con 598 pb y 195 pb arriba del codón de inicio del Rv2874,

respectivamente (figura 5a y 5b). También se hicieron dos construcciones para ser usadas

como controles de expresión (figura 5f), las cuales se describieron en materiales y métodos.

Los resultados obtenidos mostraron que los cultivos de M. smegmoüs me 155 transformada

con el pJD9712 y con el pJD9771 en et medio 7H9, produjeron actividades de p-gal de

6.25 y 5.68 veces con respecto al control negativo (pJD97íO) (figura 21).
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Figura 19. Análisis de la expresión del gen Rv2874 de M. tuberculosis por medio de

transcripción reversa y reacción en cadena de la polimerasa (RT-PCR). Los productos de RT-

PCR esperados de las diferentes combinaciones de oligonucleótidos son mostrados como barras

en el esquema de arriba y sus tamaños son indicados a la derecha. Los productos obtenidos por

PCR a partir del RNA total de M. tuberculosis seguido de un paso de transcripción reversa

(RNA+RT) o cuando el paso de transcripción reversa fue omitido (RNA-RT), usando la

combinación de oligonucleótidos indicados arriba de los productos, son mostrados y los tamaños

observados son señalados a la derecha. Marcador de peso molecular (MPM) (|>X174 digerido con

Haelll (carriles í, 6 y 11). El tamaño de los productos obtenidos se muestra a la derecha.
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Figura 20. Análisis de la cotranscripción del mp/83 y ei Rv2874 de M. tuberculosis por medio de

RT-PCR. Los productos de RT-PCR esperados de las diferentes combinaciones de

oligonucleótidos son mostrados como barras en el esquema de arriba y sus tamaños son

indicados a la derecha. Los productos obtenidos por PCR a partir del RNA total de M

tuberculosis seguido de un paso de transcripción reversa (RNA+RT) o cuando el paso de

transcripción reversa fue omitido (RNA-RT), usando la combinación de oligonucleótidos

indicados arriba de los productos, son mostrados y los tamaños observados son señalados a la

derecha. Marcador de peso molecular (MPM) <f>X174 digerido con fíaelll (carriles 1, 4 y 7).

98



99



Las actividades obtenidas con estas construcciones revelaron que en los 195 pb

arriba del codón de inicio del gen Rv2874 (pJD977l) podría estar contenida una secuencia

promotora responsable de la expresión de este gen. Por otra parte, los valores de las

actividades de p-gal obtenidas con estas construcciones fueron bajas en comparación con

eí control positivo (pJD9711) de 1980 veces mayor que el control negativo.

Con el propósito de determinar sí en estas construcciones, ios valores obtenidos se

debieron a la presencia de una región promotora débil o por el contrario, a una expresión

mayor que la cuantifícada pero con la translocación de la P-gal hacia el lado externo de la

membrana celular, debido a la fusión de lacZ con la parte final de la región codificante del

dominio central transmembranal del Rv2874; los sonicados totales de los cultivos de M.

smegmatis transformada con cada uno de los plásmidos pJD9712, pJD9771 y el pJD9711

se utilizaron para detectar la P-gal con un anticuerpo anti P-gal (Roche) por inmunoblot.

Sin embargo, el anticuerpo sólo detecto la p-gal del pJD9711 (figura 22), indicando que las

actividades de p-gal obtenidas fueron debidas principalmente a un nivel bajo de la

expresión de estas construcciones, descartando una expresión mayor a la observada con una

p-gal en la parte exterior de la membrana celular sin actividad.

Por otra parte, para analizar sí las bajas actividades de P-gal podrían también

deberse a que las construcciones expresaron la p-gal en el exterior de la membrana celular;

se construyeron otras tres fusiones traduccionales: el pJD9713, el pJD9714 y el pJD9715

(figuras 5c, 5d y 5e), con tres codones del gen Rv2874 fusionados con lacZ y 280, 598 y

2089 pb arriba del codón de inicio del Rv2874, respectivamente. Las actividades de p-gal

de M. smegmatis mc2155 transformada con estas construcciones también fueron bajas

(figura 21). Estos resultados nos hacen suponer que en M. smegmatis, el gen Rv2874 es

expresado pero a un nivel basal. Además, la actividad expresada por el pJD9715 fue de

10.14 veces con respecto al vector, por lo que con este resultado podríamos suponer que la
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Figura 22. Inmunodetección de p-galactosidasa. La detección de la [i-galactosidasa en las fusiones

traduccionales con lacZ, fue llevada a cabo con un suero anti- p-galactosidasa, en los sonicados totales

de M. smegmatis transformada con los plásmidos pJD9712 (1), pJD9771(2), pJD9711 (3) y pJD9710

(4).
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región 5' adicional de 1.48 kb arriba del Rv2874 contenida en el pJD97!5 y ausente en los

plásmídos pJD97!3 y pJD9714, también contribuyó a elevar la expresión de este gen.

Análisis de la probable región promotora del gen Rv2874 de M. tuberculosis.

El análisis de la secuencia nucleotídíca entre e! mpt83 y el Rv2874 de Ai

tuberculosis, mostró una región -10 probable (GGGCTG) a 91 pb arriba de! codón ATG

de inicio de la traducción del Rv2874, ésta presenta cuatro bases iguales (las cuales se

indican subrayadas) con la región -10 del promotor del antígeno 85A de M. tuberculosis

(CGCCTG) y con la región -10 del promotor ask de M. smegmaüs (ACGCTG) reportadas

por Kremer et al., (1995) y CiríIIo et al., (1994), respectivamente (figura 23). Esta región -

10 probable del Rv2874 también presenta bases idénticas con secuencias promotoras de

Streptomyces como la región —10 del promotor de afsA (Horinouchi et ai, 1989) y del

promotor 2 de vph (Strohl, 1992) {figura 23a). Estos genes frecuentemente no son

expresados en E. coli (Strohl, 1992).

La región -35 probable del Rv2874 presenta solo 2 bases idénticas con la región -

35 de los promotores 85A y ask micobacterianos, y cuatro bases con la región -35 de los

promotores de afsA y vph de Streptomyces (figura 23a).

Por otra parte, también fiie observada una secuencia -35 probable (GCGAACT) a

113-120 pb arriba del codón ATG de inicio de la traducción del Rv2874 que recuerda la

región -35 probable (CGGAACT) propuesta para los genes que codifican los factores

sigma E (Lonetto, 1994; Wei y Beer, 1995; Wu et al., 1997; Manganelli et ai, 2001);

sigma H (Raman et al., 2001) y sigma R (Paget et ai, 1998); así como la región promotora

de algunos genes de M. tuberculosis y Streptomyces inducidos por algunos de estos factores

sigma (sigma E, sigma H y sigma R), en respuesta a condiciones de estrés (figura 23b).
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Una secuencia similar está presente también a 149-157 pb arriba del codón de

inicio GTG de la traducción del gen dípZát E. coli (figura 23b).

Estos factores sigma pertenecen a la famíiia de factores sigma extracitoplásmicos o

ECF (abreviado del ingles extraeitoplasmic sigma factors), que se ha observado que

regulan la expresión génica en respuesta a condiciones ambientales en diversas especies

bacterianas, incluyendo la supervivencia seguida del estrés in vivo (Wu et al., 1997; Jcnsen-

Cain y Quinn et al., 2001). Tres de estos factores sigma identificados en M. tuberculosis

(sigma B, sigma E y sigma H) son "inducidos por estrés a temperatura; además sigma B y

sigma E responden a exposición a SDS y también sigma E y sigma H responden a estrés

oxidativo (Raman et al, 2001; Manganelli et al., 2001)

Caracterización de la probable región -10 localizada en la región reguladora del gen

Rv2S74 de M. tuberculosis por mutagénesis de sitio dirigida y por fusiones

transcripcionales con el gen lacZ estructural útE.coli sin promotor.

Con la finalidad de evaluar si la probable secuencia promotora -10 (GGGCTG)

localizada a 91 pb arriba del codón ATG de inicio de la traducción del Rv2874, conducía la

transcripción de este gen; se construyeron tres plásmidos: el pJD21A, el pJD21B y el

pJD21C; conteniendo el primero, la probable secuencia -10 promotora; el segundo, la

secuencia -10 con cuatro bases modificadas e indicadas con letras más negras (AAGCCA)

y el tercero sin la probable secuencia -10; estas secuencias se fusionaron

transcripcionalmente con el gen reportero lacZ sin promotor, como se describió en

materiales y métodos (figuras 8a y 8b). Los cultivos de M. smegmatis transformada con las

construcciones pJD20B y pJD21A, crecidos a mitad de la fase logarítmica, mostraron un

incremento en la actividad de |3-gal de 33 y 54 veces con respecto al control pJEM15. Por

el contrario, la actividad de p-gal fue dramáticamente reducida cuando la secuencia de la
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región-10 promotora probable fue cambiada (pJD21B) o eliminada (pJD21C) (figura 24).

Estos resultados nos permiten sugerir que esta región contiene una secuencia importante

para la activación del gen Rv2874, la cual podría constituir una secuencia promotora -10

del gen Rv2874.

Análisis de la expresión del probable operón mpt83-Rv2874-mpt70 por medio de

fusiones transcripcionales con el gen lacZestructural de E. coli.

El gen Rv2874 de M. tuberculosis está focalizado entre los genes mpt83 y mpi70,

éstos codifican para proteínas antigénicas, y que son importantes en la respuesta inmune

durante las infecciones con el bacilo de la tuberculosis humana y bovina (Hewinson et al.,

1996). En el genoma de M. tuberculosis se localizan arriba del mpt83 dos genes: el Rv2871

y el Rv2872, los cuales codifican proteínas hipotéticas con funciones desconocidas (figura

1), mientras que hacia abajo del mpi70 está localizado el Rv2876, que codifica una proteína

similar a una isoenzima glutamina sintetasa. Todos estos genes son transcritos en la misma

orientación y podrían estar formando un operón.

Para dilucidar sí la expresión del gen Rv2874 está relacionada con la expresión de

los genes mpt83 y mpt70, diferentes regiones de DNA conteniendo este probable operón,

fueron fusionadas transcripcionalmente con el gen estructural lacZ contenido en el vector

pJEM15, como se describió en materiales y métodos (figuras 6a-d y 7a-d).

La expresión del Rv2874 a partir de un promotor localizado arriba del mpt83 fue

examinada por comparación de las actividades de p-gal del pJD20B con el pJD20A y con

el pJD20C. El incremento en la actividad de p-gal del pJD20A fue dos veces más alta que

la observada con el pJD20B y con el pJD20C, lo cual sugiere la presencia de una o más

secuencias promotoras localizadas arriba del mpt83 (figura 24). Para explorar esta

posibilidad, se realizaron construcciones con diferentes eliminaciones del extremo 5'con
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respecto al mpl83 y posteriormente las actividades de p-gal fueron evaluadas. Las

actividades de p-gal disminuyeron pero no se abolieron: el pJD201 generó una actividad de

P-gal 73 veces mayor que el control negativo, el pJD21F y e! pJD2IG, de 21 veces con

respecto al control negativo; el pJD2IH y el pJD20G, de 16 veces y el pJD20H de 12

veces, las cuales concuerdan con la presencia de secuencias promotoras arriba del Rv2871,

Rv2872, y mpt83, e incluso abajo del mp(83 (figura 24). El efecto de estos probables

promotores sobre la expresión del Rv2874 fue también evaluada con las construcciones

pJD21I, pJD21J y pJD21K. Las actividades de P-gal obtenidas fueron menores a las

obtenidas con el pJD20A, indicando la existencia de un promotor localizado arriba de!

Rv2871 (figura 24).

Por otra parte, no se detectó actividad de P-gal con la construcción pJD20D (figura

24), la cual contiene 1110 pb arriba del codóh de inicio de la traducción del mpÜO y 83 pb

de su región codificante. Este resultado se correlacionó con la expresión no detectabíe del

mpl70 en M. smegmatis conteniendo un fragmento de DNA de M. tuberculosis con el.

mpt70 y una región 5' similar a la evaluada en esta construcción (Hewinson et al., 1996);

además apoya la idea de que estos genes podrían conformar una unidad transcripcional.

La influencia del probable promotor localizado arriba del Rv2871 sobre la

expresión del mpí70 fue también evaluada con las construcciones pJD20E y pJD20F, las

cuales mostraron una dramática disminución en las actividades de P-gal (figura 24). Ambas

construcciones tienen en común el gen completo Rv2874. Sin embargo, este efecto sobre

[as actividades de p-gal no fue observado con los plásmidos pJD20B y pJD20A, los cuales

contienen solo 264 pb de la secuencia codificante del Rv2874. Esta observación nos hizo

suponer que la disminución de la actividad de p-gal en estas construcciones (pJD20E y

pJD20F), pudo ser debido a una secuencia localizada hacía abajo del sitio £co47üi de la

región codificante del Rv2874, aún no identificada, la cual podría ejercer directa o
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indirectamente, un efecto inhibitorio sobre la expresión del Rv2874 y también sobre et

probable operón.

Con la finalidad de evaluar esta posibilidad, la secuencia de DNA de esta región fue

clonada en sentido invertido en la construcción pJD2ID. La actividad de f3-gal en esta

construcción fue incrementada tres veces con respedíb a !a actividad producida por e!

pJD20E (figura 24). Sin embargo, el nivel de actividad de ¡3-gal obtenido no alcanzo e[

mismo nivel del pJD20A. Una posible explicación a este resultado podría ser, que la

probable secuencia de DNA responsable del efecto inhibitorio de la expresión del Rv2874,

aún en sentido invertido, siguió afectando (en menor grado) la expresión de este gen.

Interesantemente, en la construcción pJD21E con 90 pb más hacia abajo del sitio £co47111

de la región codificante del Rv2874, fueron suficientes para disminuir la actividad de p-gal

a un 25% con respecto a la expresión obtenida con el pJD20A (figura 24).

Los reducidos niveles de expresión de los genes mpt83 y mptlO de M. tuberculosis

H37Rv (Harboe y Nagai, 1984; Hewinson et al., 1996), se correlacionan con la actividad de

P-gal observada con el pJD20E y con el esfuerzo infructuoso de inmunodetectar la

proteína codificada por el Rv2874 con el suero policlonal de ratón dirigido contra el

dominio C-terminal recombinante codificado por el Rv2874, en los extractos sonicados y

fracciones de membrana de M. tuberculosis, M. bovis BCG y M. smegmatis transformada

con las construcciones conteniendo el gen Rv2874. Estos resultados nos permitieron

suponer que, el gen Rv2874 podría estar regulando tanto su expresión como la del probable

operón mpt83-Kv2874-mpt70, por medio de un mecanismo aún no establecido, el cual

involucra la región codificante del Rv2874, localizada hacia abajo del sitio Eco47lU.
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Análisis de la cotranscripción del gen Rv2874 con el gen mp(83 por RT-PCR.

La cotranscripción del mpt83 y el Rv2874 se analizó por RT-PCR con el RNA de

M. tuberculosis H37Rv, pero debido a ¡a dificultad en la obtención de los productos de las

reacciones de RT-PCR, debido a la baja concentración del RNAm de estos genes; se

decidió llevar a cabo el análisis del arreglo de estos genes en una unidad transcripcional,

con el RNA total de M. smegmatis transformada con algunas de las construcciones.

Usando una combinación de varios oligonucleótidos iniciadores comprendiendo

diferentes regiones del probable operón (figura 25a), los productos de RT-PCR de los

tamaños esperados fueron obtenidos con el RNA del pJD20A. Los fragmentos amplificados

de 1279 pb, 1186 pb, 942 pb, 874 pb, 390 pb, 212 pb y 184 pb fueron obtenidos con los

pares de oligonucleótidos MT18-MT16, MT11-MT10, MTU-MTD, MTI8-MTC, MT11-

MT16, MT9-MT10 y MTB-MTC, respectivamente (figura 25b y 25c). Estos resultados

sugirieron que los genes Rv287I, Rv2872, mpt83 y Rv2874 forman parte de un operón y

que el RNA mensajero se inició arriba del Rv287I, lo cual también fue determinado por la

falta de amplificación del fragmento de 1140 pb esperado con los oügonucleótidos MTA-

MTC.

Por otra parte, para evaluar la posibilidad de elementos promotores adicionales

dentro del probable operón, las reacciones de RT-PCR fueron llevadas a cabo con el RNA

total de M. smegmatis transformada con el pJD21F y el pJD2lH, usando los pares de

oiiginucleótidos MTB-MTC, MT11-MT16 y MTB-MT16. Los productos de RT-PCR

esperados de 184 pb con el par MTB-MTC, de 390 pb con el par MT11-MT16 y de 580 pb

con el par MTB-MT16 fueron amplificados con el RNA total de M. smegmatis

transformada con el pJD21F, mientras que solo el producto de RT-PCR de 390 pb con el

par MT11-MTI6 fue amplificado con el RNA de M. smegmatis albergando el pJD21H

(figura 25d y 25e). Estas observaciones apoyan la existencia de regiones promotoras
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localizadas arriba del Rv2874 como se observó con las fusiones traduccionales y

transcripcionales. Además estos resultados también apoyan la idea de que los genes mpí83-

Rv2$74-mp/70 son parte de un operón, localizándose una región promotora arriba del

Rv287l. Este supuesto operón también contiene promotores internos, los cuales podrían

estar regulando en condiciones específicas la transcripción diferencial de estos genes.
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Figura 25. (a) Esquema de los productos de PCR obtenidos por RT-PCR. Los productos
obtenidos son indicados con líneas sólidas y los no amplificados son indicados por una línea
discontinúa, (b y c) Productos obtenidos por PCR a partir del RNA total de M. smegmaüs
transformada con el pJD20A y seguido de un paso de transcripción reversa (RNA+RT) o cuando
el paso de transcripción reversa fue omitido (RNA-RT). Productos obtenidos por PCR a partir
del RNA total de M. smegmaüs transformada con el pJD21F (d) o el pJD21H (e); solo se
muestran los productos obtenidos con el paso anterior de transcripción reversa (RNA+RT). Los
pares de oligonucleótidos son mostrados arriba de los productos y sus tamaños son indicados a la
derecha. (MPM) marcador de peso molecular de 100 pb ( XIV de Roche).
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DISCUSIÓN

Los genes mpí83 y mpt70 codifican para proteínas antigénicas expresadas a bajos

niveles en M. tuberculosis (Harboe y Nagai et al., 1984; Hewinson et al., 1996). La

expresión de estas proteínas en M. tuberculosis ha sido confirmada indirectamente por el

uso de un suero policlonal de ratones infectados con M. tuberculosis H37Rv viva, el cual

reconoció por inmunoblot las proteínas homologas MPB83 y MPB70 en usados de M.

bovis y M. bovis BCG Tokio, cepas que tienen una alta expresión de ambas proteínas. Sin

embargo este suero policlonal no permitió identificar estas proteínas en los usados de M.

tuberculosis H37Rv (Hewinson et al., 1996). Estos resultados son indicativos de que ambas

proteínas en M. tuberculosis crecida in vivo son expresadas y son inmunogénicas.

En el presente trabajo, observamos la expresión del mpt83 y deí Rv2874 en M.

tuberculosis crecida in vitro por RT-PCR. Sin embargo, no fue posible detectar la proteína

hipotética de 72 kDa codificada por el Rv2874, en inmunoblot con un suero policlonal de

ratón dirigido contra la proteína recombinante correspondiente al dominio C-terminal

hidrofílico en sonicados totales y fracciones de membranas celulares de M. tuberculosis y

M. bovis BCG crecidas in vitro, además, no se pudo detectar en los cultivos de M.

smegmatis transformada con este gen.

Estas observaciones se correlacionan con los bajos niveles de expresión del

Rv2874, determinados por las actividades de p-gal que produjeron las fusiones del locus

conteniendo este gen con el gen reportero lacZ.. Además, estas observaciones también

apoyan la idea de que este gen es transcrito en M. tuberculosis in vitro a bajos niveles como

el mpt83 y el mpt70, y los productos proteicos que codifican estos genes, por (o general no

son detectados en los inmunoblot de sonicados totales de la mayoría de los aislados de M.
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tuberculosis, con un antisuero específico conlra M. tuberculosis o con un antisuero

dirigido contra la MPB83 y la MPB70 (Hewinson el ai, ¡996).

El gen Rv2874 de M. tuberculosis está flanqueado por ¡os genes mpt83 y mptlQ y se

ha propuesto que estos genes podrían estar formando parte de un operón.

Previamente se había considerado que el mpt70 podría estar formando parte de un

operón junto con el mpt83 debido a las siguientes observaciones: I) el mpt83 está

localizado a 2.4 kb arriba del mpt70 y ambos genes son transcritos en ía misma dirección,

2) la región reguladora del mpb?0 de subcepas de M. bovis BCG altas y bajas productoras

de esta proteína, descritas por Matsuo et al., 1995, y de M. tuberculosis descrita por

Matsumoto et al., 1995, son idénticas, 3) las cepas de M. bovis virulenta y M. bovis BCG

que producen altos niveles de MPB70 también expresan altos niveles de MPB83, 4) la

región 5'arriba del mpt70 de 0.8 kb que contiene la región reguladora homologa a la del

mpb70 descrita por Matsuo et al., 1995, no condujo la expresión del mpt70 en M.

smegmatis, cuando esta secuencia nucleotídica fue subclonada en un vector lanzadera e

introducida a esta micobacteria (Hewinson et al., 1996).

Nuestras observaciones con respecto a la cotranscripción del mpt83 y el Rv2874 de

M. tuberculosis, son similares a estos reportes previos, en donde se sugiere que estos genes

están organizados en un operón. De acuerdo con los resultados obtenidos por RT-PCR y

correlacionados con las actividades de p-gal obtenidas con las diferentes fusiones con lacZ

analizadas; el probable operón podría estar constituido por los genes Rv2871-Rv2872-

mpt83-R\2874-mpt70.

Los diferentes segmentos de DNA amplificados en las reacciones de RT-PCR,

llevadas a cabo con el RNA total obtenido de M. smegmatis transformada con este locus

(pJD20A), abarcaron desde el gen Rv2873 hasta el Rv2874, sugiriendo que el RNA

mensajero de estos genes podría estar formando una unidad transcripcional. Sin embargo,

17



en este trabajo, la expresión del mptlO no fue observada en las fusiones con lacZ, pero la

integración de este gen en este probable operón, no puede descartarse. El efecto inhibitorio

de ía expresión del Rv2874 observada con la fusión lacZ (pJD2!E), también podría

haberse extendido hasta el mpt70, pues en la construcción pJD20E, la actividad de lacZ fue

reducida drásticamente. Además, la actividad de lacZ obtenida con el pJD20D, mostró que

la secuencia arriba del mpt70 contenida en esta construcción, tampoco activó la

transcripción de este gen en M. smegmatis. Esta observación concuerda con la detección de

la proteína MPT70 con un anticuerpo monoclonal dirigido contra ésta, en M. smegmatis

transformada con un cósmído conteniendo al mpt83 y al mpt70 y no con una construcción

conteniendo solo al mptlO, como en el pJD20D (Hewinson et al., 1996). Así, la activación

de este gen podría darse también como miembro de este probable operón.

Hacia abajo del mptlO se localiza el gen Rv2876, el cual codifica para una proteína

de 104 aminoácidos con similitud a glutamina sintetasas. Aún no se ha determinado sí este

gen también pudiera formar parte de este probable operón.

Sí el Rv2874 de M. tuberculosis está formando parte de un operón con el mpi83 y eí

mpt70, una expresión constitutiva basal de este probable operón en M. tuberculosis y

subcepas de M. bovis BCG con producción baja de MPB83 y MPB70, puede ser el

resultado de la transcripción conducida desde el promotor del operón y del promotor

localizado arriba del Rv2874. En cambio, en M. bovis y en las subcepas de BCG con alta

producción de las proteínas MPB83 y MPB70; un mecanismo por el cual, la transcripción

de este operón seria incrementada para producir altos niveles de estas proteínas, podría ser

que en estas subcepas existiera un regulador positivo de la transcripción de este operón, o

que este hipotético activador transcripcional solo fuera activo en estas subcepas de M. bovis

BCG.
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Interesantemente, una diferencia importante entre las subcepas de M. bovis BCG

Pasteur, Glaxo, Tice, Copenhague y Praga (con producción baja de las proteínas MPB83 y

MPB70) y las subcepas de M. bovis BCG Tokyo, Brazil, Rusia, Suiza y Moreau (con

producción alta de estas proteínas); es el fragmento genómico RD2 presente en las

subcepas con alta producción de MPB83 y MPB70 y eliminado en las subcepas con baja

producción. Este fragmento abarca los genes del Rvl978 al Rvl988, y entre estos está el

gen Rv 1985c, el cual codifica para un probable regulador transcripcional que presenta

homología con el gen lysR (Behr el al., 1999). Sí el gen RvI985c está relacionado con la

expresión diferencial de los genes mpb83 y mpblO entre estos dos grupos de subcepas de

M. bovis BCG, y sí en M. tuberculosis este gen Rvl985 también está desempeñando un

papel en la expresión del probable operón con los genes mpt83 y mp(70, es importante que

en un futuro esto sea investigado.

Por otro lado, sí el gen Rv2874 está formando parte de un operón junto con los

genes mpí83 y mpt70, en M. bovis virulenta y en subcepas de M. bovis BCG avirulentas

que producen altos niveles de MPB83 y MPB70; la expresión de la proteína codificada por

el gen Rv2874, probablemente debe ser regulada. Porque una producción alta de la proteína

hipotética codificada por el Rv2874 de M. tuberculosis, podría tener un efecto citotóxico

sobre la célula bacteriana debido a su asociación con la membrana.

En este trabajo se observó un efecto citotóxico en los cultivos de E. coli que

expresan una proteína truncada recombmahte correspondiente al dominio central

transmembranal y el dominio N-terminal hidrofílico de la proteína codificada por el

Rv2874, bajo un promotor ¡nducible por IPTG. Un efecto similar se observó cuando la

proteína DipZ de E. coli fue expresada en un vector con alto número de copias (Beck eí al.,

1994). La expresión del gen Rv2874 podría ser regulada por un mecanismo que implica a

la región codificante del Rv2874 (localizada hacia abajo del sitio Eco41lU), la cual podría
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contener una secuencia aún no identificada, que en sí misma podría constituir un represor o

unir un represor.

Por otro lado, si la sobre-expresión de ios genes mpb83 y mpb70 en ias subcepas de

M bovis BCG con alta producción de las proteínas MPB83 y MPB70, no es debida a la

acción de un activador transcripcional sobre el probable operón que los contiene, y la

transcripción desde el probable promotor de este operón es únicamente basal, entonces otro

mecanismo que podría estar implicado en ¡a expresión diferencial de estos genes, podría ser

a través de holoenzimas de la RNA polimerasa con factores sigma alternativos, solo

presentes o activados en ¡as subcepas con producción alta de MPB83 y MPB70, los cuales

incrementarían el nivel de la transcripción de secuencias promotoras arriba del mpb83 y del

mpb70.

El hecho de que la secuencia nucleotídica entre los genes mpí83-mpí70 y mpb83-

mpb70 es idéntica, excepto por una substitución nucleótidica de C por G en la posición

204 arriba del mpt83, y la inclusión de una C a 24 pb arriba del codón de inicio del mpt83

(Hewinson et al, 1996), podría descartar la posibilidad de la expresión diferencial debida a

diferencias en las regiones reguladoras localizadas arriba de estos genes.

Por otra parte, la expresión diferencial de estos genes en ambos grupos de subcepas

de M. bovis BCG, podría deberse a la acción de un activador transcripcional o factores

sigma alternativos, únicamente presentes en las cepas con producción alta de la MPB83 y

MPB70. Por ejemplo, el hecho de que los sitios de inicio de la transcripción del mpb70

fueran detectados, por medio de la extensión de ¡os olígonucleótidos iniciadores arriba de

este gen en M. bovis BCG Tokio y no en M. bovis BCG Pasteur (Matsuo el al., 1995),

podría indicar que la activación de factores sigma alternativos dirigen la transcripción de

este gen solo en M. bovis Tokyo. Secuencias promotoras arriba de los genes dentro de un

operón que juegan un papel en su regulación no coordinada han sido descritos. Por
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ejemplo, la expresión del operón rpsíI-dnaG-rpoD en E. coli crecida a 30°C, es dirigida

desde dos promotores Pl y P2 dependientes de sigina 70, locaiizados arriba del operón

(rpsU-dnaG-rpoD), pero durante un estrés por calor, !a transcripción de rpoD es conducida

desde un promotor dependiente de sigma 32 arriba del gen rpoD (Lupski y Godson, 1984).

El operón gal de Slrepiomyces (galT-galE-glK) también es transcrito por dos promotores

los cuales son reconocidos por diferentes holoenzimas RNA polimerasas. La transcripción

desde el promotor gal P! localizado arriba de galT es inducido por glucosa y galactosa,

pero la transcripción desde el promotor gal P2 arriba de galE es constitutiva (Mattern et al.,

1993).

La posibilidad de la existencia de promotores dentro del probable operón, fue

observada por medio de las fusiones transcripcionales con lacZ y por medio de las

reacciones de RT-PCR. Los resultados obtenidos sugirieron la presencia de promotores

arriba del Rv2872, del mpt83 y hacia debajo de esta última secuencia aparte de fa probable

región -10 del Rv2874.

Puesto que la región reguladora arriba del mpí70, es idéntica a la del mpb70, esta

podría contener una secuencia promotora como la descrita por Matsuo et al., (1995a) en el

mpb70, la cual solo activó la transcripción de este gen en M. bovis BCG Tokio, pero no en

M. bovis BCG. De esta manera, sí las secuencias promotoras sugeridas arriba del Rv2872,

del mpb83, del Rv2874 y del mpb70 son dependientes de factores sigma alternativos, solo

activos en las subcepas de M. bovis BCG con alta producción de MPB83 y MPB70, sería

muy interesante determinarlo en un futuro.

Un factor sigma alternativo también podría estar involucrado en la activación de la

expresión del gen Rv2874. En este trabajo nosotros identificamos una secuencia localizada

a 113 pb hacia arriba del codón de inicio del gen Rv2874, la cual recuerda la región -35

consenso reconocida por factores sigma E, B y H de M tuberculosis y sigma R de
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Streptomyces coelicolor A3(2); lo cual nos permite suponer que este gen podría ser

inducido por señales de estrés ambiental como los genes regulados por estos factores

sigma. Durante el crecimiento de M. tuberculosis in vivo, diversos factores de estrés

ambiental como el pH, la temperatura, especies reactivas de oxígeno y nitrógeno y otras

condiciones de estrés encontradas en el medio interno del huésped (macrófago), pueden

inducir la activación de factores sigma alternativos como sigma E, B y H.

En M. smegmatis el factor sigma E regula la transcripción de genes implicados en

diversas respuestas al estrés in vivo (Wu et al., ¡997). La expresión de! factor sigma E de

M. tuberculosis es activada cuando M. tuberculosis está invadiendo macrófagos y es

inducida in vitro por exposición a estrés oxidativo y por exposición a SDS, por lo que

sigma E puede estar implicado en la patogénesis de esta bacteria (Jensen-Cain y Quinn,

2001 ;Manganellifi/írf., 2001).

Además, se ha propuesto que una señal que induce la expresión del factor sigma E

de E. coli, es dada por un exceso o un plegamiento anormal de proteínas de membrana

externa en el espacio periplásmico o en la membrana externa (Mecsas et al., 1993). La

micobacteria carece de un espacio periplásmico, por lo que se ha propuesto que el factor

sigma E juega un papel similar posiblemente respondiendo a la conformación y número de

proteínas asociadas a la membrana (Wu et al., 1997). Así, una elevación en la expresión del

Rv2874 podría ser dirigida por el probable promotor dependiente del factor sigma E,

localizado arriba del Rv2874 y al mismo tiempo, el número apropiado de la proteína

codificada por el Rv2874 con la conformación correcta asociada en la membrana también

sería regulado por una proteasa homologa a DegP de E. coli, posiblemente HtrA de M.

tuberculosis, la cual es expresada por un promotor también dependiente de sigma E.
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El gen htrA y sigE de M. tuberculosis están contenidos dentro del mismo operón.

Debido a este panorama, sería interesante determinar sí e! factor sigma E activa ía

transcripción del Rv2874 in vilro y cuando M. tuberculosis está infectando macrófagos.

Por otra parte, se ha descrito que el factor sigma alternativo H de M. tuberculosis y

homólogo al factor sigma Rde S. coelicolor A3 (2) (Paget et al., 2001), regula la respuesta

al estrés oxidativo y por calor, regulando también la inducción de la expresión del factor

sigma E y sigma B (Raman et al., 2001). Por lo que, se ha propuesto que el factor sigma H

tiene un papel importante en la patogénesis de M. tuberculosis, debido a que desempeña un

papel central en las respuestas a! estrés oxidativo y por calor (Raman et al., 2001). Entre

las respuestas al estrés oxidativo, está la inducción del operón trxBA de M. tuberculosis y S

coelicolor A3(2), los cuales son inducidos por los factores sigma H y R respectivamente

(Raman et al., 2001; Paget et al., 1998).

Sí la probable secuencia promotora arriba del gen Rv2874 que recuerda los

promotores dependientes de sigma E, B y H, es activada por sigma H en respuesta al estrés

oxidativo, también debe ser investigada. La proteína codificada por el Rv2874, podría

desempeñar una función similar a las proteínas DipZ de otras bacterias, transfiriendo el

poder reductor del citoplasma hacia el exterior de la célula a sistemas que lo requieren

como la síntesis del citocromo c, y participando de esta manera con el sistema de

tioredoxinas de Ai tuberculosis y M. bovis BCG, por lo que también habría la posibilidad

de que el factor sigma H pudiera estar regulando la expresión del gen Rv2874 en

respuesta a estrés oxidativo.

Por otro lado, es probable la implicación del Rv2874 de M. tuberculosis en la

biogénesis del citocromo c, como se ha descrito para la proteína DipZ de E. coli y P.

(¡eruginosa (Crooke y Colé, 1995; Page et al, 1997). La proteína hipotética codificada por
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el Rv2874 como las proteínas DipZ de E. col i y P. aemginosa, contiene un dominio central

transmembranal homólogo a la protema CcdA de B. subtili.s, e¡ cual es requerido para la

biogénesis del citocromo tipo c; y un dominio C-tcrminal hidrofíiico con un motivo de

disulfuro isomerasa/tioredoxina.

El dominio transmembranal en la proteína codificada por el Rv2874 presenta las

cisteinas conservadas en las hélices a transmembranales a y d, las cuales son observadas en

fas proteínas DipZ y CcdA. Se ha propuesto que estas cisteinas en el dominio de la proteína

integrado a la membrana, podrían formar un puente disulfuro, el cual podría ser reducido

por una tioredoxina del citoplasma, y luego ser rcoxidado por !a interacción con el sitio

activo de tioredoxina en el dominio C-termínal hidrofíiico de la proteina ( Page et al.,

1997), en una forma similar como las proteínas CcdA y sus tioredoxínas periplasmicas

asociadas se considera que actúan, transfiriendo el poder reductor del citoplasma al

periplasma (Schiott et al., 1997). El hecho de que la proteína DipZ de E. coli también está

implicada en la transferencia de poder reductor del citoplasma al periplasma, en la

oxidoreducción de puentes disulfuro de compuestos implicados en la biogénesis del

citocromo c (Crooke y Colé, 1995 ) apoya la analogía entre esta clase de proteínas.

En M. tuberculosis no hay un espacio periplásmico, pero en el lado extemo de la

membrana celular existen proteínas asociadas a ésta por una molécula de lípido. Estas

proteínas de íos organismos Gram-positivos pueden ser los equivalentes funcionales de las

proteínas periplasmicas de Gram-negativos y llevar a cabo procesos similares. Desde este

punto de vista, la proteína codificada por el Rv2874 de M. tuberculosis podría estar

implicada en la transferencia de poder reductor del citoplasma al lado externo de la

membrana citoplásmica, para la biogénesis del citocromo, como se ha propuesto para las

proteínas DipZ. Este proceso necesita que el motivo CXYCH del apocitocromo c, en el
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lado externo de la membrana celular, sea reducido antes de unirse con el grupo hemo y en

este paso está involucrada la proteína DipZ.

Considerando lo anterior, nosotros analizamos si el dominio C-terminal hidrofílico

de la proteína codificada por el Rv2874 de M. tuberculosis presentaba una actividad de

tioredoxina. Para este propósito, el dominio C-terminal hidrofllico recombinente de 36/40

kDa (H¡s-Rv2874Ql), conteniendo el motivo de tioredoxina, con un tallo de polihistidina

en la región N-terminal fue expresado, purificado por cromatografía de inmunoafinidad y

usado en el ensayo de reducción de insulina.

En este ensayo, los puente disulfuro intermoleculares entre las cadenas A y B que

forman la insulina, son reducidos por una tioredoxina y forman un precipitado, el cual es

detectado por un incremento de absorbancia a 650 nm. La actividad dísulfuro reductasa no

fue detectada con la proteína recombinante HÍs-Rv2874Ctl de 36/40 kDa en contraste con

la tioredoxina de E. coli, la cual fue capaz de reducir las subunidades de insulina como se

ha reportado previamente (Holmgren, 1979).

En este trabajo, la concentración del dominio C-terminal recombinante His-

Rv2874C,l de 36/40 kDa de la proteína codificada por el Rv2874, fue similar a la

tioredoxina de E. coli (1 fiM). No se pudieron utilizar concentraciones mayores de la

proteína recombinante de 36/40 kDa debido a que esta proteína cuando se expresa forma

cuerpos de inclusión, obteniéndose solo una pequeña cantidad de proteína recombinante

soluble en el citoplasma.

Aunado a esto, debido a la necesidad de conservar la conformación nativa de la

proteína requerida para el ensayo de insulina, ésta fue purificada por cromatografía de

inmunoafinidad y no de los cuerpos de inclusión debido a que las sustancias químicas

empleadas en este proceso, no preservan la conformación nativa de la proteína.
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En un futuro, será importante determinar si un incremento en la concentración del

dominio C-tcrminal recombinante de 36/40kDa podría catalizar la reducción de la insulina

por DDT como la tioredoxina de E. coíi.

La proteína TlpA de B. japonicum requirió una concentración treinta veces más alta

que la tioredoxina de E. coli para demostrar actividad de tioredoxina en el ensayo de

reducción de insulina (Rossmann et ai, 1997).

Por otro lado, las proteínas como HelX y CcÍ2 de R. capsúlalas, ambas con un

motivo de tioredoxina y localizadas en el periplasma, cuando fueron sobre-expresadas y

probadas en el ensayo de reducción de insulina, no redujeron los puentes disulfuro de la

insulina (Monika et al, 1997). Sin embargo, a pesar de la falta de actividad de estas

proteínas con la insulina in vitro, HelX purificada redujo a Ccl2 y Ccl2 reducida fue

subsecuentemente oxidada por el péptido del apocitocromo c que contiene el motivo

CXYCH (Monika et al., 1997). Estos resultados indicaron que los grupos disulfuro

presentes en ambas proteínas son reactivos y que forman una vía de tioreducción específica

para el apocitocromo c (Monika et al,, 1997). Sí el dominio C-terminal recombínate de

36/40 kDa de la proteína codificada por el Rv2874 no redujo los puentes disulfuro

intermoleculares entre las cadenas de insulina debido a que no actúa como una tioredoxina

general y requiere como HelX su sustrato específico Ccl2, aún debe ser determinado.

Las proteínas de membrana CcdA asociadas a proteínas tioredoxinas como se

mencionó anteriormente, recuerda dos dominios de la proteína codificada por el Rv2874, el

dominio central transmembranal altamente hidrofóbico y el dominio C-terminal hidrofílico

probablemente orientado hacia el periplasma y conteniendo un motivo de disulfuro

isomerasa/tioredoxina. Estas observaciones sugieren que las proteínas DipZ, podrían llevar

a cabo funciones similares a las proteínas CcdA/tioredoxina asociada in vivo (Page et a!.,

1997). Esto explica el hecho de que en bacterias con ausencia del gen ccdA en su genoma
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como E. coli, la proteína DipZ de E. coli es esencial para la biogénesis del cítocromo c, en

contraste con la proteína DipZ de P. aeroginosa en ia que su ausencia funcional puede ser

compensada por la actividad de !a proteína CcdA y su proteina tioredoxina asociada (Page,

et al., 1997. Sí en Ai tuberculosis, la ausencia de funcionalidad de la proteína codificada

por el Rv2874, podría ser compensada por la proteína CcdA de M. tuberculosis y su

tioredoxina asociada, también debe ser determinado en un futuro.

Adicionaímentc, la posibilidad de que la proteína codificada por el Rv2874 de M.

tuberculosis este implicada en funciones relacionadas con las proteínas MPT83 y MPT70

debe ser considerada, debido a que los genes que están formando parte de un operón por lo

general tienen funciones relacionadas. El MPT83 y el MPT70 son proteínas distintas pero

con alta homología (63 % de identidad a nivel de aminoácidos). Aunque el MPT83 y el

MPT70 son expresados a bajos niveles en M. tuberculosis, ambas proteínas son

inmunogénicas (Hewinson et a!., 1996).

La proteína MPT83 madura en contraste con la MPT70 tiene un motivo consenso

típico de lipoproteínas y un inserto único de 35 aminoácidos en su región amino terminal

con un sitio de probable de glicosilación (Hewinson et al., 1996). Así la forma de 26 kDa

de MPT83 es una lipoproteína expuesta en la superficie y la MPT70 es una proteína no

glicosilada de 22 kDa. Ambas proteínas presentan homología de secuencia de aminoácidos

con el factor 2 específico de osteoblastos (OSF-2), el cual es una glicoproteína de

superficie celular dimérica selectivamente expresada en el hueso y el tejido pulmonar y que

actúa como una molécula de adhesión celular (Takeshita et al., 1993).

Se ha propuesto que las proteínas MPT83 y MPT70 están implicadas en el

tropismo de micobacterias al hueso (Matsumoto et al., 1995; Ulstrup et al., 1995), y

debido a que la MPT83 es adiada a la superficie celular, esta proteína podría actuar como
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un ligando para la adhesión al hueso, mientras que !a MPT70 podría modificar las

funciones metabóíicas de la célula huésped (Hewinson el al., 1996).

También se ha propuesto que estructuras de anillo de las moléculas MPT70 y

MPT83 son formadas por uniones disulfuro internas (Wiker et al., 1998). Las estructuras

de anillo del MPT70 y del MPT83 podrían ser importantes para llevara cabo sus funciones

y la proteína codificada por ei Rv2874 podría estar jugando un papel en la formación de

estos puentes disulfuro. En el futuro, será necesario plantear experimentos genéticos y

bioquímicos para evaluar la viabilidad de estas ideas.
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CONCLUSIONES

En este trabajo se observó que el gen Rv2874 de M. tuberculosis solo se encuentra

en el genoma de esta bacteria y en el de M. bovis BCG.

La proteína codificada por el Rv2874 de H. tuberculosis presenta similitud con las

proteínas DipZ y podría desempeñar una función análoga a estas proteínas.

La proteína nativa codificada por el Rv2874 no pudo ser detectada en los sonicados

totales, filtrados de cultivo o fracciones de membrana de M. tuberculosis o M. bovis BCG

Pasteur.

La región C-terminal recombinante de la proteína codificada por el Rv2874 (His-

Rv2874Ctl de 36/40 kDa), tampoco fue reconocida por los sueros de pacientes con

tuberculosis pulmonar, sugiriendo este resultado que la proteína nativa podría no ser

inmunogénica.

La proteína recombinante (His-Rv2874Ctl), conteniendo el motivo de disulfuro

isomerasas/tioredoxinas, no presentó actividad de tioredoxina.

La transcripción del gen Rv2874 de M. tuberculosis se observó junto con la

cotranscripción del gen mpt83.

La expresión del gen Rv2874 de M. tuberculosis en M. smegmatis se detectó con

195 pb de la región 5' arriba del codón de. inicio del Rv2874, incrementándose al doble

cuando se incluyeron 2.08 kb de la región 5'arriba de este gen. También se observó la

cotranscripción del gen mpt83 con el gen Rv2874.

Una secuencia similar a la región -10 de promotores de algunos genes de

micobacteria y estreptomycetos fue localizada a 91 pb arriba del codón de inicio del
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Rv2874. Mutaciones introducidas en esta región disminuyeron drásticamente la expresión

de este gen.

Se identificó una secuencia (GCGAACT) localizada a 112 pb arriba del codón de

inicio del gen Rv2874, la cual muestra analogía con la secuencia de la región -35 de

promotores dependientes de factores sigma E y H de Ai tuberculosis y sigma R de S.

coelicolor.

La inclusión de la región codificante del gen Rv2874 localizada hacia abajo del sitio

EcoAllll (pJD20E, pJD20F, pJD21D y pJD21E), ocasionó la disminución drástica de la

expresión. Esta región podría ejercer un efecto regulador en la expresión del gen Rv2874 y

probablemente en la expresión de los genes de este locus.

Eliminaciones en ía región 5' arriba del locus Rv2871-Rv2872-mp/SJ-Rv2874-

mpt70, y en la región 5'arriba de algunos de estos genes, nos permitieron elucidar la

probable existencia de regiones promotoras arriba del Rv2871, del Rv2872, del mpt83, y

otra hacia abajo del mp(83.

Los genes Rv2871, Rv2872, mpl83 y Rv2874, podrían conformar una unidad

trascripcional y por lo tanto formar un operón como nos lo sugieren los resultados

obtenidos por RT-PCR.
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PERSPECTIVAS

En este trabajo analizamos la expresión de los genes Rv2871, Rv2872, mpt83,

Rv2874 y mpí70 de M. tuberculosis, por medio de fusiones traduccionales y

transcrípcionales con el gen reportero lacZ de E. coli, evaluando la actividad de (3-gai en M.

smegmatis transformada independientemente con cada una de estas fusiones y a través de

reacciones de RT-PCR con el RNA total obtenido de Ai smegmatis transformada con

algunas de estas fusiones transcripcionales.

Los resultados observados nos permiten sugerir que estos genes podrían estar

conformando un operón, proponiendo además la posibilidad de que en éste, existan

promotores arriba de los genes que lo constituyen.

Para analizar la expresión diferencial de los genes que codifican las proteínas

MPB83 y MPB70; una subcepa de M. bovis BCG con alta producción de estas proteínas y

otra con baja producción, podrían ser transformadas con las fusiones traduccionales y

transcripcionales generadas en este trabajo y mediante la cuantificación de la P-gal, se

podrían determinar las diferencias en cuanto a la expresión en estos dos grupos de

subcepas. Sí se observara una expresión elevada de estas fusiones en el grupo de alta

producción de MPB83 y MPB70, podría obtenerse una cantidad de RNA suficiente para

realizar experimentos de Northern blot y determinar, sí efectivamente este conjunto de

genes forman un operón. Una vez que se determine si hay una sola unidad transcripcional o

varios transcritos, también podría hacerse con una suficiente cantidad de RNA,

experimentos de extensión de oligonucleótidos complementarios al RNA mensajero y
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determinar los posibles sitios de inicio de la transcripción y dilucidar las posibles

secuencias promotoras responsables de la transcripción.

Los resultados que se obtengan en los esludios propuestos anteriormente, nos

permitirían discernir, sí la expresión diferencial de este probable operón, en estos dos

grupos de subcepas de M. bovis BCG, es ocasionada por elementos intrínsecos de la

secuencia del probable operón (elementos en cis) o por factores (elementos en trans) como

activadores transcripcionales o factores sigma alternativos, presentes o activos soío en el

grupo de subcepas de M. bovis BCG con alta producción de las proteínas MPB83 y

MPB70.

La participación de factores sigma alternativos en la transcripción del probable

operón sugerido en este trabajo o de los genes que lo estarían constituyendo, podría

abordarse, por medio de la determinación de la actividad de la P-gal generada por la

expresión de las fusiones traduccionales y transcripcionales de diferentes regiones de este •

operón con el gen lacZ, en M. smegmatis, en M. tuberculosis y M. bovis BCG (alta

productora) electroporadas con estas fusiones y sometidas a diferentes condiciones de

estrés como choque térmico, exposición a SDS y estrés oxidativo; o cuando M. tuberculosis

y M, bovis BCG están replicándose en macrófagos.

Por otro lado, para determinar sí la expresión del gen Rv2874 es dependiente de

algún factor sigma alternativo (E, B o H), debido a que en la región 5' arriba del Rv2874,

se identificó una probable secuencia -35, reconocida por algunos de estos factores sigma; la

transcripción in vitro de este gen, podría analizarse utilizando la polimerasa de RNA

reconstituida con cada uno de los factores sigma.
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Otra alternativa para analizar la expresión global de los genes de M. bovis BCG

Tokio, podria ser por medio de las nuevas tecnologías, por ejemplo empleando los

microarreglos genómicos construidos para M. tuberculosis con el RNA total de M. bovis

BCG (con alta producción de MPB83 y MPB70), para determinar sí en este grupo de

subcepas de M. bovis BCG, los genes de este probable operón Rv287I-Rv2872-m/?/<5J-

Rv2S74~mp(70 son expresados al mismo nivel que los genes que codifican las proteína

MPT83 y MPB70 y además determinar sí estos genes son expresados en condiciones

particulares de estrés, ya que en M. tuberculosis, debido al bajo nivel de expresión de estos

genes, no se ha determinado si estos responden a condiciones de estrés en esta clase de

estudios.

Por otra parte, la evaluación del papel de la proteína codificada por el gen Rv2874

de M. tuberculosis; podría analizarse mediante la interrupción de este gen en el cromosoma

de M. tuberculosis y estudiando el efecto de esta mutación, en M. tuberculosis expuesta a

estrés oxidativo o valorando la capacidad de M. tuberculosis de infectar y replicarse dentro

de macrófagos. Otra mutante similar podría generarse en la subcepa de M. bovis BCG

Tokio y analizar sí la producción de las proteínas MPB83 y MPB70 es alterada, porque

probablemente, la proteína codificada por el Rv2874 podría estar implicada en la formación

de los puentes disulfuro sugeridos para estas proteínas.

Con la utilización de una cepa de E. coli dipZ deficiente en la biogénesis del

citocromo c; podría analizarse la posible función del gen estructural Rv2874 por medio de

estudios de complemenlación, mediante la construcción de un gen quimérico, constituido

por el gen estructural Rv2874 bajo el promotor del gen dipZ de E. coli y analizar la

reversión del fenotipo.

133



Finamente, seranecesario reai.zarexpedentes para determinar porque se obser.0

u na dism.nucion « - i - de - — d e s ^ P-ga, observadas con ias c o n c o n e s

PJD20E PÍD20F, JD21D y p JD2 ,E, y así definir si esta dis.inucian en ios va.ores de P-

g a l fuerOn ocas-onados por .a interacción de aigün guiador negativo con a,guna

Secuencia de ia regi6n codificante de. gen Rv2874 presente en todas estas construcciones.

Todos estos estudios avudaran a determinar como M. ^ BCG reguia ta cxprcs.on

c o n t a n d o un operon y asi determinar ia tmportancia de ia cotranscripc.n de, gen

Rv2S74 con e, mPm y ei ^70. anaiízando también si ia cotranscripcian de estos genes

es reievante para ,a sobrevivencia de ,a m.cobacena en e. proceso de patogénesis.

FALLA DE ORIGEN
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Abslract

Likc the produets of the genes mptS3 and mpúQ, the putativo protein encoded by the gene located bctwecn tliesc genes was undetcctablc in
Mycobacterium tuberculosis with an antiserum raised against the recom binan! protein. The protein showed 100"/. homology witii
M. tuberculosis Rv2874 and similaritics with CcdA and DipZ proteins involved in cytochrome-c biogénesis in bacteria. Exprcssion analysis
by RT-PCR and transcriptionai fusions of Rv2874and thcir ncighbor genes Rv2871, Rv2872, mptS3 and mp¡70 with /ÍICZ suggest that these
genes are part of an operon and their transcription is driven by promotor regions located 5' upstream of nipt83 and of Rv2874
genes. © 2001 Fcderation of Europea n Micro biológica I Societies. Published by Elsevier Science B.V. Al¡ rights reserved.

Keywords: mplSJ; mpt70; dipZ; Cylochrome-c biogénesis; Operon; Mycobacterium tuberculosis

1. Introductton

The MPB70-MPT70/MPB83-MPT83 are highiy homoi-
ogous proteins of Mycobacterium bovis and Mycobacte-
rium tuberculosis. The MPB70 ¡s the major sccrcted anti-
gen of M. bovis, while'MPB83 is a cell wall lipoprotein [1],
TKe function of these proteins is unknown, but some evi-
dence suggests they could be involved in bone tropism in
mycobacteria [2,3]- These proteins are expressed at low
levéis in M. tuberculosis and in M. bovis BCG, strains
Pasteur, Copenhagcn and Glaxo and highiy expressed in
M. bovis and M. bovis BCG, strains Brazil, Moscow, Swc-
den and Tokyo [I]. Although MPT83 and MPT70 are
expressed at low levéis in vitro, they are highiy immuno-
genic during infection of mice [1]. The mechanisms that
regúlate the expression of these genes are unknown. It is
believed that these genes could form part of an operon,
because they are transcribed in the same orientation, and
because the expression of mpt70 was not driven in Myco-

• Corresponding author. TcL: +52 (5> 6223884; Fax: +52 (5) 622J369.
E-mail addri-ss: cspilia@scrvidor.unam.mx (C. Espitia).

1 The GenBank accession number for (he sequenee reporlcU in thís
paper is AF1890O6.

bacterium smegmatis from a DNA fragment containing
only this gene, while its expression oceurred from a cosmid
vector containing both genes [1]. On the other hand, the
2.4-kb región between the mpi83 and mpi70 contains the
sequenee Rv2874 encoding a putative integral membrane
protein, which could form part of ihis putative operon.

In this study, we carried out iranscriptional fusions of
the genes of this región with thc structural Escherichia colt
lacZ gene in order to study the expression of these
M tuberculosis genes in M. smegmatis.

2. Materials and methods

2.1. Microorganisms and culture condiíions

E. coü DH5ccIQ and XL1-B!ue MR.F' wcre used as host
for the recombinant plasmids. The mycobateria slrains
used in this work were obtaineci from ATCC. M. tuber-
culosis H37Ra, M. tuberculosis H37Rv, M. bovis BCG
(Glaxo), Mycobacterium avium, Mycobacterium chelonae,
Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium kansasu, Myco-
bacterium intracellulare and Mycobacterium phlei, were
grown in Lowestein-Jenscn media for DNA extraclion.
M. smegmatis me2155 was used as thc host sirain for the
plasmid pJEM15 [4] and thcir derivatives.

0378-1097/01 /S20.00 © 2001 Federaron of European Micro biológica! Sociclics. Publislicd by Elsevier Science B.V. All righis reserved.
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2.2. ¡solation and cloning oflhe DNA región containing the
mpi83-Rv2874-inpt70 puuuive operan

We used a prcviously isolatcd 0.7-kb DNA í'ragmenl
from Ihe M. tuberculosis A.gtll DNA library which con-
tains the gene located immediately upstrcam of mpl70.
This DNA fragment was used as a probé lo screcn a
cosmid library of M. tuberculosis H37Rv in Tropisl 3
[5]. A 4.3-kb BamHl-Noil fragmcnl released from a pos-
itive cosmid clone containing mpiS3 and truncated mpüQ
was subcloned in pBK-CMV veelor ío genérate pJD201.
The DNA sequence of this fragment corresponds to thc
M. tuberculosis genomic sequence positions 3182758—
3187112 [6].

2.3. DNA extraction and Southern blot analysis

Chromosomal DNA was extractad from the difierent
mycobacterial strains as dcscribed previously [7]. Southern
blot was carried out foilowing standard methods. The 1.6-
kb EcoRV-Smal fragment, containing 195 bp upslrcam of
the Rv2874 start codon, and 1422 bp of its coding región
were used as a probé.

2.4. Constructions of the lacZ fusions and 0-galaccosidase
(B-gal) assay

Different lengths of DNA fragments of the putativo
mpt83-Rv2%1A-mpt70 operon from pJD201 were transcrip-
tionally fused lo the promoter-less lacZ gene in the
pJEM15 vector as follows: The 1.99-kb EcoAlUl-Smal
segment was deleled from pJD201 to produce pJD2011
and after seif-ligation to obtain pJD2012, a 2.36-kb Bam-
}ü\-Kpn\ fragment was released and subcloned in pJEM15
to obtain pJD20A. The 1.95-kb BamBISphl fragment
was deleted from pJD20A to produce pJD20B. Thc 2.45-
kb EcoRV-Smal fragment was deleted from pJD201, and
after self-ligalion, a 1.9-kb BamHl-Kpnl fragment was
released and subcloned in pJEM15 to produce pJD20C,
The O.94-kb Slul-Kpnl and a 4.3-kb BamHl-Kpnl frag-
ments released from pJD201 were subcloned in pJEM15 to
obtain pJD20D and pJD20E, respectively. The 2.9-kb
Kpnl-Sañ fragment with the San end gap-filled was re-
leased from the pJD201 and was subcloned in pJEM15 to
obtain pJD20F. Partial digestión of pJD20C with Sacll to
delete 1-kb, 0.94-kb and 1.41-kb fragments produced
pJD20G, pJD20I and pJD20H, respectively. pJD201 was
digested with EcoAllll, and then it was partially digested
with Cla\ and the end-gap was filied. Then, a 1.99-kb
fragment was released and subcloned in inverted direction
into thc Eco&llll-Smal sites of pJD201; after that, a 4.35-
kb Bamül-Kpnl fragment was released and subcloned in
pJEM15 to obtain pJD21D. The pJD21E plasmid was
obtained by digestión of pJD20E with Spe\-Not\, and
after filling the end-gaps, thc plasmid was self-ligated.
To obtain pJD2!F, pJD21G, pJD21H, pJD21I, pJD21J

and pJD2lK, thc pJD2012 and pJD2011 plasmids, wcrc
digested with Spel and after fiüing thc end-gaps with thio-
dNTP's Ibr proicciion. ihcy were digeslcd with BciinHl
and treated with the Stratagene exonuelease IIl/Mung
Bcan Nuclcase Dcletion Kit to obtain 5'-end deletions.
The pJD2012-dcrivcd plasmids with 5'-cnd deletions of
0.3 kb, 0.4 kb and 0.78 kb and those derived from
pJD2011 with 5'-cnd deletions of 0.29 kb, 1.3 kb and
1.5 kb were digested with Pstl-Kpní and thc released frag-
ments were cioned in pUCI8. Then, pJD2012-derived
plasmids were digested with Splú-Kpiü and the released
fragments were cioned into similarly digested pJEM15 lo
obtain pJD21F, pJD21G and pJD21H, respectively- The
plasmids derived from pJD2011 were digested with Ilin-
dlll, and after filling the end-gaps, thc Kpiú fragments
were released and subcloned into thc Sccá-Kpn\ sites of
pJEM15 to obtain thc piasmid pJD21í, pJD2IJ and
pJD21K.

The constructions of pJD21A containing the pulative

— 10 promoter of Rv2874, pJD2¡B harboring tiie pulative
— 10 promoter with four bases changed and pJD21C lack-
ing the —10 sequence. were obtained by PCR amplifica-
tion by using a common reversed Rl primer located 280 bp
from the Rv2874 start codon (5'-GTT GGC GGT ACC
GCT CAC GCG AGC GCT G-3') and the foilowing for-
ward primers: F2 for pJD2IA, located 96 bp upstrcam of
the Rv2874 start codon (5'-CCG ATA TCG CGA ACT
GCG CAÁ CAÁ CAC CGC CG-3'); F3m for pJD21B,
located 86 bp from the Etv2874 slart codon (the changed
bases are in bold) (5'-CGG ATA TCG CGA ACT GCG
CAÁ CAÁ CAC CGC CAÁ GCC ACT ACG-3') and Fl
for pJD21C, located 69 bp upstream of the Rv2874 start
codon (5'-CTA CGG CGC CAG CTG GCC GGC G-3').
The F2 and F3m primers were tagged with EcoRV, and
the Fl and RI primers were tagged with Pvulí and Kpnl
sites, respectively. The PCR producís digested appropri-
atcly were cioned into the Seal-Kpnl sites of pJEM! 5 and
the inserts wcrc confirmed by DNA sequencing.

M. smegmatis was then transformed by electroporation
with the different recombinant plasmids and cultures were
grown at 37°C in Middlebrook 7H9 broth (Difco) with
50 jig ml~! of kanamyein and supplemcnted with 0.5%
glycerol, 2% glucose and 0.05% Tween 80. p"-Gal assays,
wcrc performed with 200 ul of cultures grown at exponen-
tiál phase as dcscribed by Miller [8]. p-Gal units were
calculated using the formula 1000xOD420nm/time (min)-

X0.1XOD600nn,.

2.5. Recombinant His-Rv2874-C and produciion of a mouse
antiserum

A 1.76-kb /*ví(II-//iiidIII fragment encoding thc C-ter-
minal domain of thc Rv2874 was fused in frame down-
stream of an N-tcrminal polyliistidine tag in pQE32 (Qia-
gen) to oblain thc pJD9714. E. coli cclls harboring the
plasmid pJD9714 wcrc grown at 30°C in Luria-Bcrtani
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Fig. I. Southern blot analysis of gcnonüc tnycobaclcria! DNA. M. vareas (lanc I). M. smsgiitaits me2155 {lanc 2). M. tuberculosis H37Rv (lanc 3). M.
luberculoiis H37Ra {lanc 4), M. bovh liCG {lanc 5). E rali {lanc 6), ,1/ phlei (lanc 7), M. kaitsasli (lanc 8). M. ¡ntracslluhire (tañe 9), M. fortuitum
(lañe 10). M. cbeitimie {Jane I I ) . and Ai m-ium {lañe \2). Sn/l-digcstctl D N A from cach slrain was liybridized wiih a l.fi-kb EcuRV-Stnai fragmenl

from ihe M tuberculosis Rv2g74 gene. Arrow indícales ihc posiiivc 3.5-kb ban<i.
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Fig. 2. A: Compariso» of ihc Rv2874 gene producl (puuuive D¡pZ protein) from M. tuberculosis (M.t DipZp) wiih CcdA-like prolcins from M luber-
culasij (M.t) RvO527, M. leprae {M.l), / / influenzae (ll.i), W. /ij-tori (H.p). fl. JMA/Í/ÍÍ {B.S); /lfl(«7f.v í«?o/íri« (A.a). and wiih DipZ prolcins from £. ra//
(E.c), //. influenzas {H.i) and />. «eruginosa (P.a). Acccssion No.: U00018. U32S23. AE000545, XS7S45, AEOOO705, X777O7, U32770 and AF010322. rc-
spectivcly. B: Comparison of Ihe CINC molif and ihc neighbor regions in thc C-terminal doniüin of ihe Rv2S74 gene producl {M.l DipZp) wilh Ihiore-
doxin/disulfide ¡so mera se-1 ike motif from Ihe prcdicled producl of (a) ,\f. uibcrcuhsis Rv1470 (M.l TrxA). (b)M. lípnie (M.l Tr<). (c) E. coli (E. o
TrxA), (d) Mycopliismu p/unanoniae (M.p Trx), (c) Synechocyuñ sp. (S.s Trx). (f) B. japomcum CycY (Bj CyeY), (g) R. capsúlalas (R.c HcIX), (h) B. ja-
ponirtim (B.j TIpA). (i) B. sttbli/ís (B.s RcsA). (j) A'™™™ gonorrhaeas (N.g T«) . |k). Pseuilomoms fluorestvns (P.f TipB). (I) iW. tuberculosis RvO526
{M.t Trx), (ni) Ai tuberculosis (M.l DipZp) wiih DipZ prolcins. (n) £ «,/í (il.e). (ñ) //. ¡njlucnzuc (H.i), (o) /"• ueruginiisn {P.a), (p) /•. deailríficaiis
(P.d), and (q) £. ÍO/Í (E.c). Acccssion No.: X87899, K02845. U51987. D90899. P30960, M96013. Z2JI4O, Z99II6. U764I8, P52237, Rv0526, X777O7.
U32770, AF0IO322, Z7I971 and P33926. rcspeclivcly. Numbcrs lo ihe lefi ol' ihe sequenecs indícale ¡imino acid posilioni rclativc to the slart of eaeh
polypcplidc sequenec. Conscrved amino ackls are prinlcil in bold. Prediclcti iransmembrana! scgmeni; are indkaled by thc Icllcrs ami horizontal bais.
+ : Additional residucs are presen! ¡tt thc C-lcrminal hydrophilic domain.
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mcdium lo an ODf,oonm ofO.5. then I mM isopropyl p-o-
ihioaitliiciopyranosidc was addcd. Aflcr furihcr incubation
for 5 ii, Ihc His-Rv2874-C was purificd by nickcl-adinky
chromatography and used to produce a polyclonal antise-
rum in Ba!b/C mice. Exprcssion and antibody rccognition
of the recombinant protein was carried out by SDS-
PAGE and Western blot, using 5 ug of thc E. coli cxiracl.
and I ng of purificd recombinant protein.

2.6. RT-PCR

The total RNA was obtained with thc RNcasy teit (Qia-
gen) from M. smegmatis grown at exponential phase, and
transformed with pJD20A, pJD21F and pJD21H con-
struclions. Thc RT-PCR rcaclions wcre carried out by
standard procedures using the following primers: MTA,
located 240 bp upstream of Rv2871 (5'-CGT CGG ATC
AGC ACT AGG GGA TGT CGC-3'); MTB, located 338
bp downstream of the Rv2872 start codon {5'-GCG CTA
GAG TAC TAC GCA ACC TGG-3'); MTC, located up-
stream o( the mpl83 start codon (5'-TCA TCG CTT CGG
ATC CTT TGC TTC TGC G-3'); MT18, located down-
stream of the Rv2871 start codon (5'-CGC CAC CAC
CTC-3'); MT16, located 377 bp downstream of the
mplS3 start codon (5'-GTC GAA TGC GGC GTT
GGT G-3'); MT11, located 5 bp downstream of the
mplS3 start codon (5'-CGT TCA GGC CAÁ ACC
GGC CGC-3'); MT9, located 46 bp downstream of the
Rv2874 start codon (5'-GAT GCG GGA TTG CAC
CCG CGA CC-'3); and MT10, located 257 bp from the
Rv2874 starl codon (5'-GTT GAC AGA GTC GGT TC-
3'). The primers 16S1 (5'-GTG CCA GCA CCC GGG
GTA ATA CG-3') and 16S2 (5'-CGA GTT GAC CCC
GGG AGT CTC TC-3') were used as internal control of
gene expression of mycobacteria 16S RNA. In negative
controls reverse transcriptase was omitted.

3. Rcsuits and discussion

3.1. Cloning and analysis of the nucleotide sequence of the
Rv2874

Recentiy, wc isolated and sequenced a gene located be-
tween the mpt83 and the mpl70 genes (accession number
AF189006). This gene showed 100% homoiogy with the
Rv2874 reported in thc M. tuberculosis genome datábase
[6]. By Southern blot analysis, only one copy of Rv2874
was detected in strains of the M. tuberculosis complex, as
described by the mpí83 and the mpüQ (Fig. I).

Computer analysis of the putative protein encoded by
Rv2874 showed an integral membrane protein with an N-
¡ermina! domain of aboul 1!5 amino acids, a central
highiy hydrophobic domain of approximately 232 amino
acids with conserved cysteiiic residues and six potential
membranc-spanning segments, as predicted by the hydro-

kDa

-^.36-40

Fig. 3. ¡íceombinant exprcssion and purilicalion of the His-Rv2874-C.
Coomassic bluc siain of 12% SDS-PAGE wiih Ihc total ccll lysatcs of
E. coli DH5a[Q (lanc 1); transformed bacterial ¡ysatc containing His-
Rv2874-C of 36-40 kDa (lanc 2). Western blol antibody rccognilion
with hypcrimmune ami-His-Rv2874-C of nickcl-purificd His-Rv2874-C
(lanc 3). Horizontal Unes at the left represent molecular mass markers
ai 92, 66, 55, 42. 40, 31 and 21 kDa.

pathy scaie [9], and a C-tcrminal hydrophilic domain of
about 348 amino acid residues, with a disulfide isomerasc/
thioredoxin-like motif (CINC). This prolein shows amino
acid sequence homoiogy and a well-dcfincd domain struc-
turc similar to proteins involved in cytochrome-c biogén-
esis like DipZ from E. coli [10], Haemophilus ¡nfluenzae
[II] and Pseudomonas aeruginosa [12]. In addition, the
central domain was 21-28% homologous with CcdA-likc
proteins from Bacillus subtilis, H. influenzas, Mycobacle-
rium leprae, Synechocysíis sp., M. tuberculosis, and Por-
phyra purpurea [13] (Fig. 2A). The C-tcrminai domain with
the CINC motif shows simüarity with the thioredoxin/di-
sulfide isómera se -1 i kc motif from thc peripiasmic C-termi-
na! domain of DipZ proteins [10,12] and from thioredoxin
proteins of Bradyrhizobiwn japonicum TlpA [14], 8. japo-
nicum CycY [15], Rhodobacter capsulatus HclX [16] and
Paracoccus denitrificans CcmG [17] (Fig. 2B).

In view of the presence of the thioredoxin motif in
Rv2874, we invesligated thc disulfide reductase activity
in the recombinant His-Rv2874-C thioredoxin domain ex-
pressed in K coli, and purilied by affinity chromatography

' (Fig. 3). Although wc were unabíc to detect disulfide re-
ductase activity by a reduction of the insulin disullidc
bond assay (data not shown), we can not exciude the
possibility that cnzymatic activily may be present in vitro
or in vivo under specific conditions.

3.2. Analysis of the pulative mpt83-Rv2874-mpt70 operan
exprcssion by tianscriptional fusions with the siruciura!
lacZ gene

The M. tuberculosis Rv2874 lies between the mpt83 and
mpi7Q genes, which cncode immunogenic proteins that are
importan! targets of humoral and cellular immunc re-
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sponses during infection with bovinc and human tubercie
bacüli [1]. In the M tuberculosis genomc, upstream of the
mpt83, are two genes: the Rv2871 and the Rv2872, which
cncode hypothetical proteins with unknown functions
(Fig. 4A). Downstream of mpüQ is the Rv2876, encoding
a protein similar lo a glutaminc synthetase isoenzyme. Al!
of these genes are transcribid in thc same orientation and
it is believed that they are organized in an operon. Ana!-
ysis of the sequence iocated bctwcen mp(83 and Rv2874
showed a putalive mycobacterial —10 región (GGGCTG)
located 91 bp upstream of the Rv2874 transiation starl
codon, which matches with four bases of thc —10 región
from M. tuberculosis antigen 85A promoter (CGCCTG)
[18] with M, smegmatis ask promoter (ACGCTG) [19]
and with Sireptoiuyces afsA and vph promoter 2 [20].

To assess if this putalive promoter sequence drives the

transcription of Rv2874, and to determine if their ncigh-
boring genes are organized in a transcriptional unit, difier-
ent transcriptional fusions of the DNA región with the
facZ repórter gene were carried out. fl-Gal activities for
ail thc constructions are shown in Fig. 4B. Conslructions
which contain the putative —10 región (p)D20B and
pJD21A) showed an increasc in p-gal activity of 33- and
54-fold compared with the control pJEMI5. In contrast,
p-gal aclivity was nearly tindetectable when thc —10 re-
gión was mutated (pJD21B) or deleted (pJD21C). These
results suggest that this región is the —10 promoter ele-
ment of Rv2874. On the other hand, it is worlh mention-
ing that a putative -35 región (GAACTG), 113-118 bp
upsiream of thc Rv2874 start codon, rcscmbles the -35
región (GAACTT) recognized by Sigma E factors [21],
which regúlate gene expression in responsc lo environmen-
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tal conditions in sevcral bacterial species including myeo-
bacteria [22]. The presence of this sequence upslrcam of
Rv2874, could be an indication that this gene responds lo
en viro nme nial signáis.

The influence ofthe promoter activity located upslrcam
of mptS3 was also examined by comparison of P-gal ac-
tivity of pJD20B wiíh pJD20A and pJD20C. The ¡ncrease
in fj-gal activity of pJD20A was Iwice higher Ihan that
observed with pJD20B and with pJD20C, which suggests
the presence of one or more promolcr sequences upstrcam
of mpl83. The decrease, bul not lost, of p-gal aciivities by
5'-end deletions with constructions pJD20I, 73-fold;
pJD21F and pJD21G, 21-fold; pJD2IH and pJD20G,
16-fold and pJD20H, 12-fold agree with the presence of
promoters upstream of Rv2871, Rv2872 and mpt83 and
also downstream of mpi83. The effcct of the putative pro-
moters over the transcription of Rv2874 was then eval-
uated with constructions pJD21I, pJD21J and pLD21K-
Theír P-gal activitics wcre similar but !owcr than pJD20A,
suggesting the existence of an operon promotor located
upstream of Rv2871.

On the olher hand. no p-gal activity was found with the
construction pJD20D which contains 1110 bp upstream of
the mpí70 start codon and 83 bp of its coding región. This
rcsult is in agreement wilh the undetected expression of
mpt70 from a DNA fragment containing a similar up-
stream región in M, smegnwñs [i] and supports the exis-
tence of an operon array of these genes. The influence of
the putative operon promoter in the expression of mpi70
was also studied with constructions pJD20E and pJD20F,
which showed a dramatic decrease in J3-gal activity. Since
both construclions nave the complete coding scqucncc of
Ihc Rv2874 in common and this effect was not observed

with pJD20B and pJD20A (without this región), then the
lack of expression of these constructions couid be attrib-
utable to the action of a negaltvc reguiatory DNA ciernent
located downstream of the EcoAllU site of the Rv2874
encoding región. In order to assess this possibility, the
DNA sequence of this región was cloned inverted
(pJD21D). The P-gal activity in this construction was in-
crease'd three-fold with rcspecl to pJD20E, howcver, the
activity was not recovered at the same ievcl as for
pJD20A; it could be explaincd by the attenuation ofthe
transcriptional negative regulatory DNA element in this
región, when the DNA sequence is invcrlcd. interestingly.
the presence of Í18 codons of the Rv2874 N-terminal re-
gión (pJD21E) was sufiicicnt to decrease the p-gal activity.

The low expression levéis reponed for the mpt83 and
mpt70 genes in M. tuberculosis H37Rv [1] are in agreement
with the p-gal activity observed with the pJD20E construc-
tion and with the unsucccssful effort to immunodetect the
protein product of the Rv2874 gene with an antiserum
raised against the recombinant His-Rv2874-C of 36/40
kDa, in sonicated extraets or membrane fractions from
M. tuberculosis H37Rv or M. bovis BCG done in this
study (not shown).

3.3. Artalysis of the co-lranscription of Rv2S74 with the
mpí83 by RT-PCR

In this study. the co-transcriptional analysis of the
mpt83 and the Rv2874 by RT-PCR with RNA exlracted
from M. tuberculosis H37Rv was unsucccssfiilly dtic to the
low leve! of expression of these genes. Howevcr, ihc total
RNA oblaincd from M. sinegmaiis transformed with dif-
ferent constructions allowed us to study the possibility of

5H
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an opcron array of Ihcsc genes by RT-PCR (Fig. 5). Using
thc primer coinbiruiiion. which cncompasscs dificrcni rc-
gions, PCR producís of thc expcclcd size wcrc obtaincd
wiih thc cDNA from pJD20A. Amplified fragmcnts of
1279, 1186 and 212 bp werc obtained with thc primer pairs
MT18-MT16, MT11-MT10, MT9-MT10, respectively.
These results suggest that Rv2871, Rv2872, mpi83 and
Rv2874 are being transcribed as parí of an opcron, and
thc mRNA begins aíter !he site of MTA hybridiíation
{240 bp upslrcam of the Rv2871), as deduced by the
iack of amplificaron of thc 1140-bp fragment expected
with MTA-MTC primers (nol shown). Finally, to assess
the possibility thal additional promoter elements were lo-
calcd vvilhin this pulative operon, RT-PCR wcrc carried
out wiih thc lotal RNA from thc M. smegmatis Irans-
formed wiih pJD21F and pJD2iH, by using the primer
pairs MTB-MTC, and MT1Í-MT16. Faint PCR producís
of the expected sizc of 184 bp for MTB-MTC primers and
390 bp for MTI1-MTK5 primers wcre amplified with the
RNA from M. smegmatis harboring the pJD21F, while
only the PCR band of 390 bp for MT1I-MTI6 primers
was amplified with the RNA from M. smegmatis harbor-
ing thc pJD21H. Thcsc observations suggest thc existence
of promoter regions located upstream of Rv2874, as ob-
served with the transcríptional fusión studies.

This study supports thc idea that thc mpt83-Rv2874-
mpt70 are part of a large operon with a promoter located
upstream of the Rv2871 and with internal promoters
which could be playing a specific role in differential tran-
scription which remains to be determined. This organiza-
tion aiso suggests the existence of a funclional relationship
between the Rv2874 and MPT83/MPT70. Both proteins
have been implicated in bone tropism on mycobacteria
[2,3], and thc rnature MPB70 and MPB83 could be form-
ing ring structures by internal disulfide bonding [23], Be-
cause of its potenlial thioreductive functions, it is possiblc
that Rv2874 could be playing a role in the formation of
the MPB70 3nd MPB83 internal disulfide bridges.
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