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Resumen

Las cepas de Escherichia coli productoras de Toxina Shiga (STEC) son patdgenos de transmisidn alimentaria
con un alto caracter zoondtico. Estas representan un grave problema para la Salud Publica siendo las
principales responsables de la enfermedad conocida como Sindrome Urémico Hemolitico (SUH),
endémica en Argentina.

Las bases moleculares del mecanismo de infeccion son complejas, interviniendo varios factores de
virulencia. Las proteinas codificadas por el Locus de Desprendimiento de Enterocitos (LEE) han sido
ensayadas como componentes de formulaciones vacunales contra la portacién de cepas STEC en ganado
bovino. Este locus incluye a las proteinas EspA y EspB, y al receptor de traslocacién para la Intimina (Tir),
los cuales son secretados a través de un sistema de secrecidn de tipo Ill (TTSS), y la adhesina Intimina.

En este trabajo de tesis se desarrollé una herramienta para el analisis de la expresidon de proteinas
recombinantes, aplicable a otras de interés. Esta herramienta es Util para la evaluar la composicion
antigénica de formulaciones vacunales y para el control de calidad de los procesos productivos de las
mismas, entre otros.

Se trabajé con tres factores de virulencia recombinantes: EspA, Intimina y la subunidad B de la toxina
Shiga 2 (Stx2B). Esta ultima, tiene un rol en la colonizacién del ganado bovino y es responsable de la
patogenicidad en humanos.

En la primera parte de este trabajo se optimizaron las condiciones de expresion y purificacion de las
mencionadas proteinas recombinantes y se generaron sueros policlonales en conejos y ratones dirigidos
a un reconocimiento especifico de las mismas.

En funcién de las limitaciones observadas durante la primera parte, en la segunda parte, se abordd una
estrategia diferente mediante el desarrollo de una herramienta analitica basada en cromatografia liquida
(LC) acoplada a Espectrometria de Masas (MS).

Se optimizaron las condiciones de separacion por LC y, dentro de las técnicas basadas en MS, se trabajé
en la cuantificacion de proteinas en su estructura completa a través del monitoreo de reacciones multiples
(MRM). Se realizé una optimizacion automatizada de todas las variables ensayadas a través del software
Labsolutions provisto por el equipo Shimadzu LC-MS 8030. A partir de estas condiciones optimizadas se
efectud una curva de calibracién sobre muestras conteniendo cantidades conocidas de proteinas de
interés, contrastando intensidad de sefial en los MRM vs concentracién de proteina en la muestra.

Este trabajo aporta una metodologia de deteccién/cuantificacion que es aplicable para muestras mas

complejas y como herramienta de control en un laboratorio de referencia a nivel nacional como es el de
I+D+i dentro del Instituto Nacional de Produccién de Bioldgicos de la ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran”.

Palabras clave: SUH, proteina recombinante, Espectrometria de Masas, cuantificacién.
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Abstract

Shiga Toxin producing Escherichia coli (STEC) strains are highly zoonotic foodborne pathogens. These
represent a serious problem for public health, being the main responsible for the disease known as
Hemolytic Uremic Syndrome (HUS), endemic in Argentina.

The molecular bases of the infection mechanism are complex, involving several virulence factors. The
proteins encoded by the Locus of Enterocytes Effacement (LEE) have been tested as components of
vaccine formulations against carriage of STEC in cattle. This locus includes EspA and EspB, and the
translocation receptor for Intimin (Tir), which are secreted through a type Ill secretion system (TTSS), and
the adhesin Intimin.

In this thesis work, a tool was developed for the analysis of the expression of recombinant proteins,
applicable to others of interest. This tool is useful for evaluating the antigenic composition of vaccine
formulations and for quality control of their production processes, among others.

We worked with three recombinant virulence factors: EspA, Intimin and the B subunit of the Shiga Toxin 2
(Stx2B). This protein plays a main role in the colonization of cattle and is responsible for pathogenicity in
humans.

In the first part of this work, the expression and purification conditions of the recombinant proteins were
optimized, and polyclonal sera in rabbit and mice were generated aimed at their specific recognition.

During the development of the first part of this project, some limitations were evident. As a result, the
second part addressed with a different strategy where we developed an analytical tool based on liquid
chromatography (LC) coupled to Mass Spectrometry (MS).

LC separation conditions were optimized and, within MS-based techniques, we worked on the
quantification of proteins in their complete structure using multiple reaction monitoring (MRM). An
automated optimization of all the variables tested was carried out through the Labsolutions software
provided by the Shimadzu LC-MS 8030 equipment. From these optimized conditions, a calibration curve
was carried out on samples containing known quantities of proteins of interest, contrasting the signal
intensity in the MRMs with the protein concentration in the sample. This work provides a
detection/quantification methodology that is applicable for more complex samples and as a control tool
in a national reference laboratory such as the R&D&i within the National Institute of Biological Production
of the ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran”.

Keywords: HUS, recombinant protein, mass spectrometry, quantification.
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Introduccion general

Escherichia coli

Escherichia coli (E. coli) es una bacteria miembro de las enterobacterias. Su principal
reservorio ecolégico es la microbiota del tracto intestinal humano, esencial para el
correcto funcionamiento del proceso digestivo, y de la mayoria de los animales
homeotermos. Es un bacilo Gram negativo, oxidasa negativa, catalasa positiva,
anaerobio facultativo, cuya temperatura de crecimiento es preferentemente a 37°C
(mesdfilo), fimbriado y cominmente movil por flagelos peritricos.

E. coli es un microorganismo modelo utilizado ampliamente en el laboratorio por su
velocidad de crecimiento, sus pocos requerimientos nutricionales y a su amplio
conocimiento bibliografico. Ademas, esta bacteria se utiliza en experimentos de genética
y biologia molecular dado a que la estructura de su genoma es altamente flexible,
permitiendo la movilidad de material genético por medio de trasposones, secuencias de
insercidn, bacteriéfagos y pldsmidos (Croxen et al., 2013). Fue descrita por primera vez
en 1885 por el bacteridlogo alemdn Theodore von Escherich, quien la denomind
Bacterium coli commune. Posteriormente la taxonomia le adjudicé el nombre de

Escherichia coli en honor a su descubridor.

La clasificacion seroldgica de las cepas de E. coli se realizaba comUnmente mediante la
identificaciéon seroldgica segun el esquema de Kauffman, basada en el uso de
anticuerpos, que determinan las variaciones naturales en la composicion de los
antigenos somatico “O” determinado por el lipopolisacarido (LPS), el flagelar “H”
determinado por la proteina fliC del flagelo, y capsular “K” determinado por la envoltura
y la capsula de la bacteria. Se han reconocido alrededor de ciento ochenta y seis tipos
diferentes de antigeno O y cincuenta y tres antigenos H, sin embargo, sélo un pequefio
grupo de combinaciones O:H se asocian con cepas patdgenas. Los antigenos O definen
un serogupo, y una combinacion especifica de antigenos O y H definen el serotipo de un

aislamiento.
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Los patotipos asociados a infecciones gastrointestinales se clasifican segln sus
manifestaciones clinicas, patogenicidad, y caracteristicas epidemioldgicas en:

e E. coli enteropatégeno (EPEC, por sus siglas en inglés enteropathogenic E. coli).

e E. coli enterotoxigénico (ETEC, por sus siglas en inglés enterotoxigenic E. coli).

e E. coli productor de toxina Shiga (STEC, por sus siglas en inglés Shiga toxin producing E.
coli).

e E. coli enteroinvasivo (EIEC, por sus siglas en inglés enteroinvasive E. coli).

e E. coli enteroagregativo (EAEC, por sus siglas en inglés enteroaggregative E. coli).

e E. coli de adherencia difusa (DAEC, por sus siglas en inglés diffuse-adherent E. coli).

En este trabajo se trata principalmente el serotipo STEC 0157:H7.

Escherichia coli productora de Toxina Shiga

Las cepas de Escherichia coli productoras de toxina Shiga (STEC), son patdgenos de
transmisidn alimentaria con un alto cardcter zoondtico. Seguido a la ingestién de comida
0 agua contaminada, la bacteria muestra una maquinaria molecular sofisticada que
consiste en una estrategia dual: la colonizacion del intestino y la produccion de toxina
Shiga. Las STEC representan un grave problema para la Salud Publica, provocando brotes
ocasionales, siendo las principales responsables de la enfermedad conocida como
Sindrome Urémico Hemolitico (SUH). Estudios recientes para entender los mecanismos
del SUH resaltan el rol de la via del complemento en el dafio endotelial y continua el
estudio para descifrar el trafico intracelular de la toxina Shiga (Joseph et al., 2020). En
Argentina, el SUH es endémico y constituye la primera causa de insuficiencia renal aguda
en nifios menores de 5 afios (Minsal, 2021). Dado que el principal reservorio de STEC es
el ganado bovino, las principales estrategias preventivas de la enfermedad procuran
disminuir el riesgo de infeccién a partir de éste. Aproximadamente el 52% de los brotes
de SUH se han asociado a productos de origen bovino. La contaminacién de las carcasas
con STEC ocurre cuando el contenido intestinal o la materia fecal hacen contacto con la
superficie de la carne; asimismo la contaminacion cruzada puede generarse entre

carcasas durante el faenado (Brusa et al., 2013). Asi, una de las intervenciones con mayor
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potencial es la vacunacion del ganado bovino a fin de limitar el caracter portador de
cepas STEC. La capacidad patogénica de STEC en humanos esta asociada estrechamente
con la expresion y tipo de toxina Shiga (Stx1 y Stx2) (Ibarra et al., 2008). Sin embargo, si
bien posee un rol inmunosupresivo que estaria vinculado con la reinfeccidn, la Stx no es
el principal factor de colonizaciéon de sus hospedadores. Las bases moleculares del
mecanismo de infeccion son complejas, interviniendo varios grupos diferentes de
proteinas microbianas. Dentro de ellas, las proteinas codificadas en la isla de
patogenicidad de E. coli (de 34 kb, identificada por primera vez en la cepa EPEC 0127:H6
E2348/69 (Stevens & Frankel, 2014), el Locus de Desprendimiento de Enterocitos (LEE
por sus siglas en inglés), han mostrado un rol critico en la adhesién de la bacteria a las
células del foliculo asociado al epitelio. EI LEE incluye a las proteinas de secrecidén EspA
y EspB, y el receptor de translocacion para la Intimina (Tir), los cuales son secretados a
través del sistema de secrecién de tipo Il (T3SS), y la adhesina Intimina (gen eae), una
proteina de membrana externa que permite la intima adherencia con las células del
epitelio intestinal del huésped. Existen cepas STEC LEE-negativas capaces de causar
enfermedad severa, por lo tanto, resulta adecuada la utilizacién de un término mas
general, como STEC, para referirse a todas las cepas de E. coli capaces de producir Stx
(Farfan & Torres, 2012).

La adherencia a células epiteliales intestinales es una de las caracteristicas de la infeccion
por STEC. El patrén de adherencia e interaccidn con células epiteliales es notablemente
diferente entre las cepas STEC LEE-positivas y LEE-negativas. En las cepas LEE-positivas,
la adherencia inicial es mediada por la fimbria polar larga (Lpf, por sus siglas en inglés
Long polar fimbriae), seguida por la produccién de una histopatologia caracteristica
denominada lesién A/E (por sus siglas en inglés attaching and effacing), que involucra
cambios estructurales en las células epiteliales y adherencia intima de la bacteria al
enterocito. Los cambios estructurales incluyen el barrido de las microvellosidades y la
formacion de pedestales, debido a la acumulacién de filamentos de actina debajo de la
membrana apical del enterocito (Fig. 1a y 1b). Los genes bacterianos requeridos para
formar la lesion A/E estan en la isla de patogenicidad LEE, y se conservan en cepas EPEC
y STEC capaces de inducir este tipo de lesién. La adherencia de las cepas LEE-negativas

no se ha investigado ampliamente y solo se realizaron trabajos puntuales para ciertos
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serotipos de STEC en los que no se observa la tipica lesiéon A/E producida por las cepas
LEE-positivas. La produccion de Stx ocurre en el tracto intestinal y la translocacion a
través del lumen intestinal hacia el torrente sanguineo resulta en su distribucidn hacia

los érganos target, como los rifiones (Fig. 2a).

Las cepas STEC 0157 y no-0157 también pueden adherirse y colonizar otras superficies,
como el epitelio bovino o vegetales, como la lechuga. Varias adhesinas, como HCP, ECP
y flagelo, han sido asociadas con la persistencia en el intestino bovino y en la formacion

de biofilms (Fig. 2b).

(A)

Figura 1. (A) Microscopia de transmision electrénica (TEM por sus siglas Transmission electron micrograph)
que muestra la lesién A/E inducida por la cepa EHEC 0111:H- E45035N en el colon de un ternero neonato
(notar la densidad de los pedestales elevados y el borramiento de las microvellosidades relativo a los
enterocitos préximos sin infectar). Barra de escalado = 1 um. (B) TEM de la lesién A/E inducida por la cepa
EHEC 0157:H7, 12 h luego de la inoculacidn del asa intestinal bovina (notar la intima adherencia, pero
ausencia relativa de los pedestales elongados)- Barra de escalado = 5 um (Stevens et al., 2013).

10
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Figura 2. Modelo de colonizacidn para las STEC que infectan a humanos y persisten en rumiantes. (A) El
diagrama muestra una célula epitelial intestinal humana en las primeras etapas de colonizacién por STEC.
Las cepas STEC 0157 o no 0157 interactuan con el intestino a través de las fimbrias Lpf; esto es seguido
por la formacién de lesiones de A/E. La produccion de Stx ocurre en el tracto intestinal y luego la
translocacién a través de la luz intestinal hasta el torrente sanguineo donde se distribuye y afecta 6rganos,
como los rifiones. (B) Las cepas STEC 0157 y no 0157 también son capaces de adherirse y colonizar otras
superficies, como el epitelio intestinal bovino y las superficies de diferentes vegetales. Varias adhesinas,
como HCP, ECP y flagelos, se han asociado con la persistencia en el intestino del ganado bovino y la
formacion de biofilms (Farfan & Torres, 2012).

Las toxinas Stx son consideradas el principal factor de virulencia de STEC, pero no las
Unicas responsables de la patogenicidad bacteriana completa. Tal es asi, que se

describieron factores de virulencia adicionales, incluyendo adhesinas, proteasas,

11
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sistemas de captura de hierro, LPS, flagelos y otras toxinas, que podrian contribuir en la

patogénesis de estas (Biscola et al., 2011).

Por su reconocido rol en la infeccidn, las proteinas codificadas por el locus LEE han sido
ensayadas como componentes de formulaciones vacunales contra la portacion de cepas
STEC en ganado bovino (Kudva et al., 2012). De hecho, una de las Unicas dos
formulaciones vacunales comercializadas para tales efectos se basa en los anteriores

inmunodgenos (S. E. Allen et al., 2011).

El SUH y su situacién epidemioldgica en Argentina

El sindrome urémico hemolitico (SUH) es una enfermedad de comienzo agudo con
anemia hemolitica microangiopatica, trombocitopenia (bajo recuento de plaquetas) y
dafio renal que se presenta generalmente a continuacién de un episodio de diarrea con
o sin sangre, principalmente en lactantes y nifios en la primera infancia (Fernandez-
Brando et al., 2011). Puede presentarse con fiebre, vomitos, dolor abdominal y anuria u
oliguria. Ademas, puede afectar otros drganos como sistema nervioso central,
pulmones, pancreas y corazén (Biscola et al., 2011), y puede llevar a la muerte debido a
complicaciones neuroldgicas, intestinales, cardiacas o a infecciones intercurrentes
(Repetto, 2005). El periodo de incubacién es de dos a diez dias, con una media de tres a
cuatro dias, y el de transmisibilidad hasta tres semanas en los nifios y de una semana o

menos en los adultos, después del comienzo de la diarrea.

En Argentina, el agente etiolégico mas comiunmente asociado al SUH es un patdgeno
zoondtico transmitido por los alimentos y el agua: la bacteria Escherichia coli productora
de la toxina Shiga (STEC), cuyo serotipo mas frecuente es 0157:H7, aunque hay mas de
100 serotipos que poseen un potencial patogénico similar. Argentina presenta la mayor
tasa de incidencia a nivel mundial de SUH en nifios menores a 5 afos, constituyendo un
problema critico para la salud publica. El SUH es la principal causa pedidtrica de
insuficiencia renal aguda y la segunda de insuficiencia renal crdnica, siendo ademas
responsable del 20% de los trasplantes de rifidn en nifios y adolescentes en Argentina.

En la ultima década, se reportaron anualmente entre 300 a 400 casos nuevos. La

12
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incidencia de casos es de aproximadamente 0,8 casos/100.000 habitantes y 7,29
casos/100.000 nifios menores de 5 afios. La letalidad es del 1 al 5%. El SUH no sdlo se
observa en nifos, sino también en adolescentes y en personas ancianas. Se considera
como factor desencadenante de enfermedad por STEC la falta de inmunidad en los nifios
y la disminucion o pérdida de esta en las personas adultas. Si bien la infeccidon por STEC
puede afectar a nifilos de ambos sexos, se demostrd que las nifias son mas propensas a
enfermar que los nifios (Rowe et al., 1991). La infeccidon por STEC muestra una variacion
estacional, con aumento de casos en primavera y verano, épocas que coinciden con el

periodo en que aumenta la portacion de STEC en el ganado bovino (Miliwebsky E, 2019).

La relevancia de la situacion epidemioldgica en nuestro pais ha llevado a la
implementacion de distintas politicas y marcos regulatorios para combatir la transmision
de esta enfermedad. Estos incluyen reglamentaciones relativas al ganado en pie, a la
faena, y finalmente al procesamiento y expedicién de productos derivados de carne
vacuna, por parte del SENASA, el INAL y la CONAL (Ibarra et al., 2008). Mas aun se
encuentran publicados los datos provenientes de las tres estrategias formales de
vigilancia del Sistema Nacional de Vigilancia de la Salud (SNVS) existentes actualmente:
modulo de Vigilancia Clinica (C2), modulo de Vigilancia por Laboratorios (SIVILA) y
modulo de Unidades Centinela (UC-SUH) (Antman, n.d.). Ademas, se aportan datos de
la vigilancia molecular, a través de la red PulseNet. Para conocer el estado actual de SUH
en Argentina existe el acceso publico a los Boletines Integrados de Vigilancia disponibles

en: http://www.msal.gov.ar/index.php/home/boletin-integrado-de-vigilancia

(Miliwebsky E, 2019).

No se recomienda el empleo de antibidticos para el tratamiento de la infeccidn puesto
que estos inducen un incremento en la produccién de Toxina Shiga, agravando el cuadro.
Asi, la Unica terapia disponible hoy se basa principalmente en dar apoyo con hidratacién
y didlisis si fuera necesario. Hace pocos anos se han desarrollado y evaluado, en modelos
animales e in vitro, una variedad de tratamientos alternativos como anticuerpos
monoclonales o antisueros dirigidos a la toxina Shiga, andlogos de receptores de toxina
y estrategias de vacunacion. Unas pocas de dichas estrategias han progresado hacia la

fase clinica (Mihlen & Dersch, 2020). Sin embargo, al dia de la fecha no existen medidas
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protectoras o terapias para las infecciones por STEC en humanos (Hiriart et al., 2024). En
distintos paises, entre los que se incluye a Argentina, se realizaron numerosos estudios
sobre la prevalencia de STEC que permitieron confirmar el rol del ganado vacuno como
principal reservorio (Chinen et al., 2003) (Masana et al., 2010; Parma et al., 2000). La
principal via de transmision de STEC 0157 y no-0O157 son los alimentos contaminados
como, por ejemplo, carne picada, productos carnicos crudos o insuficientemente
cocidos, hamburguesas, embutidos fermentados, morcilla, leche no pasteurizada, yogur,
guesos, mayonesa, papas, lechuga, brotes de soja y alfalfa, jugos de manzana no
pasteurizados, y agua, entre otros (Svendsen et al., 2023). Otras formas de transmision
incluyen el contacto directo del hombre con los animales, la contaminacién cruzada
durante la preparacién de los alimentos, la transmisiéon persona a persona por la ruta
fecal-oral, y la contaminacidn fecal de aguas de recreacién o aguas de pozo. Diversos
trabajos han descrito que la excrecién de STEC 0157 en humanos es prolongada e
intermitente (Swerdlow & Griffin, 1997). En nifios pequefos, a diferencia de lo que
ocurre en ninos mayores y adultos, el tiempo de excrecidon de 0157 supera ampliamente
el tiempo de resolucién de los sintomas. Toda persona con infeccién por STEC,
sintomatica o asintomatica, no deberd obtener el alta médica hasta no tener dos
coprocultivos negativos sucesivos con intervalos de 48 h entre ellos. Es importante
destacar que la dosis infectiva de este grupo bacteriano para ocasionar enfermedad es

de 10 a 100 bacterias por gramo de alimento.

Prevencion de STEC

Las infecciones en humanos suelen estar asociadas al consumo de carne poco cocida 6
preparada en condiciones bromatoldgicas deficientes. Dado que el ganado vacuno se
encuentra colonizado o con infecciones subclinicas por serotipos diferentes de STEC, se
considera uno de los mas importantes reservorios del patégeno y, por ende, fuente de
zoonosis. La contaminacién de carcazas durante el faenado representa un punto de
riesgo elevado, siendo habitualmente el primer paso en la posterior transmisién de las
cepas STEC al humano. Varios estudios han propuesto que la vacunacién del ganado

doméstico es una de las estrategias con mayor potencial de éxito para reducir la
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incidencia del SUH en humanos (D. R. Smith, 2014; Snedeker et al., 2012; Walle et al.,
2013). Se han ensayado varios tipos de formulaciones vacunales, tanto en ganado en pie
como en modelos murinos de colonizacién, las cuales pueden agruparse en las

siguientes categorias:

- Factores de virulencia expresados en forma recombinante, tales como EspB,
EspA, Tir, Intimina (fragmentos C280 y C531), Toxina tipo Shiga y Flagelina (Dean-
Nystrom et al., 2002; Dziva et al., 2007; McNeilly et al., 2010, 2015).

- Sobrenadantes de cultivo enriquecidos en proteinas excretadas por TTSS (K. J.

Allen et al., 2011; Potter et al., 2004).

- Componentes o subunidades extraidos directamente de cepas STEC, tales como
“fantasmas” bacterianos, porinas, sideréforos y Vesiculas de Membrana Externa (OMV)

(Cull et al., 2012; Fingermann et al., 2018; Vilte et al., 2012).

- Expresion heterdloga de los factores de virulencia en bacterias atenuadas (Khare

et al., 2010).

Los trabajos anteriores permiten concluir que para alcanzar una proteccién efectiva
contra la colonizacion es necesario el empleo de formulaciones multiantigénicas. Mas
aun, algunos de estos estudios han observado que una adecuada relacidon en la
proporcién de cada uno de los antigenos en las formulaciones permite mejorar los
resultados (McNeilly et al.,, 2015). Hasta este momento solamente han sido
comercializadas dos formulaciones vacunales: Econiche® (Vetoquinol) y Epitopix®
(Pfizer). La primera de esas se basa en proteinas obtenidas a partir de sobrenadantes de
cultivo de cepas STEC y la segunda a partir de la biomasa de cultivos de las cepas

mencionadas.

En nuestro grupo, en colaboracidn con el Instituto Finlay de la Republica de Cuba, hemos
trabajado en el desarrollo de una formulacién vacunal para disminuir la portacion en el
ganado bovino de cepas responsables del SUH, en una estrategia alternativa a las
anteriores. Esta se basa en una tecnologia desarrollada en el Instituto Finlay, basada en
vesiculas de membrana externa (OMV) obtenidas a partir de cepas STEC. Las OMV

contienen en su estructura Proteinas, Lipopolisacaridos (LPS) y fosfolipidos purificados a
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partir de la superficie celular, mediante una metodologia estandarizada, con un bajo
costo de produccion. Dadas sus caracteristicas intrinsecas se trata de materiales
nanoparticulados, multiantigénicos e inmunogénicos, que permiten ademas incorporar
cantidades controladas de antigenos externos (por ejemplo, antigenos recombinantes)

durante su proceso de produccién (Fingermann et al., 2018; O. Pérez et al., 2004).

Sus propiedades inmunoldgicas han sido ampliamente estudiadas, demostrando una
habilidad para inducir una respuesta de tipo Th1, mostrando una alta capacidad inmuno-
potenciadora e inmuno-moduladora, lo cual los vuelve interesantes candidatos
vacunales y/o adyuvantes (J. L. Pérez et al., 2007). Su uso con proteinas recombinantes
permite alcanzar respuestas inmunes protectoras mas robustas, durante periodos mas
largos que el uso de proteinas recombinantes solas (Cecil et al., 2019). Por otra parte, el
proceso desarrollado de extraccién de OMV por el Instituto Finlay permite obtener
particulas con cantidades controladas de lipopolisacarido de membrana (LPS), un
potente estimulador de respuesta inmune, pero con capacidad de desarrollar respuestas
adversas cuando estd presente por encima de ciertos limites. El uso de detergentes en
el proceso de extraccién mencionado limita asi la toxicidad de las vesiculas al controlar
el contenido en estas de LPS, permitiendo obtener asi particulas con excelentes

propiedades adyuvantes y baja toxicidad.

En el presente trabajo de Tesis hemos trabajado con tres factores de virulencia
relevantes para el desarrollo de la colonizacidn de cepas STEC en ganado bovino y para
el posterior desarrollo de la enfermedad en humanos: la subunidad B de la Toxina Shiga
2, EspA vy la regidn variable C-terminal de Intimina. En la Parte 1 explicamos como
llegamos a obtenerlas de manera recombinante y pura, para luego utilizarlas en la

generacion de sueros y en el andlisis por Espectrometria de Masas, en la Parte 2.

16



Tesis de Maestria en Microbiologia Molecular — Avila Lucia

Parte 1

Expresion recombinante de antigenos STEC

Introduccidn

1.1- Toxina Shiga

Los miembros de la familia Stx poseen una estructura conservada de subunidades ABs,
codificadas por bacteriéfagos insertos en el cromosoma bacteriano. La subunidad A (33
kDa) es la parte biolégicamente activa, responsable de la actividad catalitica, y la
subunidad pentamérica B (7,5 kDa cada mondmero), es la responsable de la unién de la

toxina al receptor celular especifico Gb3 en las células blanco (A D O’Brien, 1987).

El proceso inicial de endocitosis depende de la conexién de Gb3 a balsas lipidicas en las
membranas celulares. Estas balsas lipidicas contienen caveolina —proteina integral de
membrana plasmatica- donde la polimerizacién proporciona la plataforma sobre la cual
se forman los endosomas tempranos. La movilizacién de los microtubulos pone en juego
las vias dependiente e independiente de clatrina. Luego, el complejo Stx-Gb3 es dirigido
desde el endosoma temprano hacia el reticulo endoplasmatico a través de un transporte
retrégrado, haciendo posible que Stx-Gb3 escape a la degradacion lisosomal. Durante el
transporte, la subunidad catalitica A es escindida por la proteasa furina en dos
fragmentos: Al y A2. En el reticulo endoplasmatico, el puente disulfuro entre los dos
fragmentos es reducido, y el fragmento Al es translocado hacia el citoplasma (transporte
anterégrado) donde queda libre para ejercer su efecto citotdxico, que consiste en la
eliminacidn de una base de adenina especifica del extremo N-glicosidico del rRNA 28S
de la subunidad ribosomal 60S dentro de las células infectadas, inhibiendo la sintesis
proteica y por lo tanto generando una muerte celular. La patofisiologia del trafico de la
toxina Shiga y su accién intracelular se esquematiza en la Figura 3. La citotoxicidad de
Stx esta ligada a la expresion del receptor Gb3 en la superficie de las células blanco.

Comparado con otros 6rganos, el rifdn expresa niveles relativamente altos de Gb3, razén
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por la cual resulta uno de los drganos target fundamentales en el desarrollo del SUH

(Ibarra et al., 2008).

Figura 3. 1. La subunidad B de la Toxina Shiga se une al receptor Gb3, presente en balsas lipidicas en la
superficie de las células target. 2. La Stx y su receptor son internalizados (endocitosis), y Stx es activada
mediante el clivaje de la subunidad A en dos fragmentos por la proteasa furina (representada por la
medialuna azul). Los puentes disulfuro mantienen a los dos fragmentos juntos en el endosoma. 3. La
Stx evade la via lisosomal y se dirige a través del reticulo endoplasmatico (transporte retrégrado) donde
es reducido el puente disulfuro. 4. La subunidad Al es traslocada al citoplasma (transporte anterégrado)
donde ejerce sus efectos citotdxicos. 5. El fragmento Al cliva una adenina del rRNA 28S de la subunidad
ribosomal 60S, inhibiendo la sintesis de proteinas y disparando una respuesta ribotodxica y estrés del
reticulo endoplasmatico. 6. Stx también activa multiples sefiales de estrés y vias apoptdticas, y es
responsable de la produccién de citoquinas inflamatorias por parte de la célula invadida (Adrien Joseph
et al., 2020).

Las Stx se pueden clasificar segun sus secuencias aminoacidicas en dos grandes grupos,
Stx1 y Stx2. Cada grupo, a su vez, posee un creciente niumero de variantes. El grupo de
las Stx1 esta compuesto por los subtipos Stxla, que es idéntica a Stx de S. dysenteriae

tipo 1; Stxlc (Zhang et al., 2002); y Stx1d. A pesar de que Stx1 y Stx2 poseen el mismo
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mecanismo de accidén, comparten sélo un 55% de similitud en la secuencia aminoacidica.
El grupo de las Stx2 es mas heterogéneo, y comprende a los subtipos Stx2a, Stx2b, Stx2c,
Stx2d, Stx2e, Stx2f y Stx2g. Las cepas STEC de origen humano, animal o de alimentos
pueden producir variantes de Stx1 y Stx2, solas o combinadas. Si bien los miembros de
la familia de Stx muestran similitud en su estructura y funcién, cada uno de los subtipos
presenta grandes diferencias en su toxicidad in vitro e in vivo. Con lo que a esto respecta,
se ha demostrado que Stx2 tiene una actividad citotdxica de 100 a 1000 veces superior
a Stx1 (Eppinger et al., 2022). Dentro de las cepas productoras de Stx2, los subtipos
Stx2a, Stx2c y Stx2d se han visto asociados con mayor frecuencia a casos de colitis
hemorragica (CH) y SUH (Hiriart et al., 2018). Por lo tanto, la caracterizacidn de Stx posee
un importante valor predictivo de evolucidon a SUH en un paciente infectado por STEC

(Friedrich et al., 2002).

1.2-EspA (E. coli secreted protein A)

Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) y enterohemorragica (EHEC) colonizan el
epitelio intestinal causando la lesion A/E mediante un mecanismo que involucra la
estrecha union de la bacteria a la célula huésped. Los factores de virulencia esenciales
para este proceso estan codificados en una isla de patogenicidad, el locus de
desprendimiento de enterocitos (LEE, por sus siglas en inglés locus of enterocyte
effacement), que incluye la Intimina (gen eae), EspA (gen espA) y Tir (gen tir, receptor
para la translocacion de Intimina) (Praekelt et al., 2014) (Fig. 4). La expresion del LEE y |a
formacion de los pedestales se ven reforzados luego del pasaje de la bacteria al
mamifero, existe evidencia de que la expresion del LEE es sensible a las hormonas
catecolaminas relacionadas con el estrés del huésped, detectado por sensores

adrenérgicos de quinasas bacterianos (Hughes & Sperandio, 2008).

Utilizan un sistema de secrecidn de tipo 3 (T3SS) para inyectar sus proteinas efectoras en
las células eucariotas. Este aparato abarca las membranas interna y externa de la
bacteria e incluye una aguja helicoidal que sobresale al espacio extracelular. Hasta el

momento se observa sélo en EPEC y en EHEC y no en otras bacterias Gram negativas
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patogénicas que contienen el T3SS, un filamento conformado por la proteina EspA que
actlia como extension de la aguja, mediando tanto la unidn a las células eucariotas como

el transporte de proteinas efectoras a través de la capa mucosa intestinal (Fig. 5).

La estructura del filamento de EspA comprende un tubo helicoildal de 12 nm de
diametro, compuesto por 5.6 subunidades de EspA por vuelta, que sirve como extension
de la aguja, formando un canal central de ~25 A de didmetro. Esta estructura evoluciona
adaptandose al ambiente, en el cual la aguja sola no seria lo suficientemente larga para
atravesar la capa mucosal del intestino. Los filamentos de EspA y la aguja comparten una
simetria helicoidal similar con estructuras flagelares y son alargados por adicion de
subunidades de EspA en la punta del filamento en crecimiento, de la misma manera que

ocurre en los filamentos de flagela (Zheng et al., n.d.).

Funcionalmente, los filamentos forman un conducto helicoidal largo y flexible que
conecta la punta de la aguja con el poro de translocacién (conformado por las proteinas
EspB y EspD), por el cual median la translocacién de los efectores. En efecto, EspA
interactia con EspB y EspD. Ademads de su actividad de translocacion de proteinas, los
filamentos de EspA son importantes adhesinas, mediando la unidn tanto a las células
epiteliales como a hojas comestibles. En ausencia de los filamentos de EspA, los

efectores podrian ser secretados, pero no translocados.

Por otra parte, los filamentos de EspA son importantes antigenos in vivo. Se han
encontrado anticuerpos contra EspA tanto en calostro humano como en suero de
pacientes infectados con EHEC. En modelos animales, los anticuerpos I1gG anti EspA
juegan un rol principal en la eliminacidn del patégeno (Jenkins et al., 2000). Por tanto, se
considera que EspA es un constituyente fundamental para formar parte de una vacuna

para el control de EHEC en ganado bovino.
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1.3- Intimina

Ademas de los genes stx, las cepas STEC mas virulentas poseen el gen eae, que expresa
la proteina de membrana externa Intimina. El gen eae se encuentra codificado en la isla
de patogenicidad LEE, la cual contiene 41 genes organizados en 5 operones
policistronicos denominados LEE1, LEE2, LEE3, LEE4 y LEE5 (Figura 4). Esta compleja isla
de 35,6 kb esta regulada y contiene todos los genes necesarios para la formacion de la
lesion A/E. Los operones LEE1, LEE2 y LEE3 codifican los genes de las proteinas del
sistema de secrecidén tipo Il (T3SS) que forman el complejo de aguja. En el LEE4 se
codifican los genes de las proteinas que se secretan a través del T3SS, las cuales se
conocen de forma colectiva con el nombre de Esp (del inglés, E. coli secreted proteins).
En el operdn LEES se encuentran codificados los genes de las proteinas del sistema de
adherencia propiamente dicho, la Intimina y su receptor Tir (del inglés, translocated
intimin receptor) (Castillo et al., 2005). Intimina es una adhesina de membrana externa
de 94 a 97 kDa producida por las cepas EHEC patogénicas relacionadas con la lesion A/E.
Su secuencia de 939 aminodcidos se distingue por una regién altamente conservada en
su extremo N-terminal (aminodcidos 388 al 667), y variable en los ultimos 280
aminoacidos de la regién C-terminal (Intzso). Es en este extremo C-terminal donde se
encuentra el dominio de ligacién de la Intimina a su receptor Tir (Frankel et al., 1994)
(Figura 6). Frankel et al. demostraron que estos 280 aminodcidos del carboxilo terminal
de Intimina de EPEC 127:H6 y EHEC O157:H7 se unen directamente a células Hep-2, y la
misma regién también media la unién entre la Intimina de EHEC 026:H- a las células
huésped. Mas aun, la expresion de dos tercios del C-terminal de la Intimina fue suficiente
para restaurar la adherencia de una cepa EHEC 0157:H7 Aeae mutante (Mckee &
O’Brien, 1996). Otros estudios indicaron que la unién de Intimina purificada a células
eucariotas solo se puede detectar si dichas células son pre-infectadas con EPEC o EHEC,
indicando que el factor bacteriano influye en la adherencia mediada por la Intimina
(Stevens et al., 2014). Aunque en principio fue identificada en EPEC 0127:H6, un
homoélogo en EHEC 0157:H7 que exibia 83% de identidad en su secuencia aminoacidica
fue luego reportado como mediador de la adherencia bacteriana en cultivo de células 'y

colonizaciéon intestinal en cerdos (Donnenberg et al., 1993). Estudios subsecuentes
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establecieron que la Intimina de O157:H7 juega un rol fundamental en la persistencia 'y
patogénesis en ratones, conejos jévenes, terneros neonatos y corderos, y ganado bovino
adulto y ovejas. También se ha reportado que la Intimina induce respuestas inflamatorias
en la mucosa; por ejemplo, induce la respuesta celular Th1 (linfocitos T “helper” tipo 1),
gue se caracteriza por el engrosamiento de la mucosa e infiltracién de linfocitos T CD4+
durante la infeccion de ratones con C. rodentium (Higgins et al., 1999), y puede aumentar
la proliferacién estimulada por mitdégenos de linfocitos T CD4+ del bazo y células de

tejidos linfoides.

2 Intimin Intimin

Ao aer e
LRI LR L

[EPEC outer | Gly 552
membrane o 253

Hosat cell cytosol

Figura 6. Interaccion entre la Intimina y su receptor Tir en la membrana de la célula huésped. Intimina
estd representada en verde con sus residuos de la porcién C-terminal numerados. Tir esta representado
como un dimero (en azul y rosa) con el dominio de ligacion a Intimina (IBD) extracelular y las porciones
N-y C-terminales intracelulares (Luo et al., 2000).

En analisis filogenéticos de los genes eae se identificaron diferentes subtipos, designados
como Int-a, -B, -y, -6, -€, and —6 (Zhang et al., 2002), aunque otros subtipos de Intimina
se han identificado en los afios subsiguientes. La diferencia se da en la secuencia del C-
terminal que es el dominio de unidn a la célula diana, y en general estd asociada a linajes

especificos de EPEC y EHEC. Por ejemplo, Int-a esta asociada con los serotipos de EPEC
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055:H6 y 0127:H6, mientras que Int-y se encuentra en los serotipos de EHEC 0157:H7 y
EPEC O55:H7. Como se menciond anteriormente, el dominio C-terminal de la Intimina
interviene en la unién a Tir y por consiguiente a la superficie de la célula huésped, por lo
que esta divergencia en los subtipos de la adhesina podria incidir en la avidez y

especificidad de adherencia.

Objetivos

Objetivos generales:

Expresar, de manera recombinante, factores de virulencia de STEC y purificarlos para el

desarrollo de herramientas analiticas e inmunoensayos.
Objetivos especificos:

- Transformar, expresar y purificar las proteinas seleccionadas: Stx2B, EspA e
Intimina.
- Evaluar suinmunogenicidad mediante la obtencion de sueros policlonales

dirigidos a un reconocimiento especifico de las mismas.

2- Materiales y métodos

Preparacion de bacterias competentes y evaluacion

Se cultivaron las cepas bacterianas de clonado y expresién: Eschericchia coli DH5q.,
Rosseta plysS, M15 y BL21. Con el fin de obtener bacterias competentes, se siguid la
metodologia descrita por Hanahan y colaboradores para bacterias competentes a ser
crioconservadas (Hanahan et al., 1991). La eficiencia de transformacion alcanzada se
evalud a partir de realizar un ensayo de transformacién quimica por shock térmico con
una suspensién de plasmido de interés (pET28a:1BStx2B, pET28a:EspA, pFL3B). Se
descartaron aquellas placas de medio LB con antibidtico de interés (kanamicina,
ampicilina 6 cloranfenicol, segiin corresponda) en las cuales se observé una eficiencia de

transformacion inferior a 10 UFC/pg de ADN.
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Expresion de proteinas recombinantes

Las cepas de expresion (E. coli DH5a, BL21, Rosetta y M15, segln corresponda) se
transformaron quimicamente con los pladsmidos que contienen las secuencias
codificantes para la expresion de los inmundgenos de interés (Stx2B, EspA e Intimina)
siguiendo la metodologia descrita por Hanahan (Hanahan 1991). Los plasmidos
conteniendo la secuencia codificante para la proteina recombinante EspA vy la region
variable C-terminal de Intimina fueron cedidos gentilmente por la Dra. Roxane Piazza del
Instituto Butantdn (Sao Paulo, Brasil). La seleccion de las bacterias positivas fue mediante
la confirmacién en medio de cultivo sélido de la induccién de resistencia a antibidticos
aportada por el plasmido de expresion. La expresién de las proteinas recombinantes se
realizd en cultivos inducidos en fase exponencial (DO 600 nm 0,6 - 0,8) por el reactivo
IPTG. Los tiempos y temperaturas de induccidon se optimizaron para cada proteina en
particular, tomando muestra en cada paso del proceso. A partir de las muestras
anteriores, se analizd su composicion proteica mediante corridas electroforéticas en
geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE, 12,5% 6 15%) (Laemmli, 1970).
Esta informacion se empled para la expresion de las proteinas recombinantes a una
escala mayor. La biomasa bacteriana obtenida en la condicién de cultivo seleccionada se
recuperdé mediante centrifugacién (10.000 G, 20 min, 42C), se resuspendid en buffer de
lisis (50 mM Tris pH 8,0, 300 mM NaCl, PMSF 1 mM y 5mM Imidazol) y se procedié a la
lisis bacteriana mediante sonicacién, analizando la presencia de la proteina
recombinante en las fracciones obtenidas luego de la centrifugacién del lisado (fraccion

sobrenadante 6 precipitado).

Con motivo de recuperar aquellas proteinas que se separaron junto al material insoluble
post-sonicacidn, el precipitado fue resuspendido en el mismo buffer de lisis, al cual se le
adiciond Urea 8M, lentamente, en agitacién y a temperatura ambiente. Esta suspension
se centrifugd a 7000 g durante 20 min y el sobrenadante, conteniendo la proteina

deseada, fue el material de partida para comenzar la purificacion.
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Purificacion de proteinas recombinantes

La evaluacidn preliminar de las condiciones de unién y elucién de las proteinas
recombinantes, por la metodologia de Cromatografia de Afinidad por lones Metalicos
(IMAC), se realizé utilizando columnas de purificacién por gravedad con resina de Niquel.
Las fracciones colectadas se analizaron mediante la técnica de SDS-PAGE. A partir de la
informacidon obtenida en los ensayos anteriores se optimizdé la purificacion de las
proteinas recombinantes y se llevd a cabo a mayor escala mediante el empleo de la
técnica de Cromatografia Liquida de Rapida Performance (FPLC) (equipo AKTA explorer
100 ®, GE Healthcare, EEUU), monitoreando y analizando los resultados mediante el

software Unicorn® (version 4.1, GE Healthcare, EEUU).

Obtencién de anticuerpos policlonales con reconocimiento especifico por las
proteinas de interés

Para el desarrollo de anticuerpos clonales con reconocimiento especifico contra las
proteinas de interés se emplearon ratones hembra de la cepa CF-1 de 18-21 g y conejos
de sexo indistinto de la raza Nueva Zelanda Blanca de 2 a 3 kg de peso. Los animales
fueron mantenidos en condiciones controladas de temperatura (entre 20-259C) vy
humedad relativa (40-70%), con un ciclo de luz/oscuridad de 12 h. Los ratones fueron
inmunizados por via subcutdnea con la proteina recombinante pura correspondiente
emulsionada en adyuvante completo de Freund, la primera dosis, y con adyuvante
incompleto de Freund, la segunda y tercera dosis. Los conejos, por su parte, fueron
inmunizados por via subcutdnea con la proteina recombinante pura correspondiente
emulsionada en adyuvante completo de Freund la primera dosis, y con adyuvante

incompleto de Freund la segunda y tercera dosis.

Al finalizar el calendario, se recolectd sangre de los animales mediante puncidn cardiaca
bajo anestesia general, utilizando tubos con gel separador de suero. Los sueros se

almacenaron a -202C hasta su uso en ensayos de inmunodeteccion.
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Western Blot

Las muestras proteicas resueltas mediante la técnica de SDS-PAGE fueron transferidas
por electro transferencia a membranas de nitrocelulosa previamente cortadas acorde
con el tamafio de cada gel e hidratadas en buffer de transferencia (Tris/Glicina
25mM/192mM en 20% de Metanol) durante 10 min. La transferencia de las proteinas

de los geles a las membranas fue realizada a 80 V durante 1:30 h.

La membrana se bloqued en solucién de leche descremada al 5% en PBS durante 1 h a
3729C. Luego se incubd con el anticuerpo primario especifico (sueros policlonales) diluido
en solucidn de leche descremada al 3% en PBS-Tween 20 0,05% (PBS-T), overnight a 42C
y con agitacién. Se realizaron 3 lavados de 10 min cada uno con PBS-T. La membrana se
incubd con anticuerpo secundario (anti-rabbit é anti-mouse conjugado a HRP, segun
corresponda) diluido en leche descremada 3% en PBS-T durante 2:30 h a T ambiente. Se
realizaron 3 lavados de 10 min cada uno con PBS-T y se reveld con una solucidn de 4-
cloronaftol 1/10 en PBS + perdxido de hidrégeno 0,1%, en oscuridad, durante
aproximadamente 10 min. La reaccidn se detuvo mediante el lavado de la membrana

con H20 destilada.

3- Resultados y discusion

3.1- Optimizacion de la expresion y purificacion de proteinas
recombinantes

Stx2B

En nuestro grupo de investigacion hemos generado previamente un vector que codifica
la expresion de la subunidad B de la Stx2B en E. coli. Durante la construccidn de este
vector, a la secuencia que codifica para la expresién de la subunidad 2B, se le adicioné
en su extremo 5’ la secuencia lider de la subunidad 1B y ésta secuencia final fue en el

sitio de clonado multiple del vector pET28a. De esta manera, el producto maduro
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obtenido, luego de la escisidon de la secuencia lider por la maquinaria propia de expresion
bacteriana, se compone de la secuencia correspondiente a la subunidad B de Stx2B
seguida de una etiqueta desde 6 Histidinas en el extremo C de la proteina expresada, lo
cual facilita su posterior purificacion mediante cromatografia de afinidad por iones
metadlicos inmovilizados (IMAC). Este vector (denominado 1BStx2B) se encontraba
transformado en la cepa de expresidn E. coli Rosetta plysS. Se expresé la proteina
recombinante, partiendo desde el stock en glicerol, siguiendo las condiciones de
expresidon optimizadas en trabajos previos (induccidon con 1 mM de IPTG, 20°C, 16 h). La

masa molecular esperada para el inserto luego de su expresion es de 8,8kDa (Figura 7).
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La purificacién de esta proteina a partir de los extractos solubles, obtenidos luego de la
ruptura por sonicacién de la biomasa bacteriana, se realizd basada en la afinidad a
ligandos metalicos de la proteina merced a la presencia de una etiqueta de poli
histidinas. Se siguié un proceso inicial de screening de condiciones de unién a una resina
cromatografica de afinidad a ligandos metalicos (IMAC) por gravedad, y luego se
trasladaron los resultados obtenidos a una cromatografia rapida en fase liquida (FPLC),
siguiendo los pasos descritos en la seccidon de Materiales y Métodos. En la Figura 8ay 8b

se muestra lo observado luego de la resolucion de los diferentes eluatos cromatograficos
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en geles SDS-PAGE durante la purificacién de rStx2B y el correspondiente cromatograma.
Una vez concentradas, las purificaciones de rStx2B fueron esterilizadas por filtracion
(tamafio de poro 0,22 um), en cabina de bioseguridad, quedando asi listas para su uso

en la formulacion de inmundgenos y/o para su analisis posterior.

Figura 8. A- SDS-PAGE 15% en condiciones reductoras para purificacién de rStx2B por IMAC. Ub:
proteinas no unidas a la resina; L1-L6: lavados; E1: 2 eluciones con 500mM Imidazol. Tincidn
Coomassie Blue R-250.
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B- Cromatograma de una purificacién automatizada, registro de absorbancia UV a 280 nm.
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EspA

La proteina rEspA de 20,5 kDa fue expresada y purificada segun se detallé en materiales
y métodos, basado en la presencia de una etiqueta de afinidad a ligandos metalicos (His-
tag) en su secuencia. Las fracciones de las distintas etapas del cultivo fueron analizadas

por SDS-PAGE (Figura 9).

Figura 9. SDS-PAGE 12,5% en condiciones reductoras. Calle 1: patrones de peso molecular expresados
en kDa; calle 2: lisado bacteriano sin inducir; calle 3: lisado bacteriano inducido; calle 4: fraccidon
insoluble post sonicacidn; calle 5: fraccién soluble post sonicacion. El gel se tifié con Coomassie Blue G-
250 coloidal.

En la Figura 9 puede observarse que, luego de la expresién de la proteina recombinante
EspA en este sistema, la mayor parte de esta permanece insoluble, muy probablemente

producto de la formacion de cuerpos de inclusidn. Estos son agregados citoplasmaticos

30



Tesis de Maestria en Microbiologia Molecular — Avila Lucia

generados durante la expresidon recombinante de la proteina, como consecuencia de

problemas de la conformacién nativa de la misma.

Dado que, como se ha mencionado, la proteina recombinante posee una etiqueta de
afinidad a iones metdlicos, la purificacion se realizd6 mediante el empleo de columnas de
cromatografia de afinidad a Niquel inmovilizados, de forma equivalente a lo ya descrito
para el caso de rStx2b. Nuevamente, se realizd un screening inicial por gravedad de las
condiciones de purificacion. Como puede observarse en la Figura 10, la proteina rEspA

fue obtenida a través de este proceso con un alto porcentaje de pureza.

1 2 3 4 5 6 7 8
| i o b |
= | " Figura 10. SDS-PAGE 15% en condiciones
t' reductoras. Calle 1: precipitado post-sonicacién re
30 disuelto en buffer lisis + Urea 8M. Calle 2: primera
_.. -J fraccion de proteinas no unidas a la resina. Calles
o™ 3-6: lavados con 20mM y 50mM. Calles 7 y 8:
1 eluidos con 500mM. Tincidn Coomassie Blue G-
- 250 coloidal.

|

Luego, los resultados obtenidos en el screening inicial fueron empleados para desarrollar
un proceso de purificacidn de la proteina a mayor escala, mediante el uso de un equipo
de FPLC, aumentando el volumen de muestra, flujo y, ademas, trabajando de forma
dindamica con un gradiente de buffer hasta llegar a 50 mM. Asimismo, se fue
monitoreando por UV el lavado de las proteinas inespecificas y luego se eluyd la proteina

de interés con una concentracion de 500mM de Imidazol (Figura 11 Ay B).

31




Tesis de Maestria en Microbiologia Molecular — Avila Lucia

Figura 11. A- SDS-PAGE 12,5% en condiciones reductoras. Calle 1: proteina rEspA purificada
anteriormente (control positivo). Calle 2: precipitado post-sonicacion redisuelto en buffer de lisis + urea
8M. calle 3: primera fraccion de proteinas no unidas a la resina. Calles 4-6: lavados con 30mM. Calles 7
y 8: eluidos con 500mM. Tincién con Coomassie G-250 coloidal.
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B- Cromatograma obtenido en software UNICORN provisto por el equipo de FPLC AKTA explorer. Se
muestra el monitoreo de absorbancia UV a 280 nm.

La concentracidn final de la proteina se mantuvo entre 1-2 mg/ml; se alicuotod y se

conservé a -709C para sus usos posteriores.
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Intimina

Al igual que en el caso de la proteina recombinante EspA, el vector codificante para la
expresion de la proteina Intimina fue cedido por la Dra Piazza. No obstante, a diferencia
del caso de EspA, no se disponia de informacion relativa tanto a la composicién del
vector como a las condiciones requeridas para realizar clonado y expresion. La Unica
informacién disponible era que el vector de Intimina (pFL3[) contenia los genes de
resistencia para kanamicina y ampicilina y que el producto final de expresién poseia un
tamafio molecular estimado de 80 kDa. Los primeros intentos de transformacién fueron
realizados en las cepas de expresion de E. coli BL21(DE3) y Rossetta y resultaron
infructuosos. Estas cepas basan la expresion recombinante de proteinas a través del uso
de la ARN polimerasa dependiente del fago T7. Estas cepas poseen el gen codificante
para la expresién de la mencionada ARN polimerasa dentro de su cromosoma, cuya
expresion se encuentra regulada por la presencia de un promotor inducible por lactosa
(operén lac UV5) rio arriba de su secuencia. Luego, mediante la elevacién de la
concentracién de lactosa (o el uso de IPTG) se induce la expresion de la ARN polimerasa
del fago T7, la cual posee una alta productividad para aquellas secuencias que posean
rio arriba del inicio de transcripcion a la regién promotora correspondiente del fago T7.
Se especuld entonces con la hipdtesis que probablemente el promotor presente en el
plasmido pFL3[ fuera inducible por lactosa, utilizando para la expresion a la ARN
polimerasa propia de la bacteria y no poseyera una regiéon promotora compatible con la
ARN polimerasa del fago T7. Dado que la primera etapa de clonado del vector de origen
fue realizada sobre una cepa de E. coli DH5a y considerando que, si bien esta cepa no se
encuentra optimizada para la expresién de proteinas pero posee su propia ARN
polimerasa, se decidié evaluar la capacidad de induccién de la expresién de la proteina
con el andlogo de lactosa IPTG de igual manera que se realiza con las cepas comunmente
usadas en expresion. En paralelo, también se transformd la cepa E. coli BL21 vy, para

ambas, se probaron las siguientes condiciones de induccion:

e 1mMIPTG, 4 h, 37°C e 2mMIPTG, 4 h, 37°C
e 1mMIPTG, 4 h, 25°C e 2mMIPTG, 4 h, 25°C
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e 1mM IPTG, ON, 37¢C e 2mM IPTG, ON, 37¢C
e 1mM IPTG, ON, 252C e 2mM IPTG, ON, 252C

Como resultado de estos ensayos, se obtuvo una alta expresién de la proteina de peso
molecular esperado (Figura 12) en la cepa DH5ay no en BL21(DE3) y en todas las
condiciones, concluyendo que la cepa de origen del clon pFL3[3 contenia un promotor

lac/T5 con resistencia a ampicilina.
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Figura 12. A. SDS-PAGE 12,5% screening de B. SDS-PAGE 12,5% screening de condiciones de
condiciones de induccién en cepa DH5a. Calle 1:  induccién en cepa BL21. Calle 1: marcador de peso
marcador de peso molecular. 2: proteinas totales molecular. 2: proteinas totales sin inducir. 3:
sin inducir. 3: proteinas totales con induccién de la  proteinas totales sin inducir. 3: proteinas totales
expresion. El gel se tifid con Coomassie Blue G- con induccion de la expresion. El gel se tifié con
250. Coomassie Blue G-250.

Con esta informacién, el pldsmido se transformé en una cepa de expresidon compatible
con la expresion proteica a través de promotores derivados del promotor del operdn lac.
Estos sistemas, a diferencia de los empleados en las anteriores construcciones, emplean
ala RNA polimerasa dependiente del anfitridn y no a la RNA polimerasa de fago T7, como
es el caso de la cepa BL21(DE3). La cepa elegida fue la cepa de E.coli M15 (pREP4), que

cuenta con un plasmido codificante para la expresion constitutiva del represor del
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promotor lac (Lacl), junto con resistencia a kanamicina. Los resultados en SDS-PAGE
mostraron una expresién de la proteina recombinante de peso molecular esperado
(Figura 13). Luego de la ruptura celular, las muestras se analizaron mediante SDS-PAGE
y, como se observa en la Figura 13, la proteina se encuentrd en el precipitado post
sonicacion. Es decir, como en el caso de la proteina recombinante rEspA, la Intimina es
insoluble en el sobrenadante luego de la ruptura celular y, para poder solubilizarla y

continuar con la purificacidn, se adiciona Urea 8M.

int int let ste
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Figura 13. SDS-PAGE 12,5% en condiciones
97_ reductoras. Calle 1: patrones de peso molecular

66_
as_

expresados en kDa; calle 2: lisado bacteriano de
M15 sin inducir; calle 3: lisado bacteriano
inducido; calle 4: fraccion insoluble post
sonicacion; calle 5: fracciéon soluble post
sonicacion. El gel se tifié con Comassie Blue R-250.
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Para corroborar que la proteina recombinante Intimina (rInt) poseia una etiqueta de
Histidina y continuar con la optimizacion de su purificacién, se realizé un western blot
utilizando un anticuerpo primario que reconoce dicho aminoacido. Efectivamente, la

reaccién se vio a la altura del peso molecular que se esperaba (dato no mostrado).

Con respecto a la optimizacién de su purificacidn, con esta proteina solo se trabajé en
condiciones estdticas por gravedad con resina de Niquel. Como se menciond
anteriormente, se utilizd la fraccién insoluble del cultivo bacteriano. En la Figura 14 se
muestra un ejemplo de purificacién. Las fracciones de cada purificacién se juntaron en
un pool y el cdlculo de proteinas totales mediante método de Bradford en mini escala
arrojé una concentracién de 0,13 mg/ml de proteina recombinante. La proteina se

alicuotd y se reservo a -702C.
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30_
1

Figura 14. SDS-PAGE 15% en condiciones reductoras para purificacién de rint. Lis: lisado proteico post-

sonicacion y re suspendido en Urea 8M; ub: fraccidon no unida por afinidad a la resina IMAC de Niquel;
lavados con gradiente de Imidazol 20, 50 y 100 mM; eluciones de la proteina recombinante con 500

mM de Imidazol. Tincion Coomassie Blue R-250.

3.2- Generacién de sueros policlonales para el desarrollo de técnicas analiticas

y/o diagndsticas.

Para evaluar la inmunogenicidad y capacidad de desarrollo de respuestas inmunes
especificas de las proteinas recombinantes de la etapa anterior, se decidid generar
anticuerpos policlonales en animales de experimentacién. Los calendarios de
inmunizacion empleados para cada uno de los antigenos recombinantes se presentan en

la Tabla 1.
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Dia Ratones Conejos

0 15 pg Ag + CFA 150 pg Ag + CFA
30 15 ug Ag + IFA 100 pg Ag + IFA
60 15 ug Ag + IFA 100 pg Ag + IFA
90 Sangrado a blanco Sangrado a blanco

Tabla 1. Calendario de inmunizacion. Ag: Antigeno (corresponde a la proteina recombinante pura); CFA:

Adyuvante de Freund Completo; IFA: Adyuvante de Freund Incompleto

La calidad e inmunoespecificidad de las respuestas inmunes humorales desarrolladas en

los animales de experimentacién fue estimada mediante la técnica de western blot,

segun se sefiala en la seccién de materiales y métodos, optimizando las condiciones de

trabajo para cada uno de los pares antigeno-anticuerpo. A continuacién, se describen los

resultados obtenidos.

Desarrollo de anticuerpos policlonales contra rStx2B

Como se muestra en la Figura 15 Ay B, no se logré detectar una alta especificidad en los

sueros de conejo y ratones inmunizados con rStx2B.
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Figura 15. A. Western blot para Stx2B: B. Western blot para Stx2B: Identificacion del
Identificacién del componente esperado de PM componente esperado de PM aproximado de 8,8
aproximado de 8,8 kDa (Stx2B) mediante western kDa (Stx2B) mediante western blot con suero
blot con suero policlonal de ratén (Anticuerpo policlonal de ratén (Anticuerpo primario) vy
primario) y revelado con suero anti-conejo revelado con suero anti-conejo conjugado a
conjugado a peroxidasa alcalina (Anticuerpo peroxidasa alcalina (Anticuerpo secundario).
secundario).

Diferentes autores han reportado la baja inmunogenicidad de Stx2B, sumada a la pureza
inferior al 90 % de la proteina recombinante empleada, justifican los resultados
observados. Luego de analizar la estructura de rStx2B por HPLC y por geles de
poliacrilamida nativos (datos no mostrados), pudimos observar que la proteina rStx2B
se expresa formando diferentes multimeros. Luego, parte de la respuesta inmune
humoral desarrollada en los animales de experimentacién se encuentra dirigida hacia
estos conféormeros, originando asi al menos parte de las bandas de reconocimiento hacia
componentes de mayor peso molecular que el esperado para rStx2B. Dada la limitada
especificidad de la respuesta inmune desarrollada hacia el componente deseado se ha
decidido, como se describe en la segunda parte de la presente tesis, dirigir la estrategia

de desarrollo analitico hacia metodologias basadas en la Espectrometria de Masas.

Desarrollo de anticuerpos policlonales contra rEspA

Los sueros policlonales obtenidos a partir de conejos y ratones inmunizados con rEspA

mostraron un reconocimiento no solamente a una banda de peso molecular coincidente
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con el de dicha proteina recombinante, sino ademas a varias otras bandas de tamafos

moleculares tanto menores como superiores en los Western Blot (Figura 16 Ay B).

ind EspA ind EspA
4 -
66
9 m — 45
30
o e :
o
A 4 B —, ——
Figura 16. A. Identificacion del componente Figura 16. B. Identificacién del componente

esperado de PM aproximado de 25 kDa (rEspA)
mediante Western Blot con suero policlonal de
ratén (Anticuerpo primario) y revelado con suero
anti-conejo conjugado a peroxidasa alcalina
(Anticuerpo  secundario). El suero es el
correspondiente al final del calendario de
vacunacion. Se muestra la migracion de los
patrones de Peso Molecular.

esperado de PM aproximado de 25 kDa (rEspA)
mediante Western Blot con suero policlonal de
conejo (Anticuerpo primario) y revelado con suero
anti-conejo conjugado a peroxidasa alcalina
(Anticuerpo  secundario). El suero es el
correspondiente al final del calendario de
vacunacion. Se muestra la migracion de los
patrones de Peso Molecular.

Las bandas correspondientes a cadenas polipeptidicas de menor peso molecular
pudieron ser originadas por productos de degradacién de rEspA. La banda de alrededor
de 45 kDa esta presente en la proteina purificada usada para realizar las inmunizaciones,
como se muestra en la Figura 16, y podria corresponder a un dimero de EspA. La
inmunogenicidad observada para rEspA en los ensayos anteriores, tomando en
consideracion lo reportado en torno a su rol como factor de virulencia y su potencial
como antigeno vacunal, resultan prometedores en cuanto a las posibles aplicaciones en

torno de esta proteina.
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Evaluacién de anticuerpos policlonales contra rint

Al mismo tiempo, se realizaron los ensayos de Western Blot para evaluar la respuesta
inmune desarrollada por los conejos y ratones sometidos al plan de inmunizacién con
proteina recombinante Intimina (rint) purificada anteriormente. Se observdé un
reconocimiento especifico hacia la proteina de interés (Figura 17, Ay B). No obstante, se
observdé ademas un reconocimiento hacia otros componentes del lisado la cepa de
Escherichia coli M15 (reactividad cruzada). Al igual que los sueros anti rEspA, este es un
suero que reconoce la proteina de interés, pero es necesario aumentar su especificidad
reduciendo el reconocimiento a impurezas propias de una cepa que se encuentra

naturalmente en practicamente todos los animales.
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Figura 17. A. Western Blot para suero de ratén Figura 17. B. Western Blot para suero de conejo

inmunizado con rint (Anticuerpo primario). A la  inmunizado con rint. A la izquierda se muestra la
izquierda se indica la migraciéon de los patrones de

migracion de los patrones de Peso Molecular.
PM.

Los sueros obtenidos se encuentran por lo tanto disponibles para ser ensayados para el
desarrollo de métodos analiticos de identificacién y eventual cuantificaciéon de la

presencia de la proteina Intimina en extractos bioldgicos.
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4- Conclusiones

A lo largo de esta primera etapa se han desarrollado metodologias para la expresidon y
purificacion de versiones recombinantes de 3 factores de virulencia de una cepa STEC.
Durante el desarrollo de estas metodologias se analizaron y optimizaron etapas criticas
relacionadas con la expresion y con la purificacién de estos factores. A pesar de la alta
pureza alcanzada para los productos finales, los sueros policlonales obtenidos mediante
la inmunizacion de animales de laboratorio con estos antigenos han mostrado un
reconocimiento hacia los mismos, aunque no especificas, observdndose respuesta en
estos sueros hacia otros antigenos. Considerando que la plataforma de expresién
recombinante utilizada se basa en el uso de cepas de Escherichia coli, que los factores
de virulencia son producidos por cepas patogénicas de este microorganismo y que
ademads es un comensal habitual del intestino de los animales de experimentacién
empleados, probablemente aun la presencia en muy baja proporcidon de proteinas
contaminantes en los productos finales sea suficiente como para inducir una respuesta
hacia éstas que provoque la inespecificidad detectada en los sueros. Luego, para
continuar con la evaluacién de estos antigenos recombinantes como herramientas de
diagndstico se trabajara en el desarrollo de etapas adicionales que permitan incrementar
la pureza en los productos finales. En el caso de los antigenos recombinantes para
desarrollar formulaciones vacunales veterinarios, deberd evaluarse en ensayos
posteriores si hay que aumentar la pureza para alcanzar un grado satisfactorio de

proteccién inmune.

La disponibilidad de herramientas analiticas simples, especificas y cuantitativas es un
requerimiento indispensable para el adecuado desarrollo de procesos de producciéon de
antigenos. Por este motivo, en la siguiente etapa de esta tesis, se abordd el desarrollo
de técnicas analiticas basadas en la espectrometria de masas que permitieran el
seguimiento especifico cuali/cuantitativo de los antigenos recombinantes a lo largo de
todo el proceso, esto es, tanto para ser utilizado en las etapas de expresién como de

purificacién y optimizacion de las mencionadas proteinas.
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Parte 2

Desarrollo de herramientas analiticas basadas en Espectrometria de Masas

Introduccién

1.1- Espectrometria de masas como una herramienta para el control de calidad

Las OMV (vesiculas de membrana externa) se obtienen a partir de la biomasa de cultivos
bacterianos, como se describié en secciones previas. Por lo tanto, su composicion
antigénica variara segun las condiciones de cultivo, fase de cultivos al momento de la
cosecha, etc. Esto representa un desafio en los controles de calidad requeridos para
caracterizar las formulaciones. Por otra parte, la incorporacion de proteinas expresadas
en forma recombinante para incrementar su calidad antigénica presenta complejidades
adicionales en términos de técnicas analiticas a aplicar para controlar la calidad de las
formulaciones en una matriz tan compleja. En la siguiente seccidon se describen los
resultados obtenidos en el proceso de desarrollo de una herramienta analitica basada
en la Espectrometria de Masas (UFPLC-MSMS), para ser aplicado a la caracterizacién del
contenido en factores de virulencia de cepas STEC expresadas en forma recombinante,

en diferentes intermediarios del proceso.

Dentro de las técnicas basadas en espectrometria de masas, resultan de particular
interés las estrategias de identificacidn de proteinas por la técnica de huella peptidica
(PMF) (Cottrell, 1994) y las de cuantificacién de péptidos y proteinas seleccionados a
través del monitoreo de reacciones multiples (MRM) (Lange et al., 2008). Esta
herramienta serd usada para la optimizacién de la composicion antigénica de
formulaciones vacunales, las cuales seran posteriormente evaluadas en ensayos de
inmuno-prevencién de la infeccion por cepas STEC. El objetivo es asegurar la calidad de
un producto fundamental en la Salud Publica Nacional y detectar rdpida y eficazmente

factores criticos y relevantes en muestras complejas. A continuacién, se realiza un
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resumen de los aspectos mas importantes de la cromatografia de alta presion en fase

reversa acoplada a Espectrometria de Masas y las técnicas de deteccidn y cuantificacién.

1.2- LC-MSMS.

La introduccion de técnicas de ionizacién y transferencia a fase gaseosa de
macromoléculas a finales del siglo pasado, tales como MALDI (matrix assisted laser
desorption/ionisation) (Michael. Karas and Franz. Hillenkamp, 1988; Tanaka et al., 1988)
y ESI (electro spray ionisation) (Bruins et al., 1987; Fenn et al., 1989; R. D. Smith et al.,
1991) han permitido singulares avances para la caracterizacion de muestras complejas
de proteinas. Las macromoléculas cargadas en fase gaseosa pueden ser analizadas
mediante técnicas de alta resolucidn tales como arreglos lineales de triple cuadrupolo
(LTQ), analizadores de tiempo de vuelo (Tof), entre otras. Esas técnicas tienen un amplio

campo de aplicacion para la caracterizacién de muestras bioldgicas complejas.

La Espectrometria de Masas (MS) es una técnica analitica que se utiliza para medir el
radio de la masa molecular sobre la carga (m/z) de iones. Los resultados se muestran en
un espectro de masas, en graficos de intensidad de sefial en funcidn de la relacion masa-

carga de cada ion.
Esencialmente un espectrémetro de masas debe cumplir con las siguientes funciones:
- debe ser capaz de vaporizar sustancias de volatilidades muy diferentes

- una vez volatilizada la muestra, el espectrometro debe ser capaz de originar iones a

partir de las moléculas neutras en fase gaseosa

- una vez generados los iones, el espectrometro debe ser capaz de separarlos en funcién

de su relacion masa/carga

- una vez separados los iones, debe poder detectar los formados y registrar la

informacion.
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Para todos estos requisitos, el equipo a utilizar cuenta con: un sistema de introduccion
de muestras, una fuente de ionizacién, un analizador para la separacion de los iones y

un sistema de deteccidn y registro.

El campo de aplicacion de la protedmica basada en MS ha crecido enormemente en los
ultimos 15 afios y ha tenido un gran impacto en la bioquimica y la biologia celular. Quizas
el avance mds importante de los Ultimos 5 ainos ha sido la cuantificacién de proteinas
con MS. Las limitantes de esta estrategia estan cuando se quiere obtener un espectro de
un péptido especifico en tandem (espectro MS/MS) dentro de un digesto complejo. Esta
técnica aisla un solo ion con un m/z especifico para mayor analisis. Este analisis se lleva
a cabo mediante la fragmentacion del ion seleccionado y la determinacién de su m/z en
un segundo paso de analisis de masa. El término “espectrometria de masas en tandem”
implica dos instancias de andlisis de masa en un Unico experimento. Los péptidos de
mayor abundancia se mediran con mayor rendimiento y precision, mientras que los
menos abundantes se encuentran con menor frecuencia y su rendimiento y precisidn
seran bajos. Ademas, los péptidos menos abundantes se detectardn en algunos analisis,
pero no en otros, generando entonces un problema de datos faltantes que complican

los andlisis estadisticos posteriores (Kinter & Sherman, 2000).

Los métodos de separacién de proteinas se utilizan desde hace muchos afios. La
cromatografia de exclusién molecular (SEC, por Size Exclusion Chromatography) separa
las proteinas de acuerdo con su volumen hidrodindmico. Es util para estudiar los
agregados proteicos, lo que constituye una consideracién importante en el control de
calidad de proteinas terapéuticas. La cromatografia de intercambio idnico (IEX, por lon
Exchange Chromatography) separa a las proteinas de acuerdo con su carga. Las proteinas
difieren en sus valores de p/ (punto isoeléctrico) y estas cargas pueden variar debido a
modificaciones post-transcripcién o por el procesamiento de la muestra. La
cromatografia de afinidad (AF, por Affinity Chromatography) se refiere a un aislamiento
selectivo de proteinas especificas, generalmente a partir de una mezcla compleja. Pero
requiere anticuerpos especificos para la proteina de interés, lo cual puede ser costoso o
limitado de obtener. La cromatografia liquida en fase reversa (RPLC, por Reverse Phase

Liquid Cromatography) también ha sido ampliamente utilizada para la separacién de
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proteinas. La separacion se da de acuerdo con la hidrofobicidad y la conformacién de las
proteinas. Otros beneficios de la RPLC incluyen un alto grado de selectividad vy, si se
utilizan buffers o aditivos volatiles, es considerable la deteccién posterior por

Espectrometria de Masas (Wang, Nagarajan, et al., 2016).

La aplicacién de instrumentos de cromatografia liquida en tdndem a espectrometria de
masas (LC-MS/MS) de nuevas generaciones permitieron el desarrollo de la cuantificacion
de proteinas y péptidos seleccionados. La UHPLC permite la separacion de muestras
complejas a flujos que pueden estar comprendidos entre nl/min y ml/min, con la
eleccidon de una columna adecuada. Para la fase moévil se deben utilizar soluciones
acuosas en mezclas con solventes organicos (acetonitrilo, metanol, 2-propanol) mas un
aditivo, por ejemplo, el acido trifluoroacético (TFA) favorece la separacion
cromatografica, aunque por encima de 0,02% v/v suele generar en ionizacidn positiva
una muy importante supresion idnica; también acidos organicos como acido acético y
acido férmico (0,01-0,5% v/v) que actian como donantes de protones. Se aplica alto
voltaje al eluido de la columna, formando una niebla por adicidn de nitrégeno
(nebulizacion). Las gotas cargadas disminuyen su tamafio gradualmente hasta provocar
la evaporacidn de iones. Los iones son separados por tamafio dentro del analizador vy, al

alcanzar el detector, los iones son contados (Figura 18).

n
- .
Protein .ﬁ" Reduction & » ﬁ:
-t

.
Purification J_" Digestion o - ——
e R —_ } —_— ™ W
- g

l“

i™a
Tissue/Cell Purified Protein Peptides
-
—
HPLC
HPLC
Separation Gt 08
MS/MS
0(900 gl b 00 U
.O o (A B, O #
c(%?ﬁ;‘z o X ; 3
] = % o 4 } 8 2 &%
2 kJ QC) et L X 10ms
w WAL ESI Choose Pepude Peptide
Retenton me i Precursor Fragmentation Detection/Trsnsition

* isotope labeled standard

WIS P Software Analysis

MS/MS data
analysis

Bioinformatics Analysis

45



Tesis de Maestria en Microbiologia Molecular — Avila Lucia

Figura 18. Representacién esquematica del andlisis mediante cromatografia liquida acoplada a
Espectrometria de Masas (LC-MS). El proceso incluye, a grandes rasgos, la preparacion de la muestra,
la separacién de los compuestos mediante cromatografia liquida, y la deteccidn e identificacién de iones
especificos usando Espectrometria de Masas. Mediante esta metodologia se puede cuantificar y
caracterizar de manera precisa una amplia gama de compuestos en diversas matrices bioldgicas y
guimicas (fuente: Biorenders).

El concepto principal es que las proteinas, luego de una digestién proteolitica o no —
dependiendo de su tamafio molecular-, se pueden cuantificar a través de la medida de
sus péptidos constituyentes. La adquisicion de datos solo para los péptidos
seleccionados permite medidas con una alta precisidn, sensibilidad y rendimiento. La
cuantificacion de proteinas mediante la seleccion de estos péptidos caracteristicos
permitid un gran avance en los analisis de proteomas mediante MS. Estos ensayos
ofrecen dos ventajas con respecto a los inmunoensayos: la primera es la habilidad de
configurar sistematicamente un ensayo especifico para esencialmente cualquier
proteina sin la necesidad de un anticuerpo y la segunda es la capacidad de estos ensayos
basados en MS de realizar analisis de muchos péptidos a la vez en un Unico analisis. Los
estudios de proteinas basados en sus péptidos se pueden realizar a gran escala en
anadlisis protedmicos cuantitativos y se ha encontrado una amplia aplicacién en el
desarrollo sistematico de ensayos para estudios de validacion de biomarcadores de

proteinas (Liebler & Zimmerman, 2013).

En un instrumento de MS que opera en tdndem, cada ion peptidico sufre su
fragmentacién para producir iones series b- e y- caracteristicos (Figura 19), que son los
fragmentos que contienen el N-y C- terminal respectivamente. La combinaciéon de iones
peptidicos intactos (precursores) y sus resultantes fragmentaciones caracteristicas
comprenden transiciones que son especificas para el monitoreo de la secuencia del
péptido. Aunque cualquier transicion precursor-producto puede arrojar multiples
secuencias peptidicas, la coocurrencia de multiples transiciones de este tipo implican
que la secuencia del péptido en estudio posee una alta especificidad. La deteccidn de
péptidos mediante sefiales creadas por este tipo de transiciones se denomina Monitoreo
de Reaccion Seleccionada (SRM, por selected reaction monitoring) o Monitoreo de
Multiples Reacciones (MRM, por mutiple reaction monitoring). En métodos que usan

UHPLC-MSMS en los que las transiciones MRM se monitorean durante una elucién a un
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tiempo especifico para un péptido, cientos de péptidos representando docenas de
proteinas pueden medirse en un solo andlisis. Esta capacidad de andlisis multiples
permite medidas sistematicas de multiples proteinas y sus metabolismos, una tarea que

resultaria muy cara y engorrosa si se analizara mediante un Western Blot.

Y3 ¥z Y1 b
RTO R20 R3O0 R4O
H | 7| R Tl ]
N—C+CN— C—C—N C+C+N—C—C—OH
g’ Tl | R
H  H H H H H H
5 b: i b2 5 b3

Figura 19. Representacion esquemadtica de los iones serie b y serie y. Los iones serie b se generan
cuando el enlace peptidico se rompe en el extremo N-terminal. Estos iones son utiles para determinar
las primeras partes de la secuencia de aminodcidos del péptido. Los iones serie y son fragmentos que
resultan cuando el enlace peptidico se rompe en el extremo C-terminal. Estos iones conservan el
extremo C-terminal del péptido y son utiles para deducir la secuencia de aminoacidos desde el extremo
carboxilo (fuente: https://www.echemi.com/community/are-both-b-and-y-ions-required-to-

determine-the-sequence-of-a-protein-by-mass-spectrometry mjart2205232575 501.html).

La naturaleza del “no escaneo” del espectro total en este modo operativo se traduce en
un incremento en la sensibilidad de 1 o 2 6rdenes de magnitud en comparacién a las
técnicas convencionales de escaneo completo. Ademads, resulta en una respuesta lineal
sobre un amplio rango dindmico de mas de 5 6rdenes de magnitud. Esto permite
detectar proteinas poco abundantes en muestras muy complejas, lo cual es crucial en

estudios cuantitativos sistematicos (Lange et al., 2008).

1.3- MRM Yy cuantificacién de péptidos y proteinas

La Espectrometria de Masas, en conjunto con una apropiada preparacion de muestra 'y
técnicas de separacion, posee la habilidad de analizar muestras complejas y de proveer
informacidn de calidad a un nivel superior que no puede ser alcanzado por métodos de

cuantificacidn establecidos, como son los Western Blot o ELISA. Esta capacidad de
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identificar y cuantificar proteinas evade la necesidad de generar anticuerpos de alta

calidad para su deteccion.

La espectrometria de masas se ha convertido en un método moderno para la
cuantificacion de proteinas. Provee la habilidad de medir cientos de proteinas y de
modificaciones postraduccionales en paralelo. Se obtiene una gran cantidad de
informacidn cualitativa y cuantitativa de proteinas. Por lo tanto, es fundamental poseer

un software apropiado para el andlisis.

El espectrémetro de masas de triple cuadrupolo es ampliamente utilizado para
moléculas pequefias y cuantificacion de proteinas. Las proteinas se digieren en sus
péptidos constituyentes que representan a la proteina de interés, previo a su andlisis.
Con el monitoreo de reacciones multiples (MRM), se pueden seleccionar iones
precursores especificos para fragmentarse en iones productos Unicos del analito de
interés. El MRM incrementa de manera significativa el radio sefial/ruido, alcanzando
niveles muy altos de sensibilidad para la cuantificacién. Los beneficios del sistema de
analisis por cuadrupolos incluyen: buena reproducibilidad, relativamente bajo costo y

permite el desarrollo de un método especifico para el ion precursor seleccionado.

La metodologia MRM, en su aplicacién mas difundida, se basa en la digestiéon quimica o
enzimatica de extractos proteicos conteniendo una serie de proteinas de interés cuya
secuencia es conocida (Liebler and Zimmerman 2013; Lange et al. 2008). A partir de la
estructura primaria pueden deducirse los péptidos formados luego de la digestidn
enzimdtica de la proteina de interés. Siguiendo algunos criterios basados en la
especificidad de secuencia de los péptidos y su posible estabilidad, pueden seleccionarse
para su estudio mediante Espectrometria de Masas a algunos de ellos, denominados
péptidos proteotipicos. Algunos de estos criterios incluyen el largo esperado de su
secuencia (5 a 25 aminodcidos), la presencia o ausencia de sitios de modificacién
postraduccional (segun fuera importante para el anadlisis posterior), su vinculo con
isoformas de la proteina, su estabilidad, la presencia de residuos frecuentemente
susceptibles a modificaciones durante su procesamiento (metionina, asparagina, etc),
entre otros. Las muestras digeridas son sometidas a una resolucion de sus péptidos

constituyentes mediante técnicas cromatograficas y, a continuacidn, los eluatos son
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analizados por espectrometria de masas. Los espectrometros empleados
necesariamente deben poseer analizadores en tdndem. La primera seccidon del
analizador (en este trabajo fue un cuadrupolo) se emplea para seleccionar condiciones
electromagnéticas tales que solamente sean estables las trayectorias de el/los péptidos
proteotipicos previamente seleccionados. En la seccidn siguiente del analizador (cdmara

de colisién), la presencia de un gas noble (Argdn) junto con la aceleracién con la

aplicaciéon de un potencial eléctrico, genera colisiones que aumentan la energia
vibracional de los péptidos y su fragmentacion (Figura 20). Los fragmentos se analizan
en la tercera secciéon del tubo (en este caso, de nuevo un cuadrupolo), registrando asi la
intensidad de sefial observada para cada masa/carga (espectro de masas). La
fragmentacidon es habitualmente llamada transicion. Dentro de las transiciones
observadas se seleccionan alguna/as en funcién de criterios selectividad y sensibilidad.
En general, aunque existen herramientas y criterios tedricos para seleccionar las
transiciones, se suelen determinar empiricamente. En el caso de analizadores de triple
cuadrupolo como el que se utilizd en esta tesis, se prefiere el empleo de iones de la serie
“y” con valores de masa/carga mayores a los del precursor y alta sefial (para minimizar
el “ruido” ocasionado por interferencias). En base a la seleccidn realizada de péptidos
proteotipicos y transiciones (deseable tres o mas por péptido), se procede luego a
confeccionar curvas de calibracién con muestras conteniendo cantidades conocidas de
la proteina de interés. Para ello, la primera y tercera seccion del analizador son usadas
como selectores, estabilizando solamente la trayectoria en el tubo para los iones de
relacidn masa/carga seleccionadas. Esta estrategia permite alcanzar niveles de

sensibilidad y selectividad significativamente superiores a la mayor parte de los

abordajes alternativos.

Recientemente, algunos autores proponen emplear una alternativa similar de MRM en
la cual los precursores y transiciones son establecidos sobre muestras sin digerir de las
proteinas en forma empirica (Wang, Combe, et al., 2016). La sencillez operativa de este

abordaje resulta sumamente Util, en especial para proteinas de bajo PM.
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Figura 20. Diagrama de Espectrometria de Masas en triple cuadrupolo (fuente: elaboracidn propia).

Objetivos

Objetivos generales:

Desarrollar una herramienta analitica sensible y rapida para la cuantificacién de

proteinas.
Objetivos especificos:

- Obtener y analizar experimentalmente los iones mayoritarios (m/z) de las
proteinas anteriormente expresadasy purificadas: Stx2B y EspA. Seleccionar esos
iones como precursores y optimizar sus condiciones de fragmentacién, de
manera de obtener particulas caracteristicas de cada proteina.

- Optimizar técnicas integradas de HPLC/MS para resolver, detectar e identificar
factores de virulencia de cepas STEC, inicialmente en muestras purificadas con la
perspectiva de aplicarlo sobre extractos proteicos complejos.

- Poner a punto una técnica de cuantificacion basada en Espectrometria de Masas
(MRM) de las proteinas de interés descritas anteriormente, sin el paso de

digestion enzimatica.
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2 - Materiales y métodos

Proteinas recombinantes y reactivos

Se analizaron las proteinas recombinantes Stx2B y EspA purificadas en la primera parte
de esta tesis. Las mismas se encontraban almacenadas a -802C, cuantificadas mediante
la técnica de Bradford y en solventes adecuados para su andlisis por Espectrometria de
Masas, ya sea acetonitrilo, metanol + acido férmico y/o acido trifluoroacético, todos los

reactivos de calidad HPLC-MS.

Preparacion de muestras

Preparacion de muestras asistida por filtros (FASP). Los extractos proteicos fueron
clarificados mediante su centrifugacién a 13.000 G, 4°C por 15 minutos (Universal
Zentrifuguen 320 R, Hettich, Alemania) y posteriormente filtradas mediante cépsulas
filtrantes para jeringa con membranas de celulosa regenerada y 0.22 um de poro
(Minisart RC, Sartorius, Alemania). Las muestras clarificadas fueron luego tratadas
siguiendo la técnica denominada FASP. Brevemente, de 2 a 5 ml de muestra conteniendo
entre 500 ug y 1 mg de proteinas totales fueron depositados en un tubo de ultrafiltracion
centrifuga provistos de una membrana de 10 kDa de tamafio de corte molecular (MWCO,
Vivaspin 15, Sartorius, Alemania) y centrifugados a temperatura ambiente a 10.000 G
hasta alcanzar una concentracién de 10 veces el volumen inicial. A continuacion el
material concentrado se diluyd diez veces con una mezcla agua:acetonitrilo:acido
féormico en proporcion 98 : 2 : 0,1y se repitid el paso de concentracidén. mediante el uso
de ultrafiltros de 10 kDa de tamafio de corte molecular (MWCO). Luego de esta etapa
las muestras concentradas se transfirieron a un nuevo tubo y conservaron a -80°C hasta

SuU uso.

Extraccion en Fase Sélida (SPE). Muestras seleccionadas entre aquellas pretratadas

mediante la técnica FASP fueron sometidas a una etapa adicional de remocion de
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interferentes basdandose en los principios de las metodologias denominadas SPE. En
nuestro caso el tratamiento de las muestras se realizé basado en la modalidad de
interaccidn en fase reversa utilizando para ello una columna de cromatografia liquida de
ultra alta resolucién (UPLC) de escala micro conectada a un equipo de cromatografia
liguida segun se detalla a continuacion. El cromatdgrafo liquido utilizado es una version
modificada de un equipo original de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)
acoplado a un espectrometro de masas (LC-MS 8030, Shimadzu, Japdn) que se ha
modificado reemplazando las bombas de solvente originales (LC—20AD) por bombas de
mayor presién limite de trabajo (LC-40D XR, Shimadzu, Japdn) y adicionando un detector
UV en linea (SPD-20A UFLC, Shimadzu, Japdn). La columna de UPLC empleada para el
tratamiento poseia 2,1 mm de didmetro y 100 mm de largo, conteniendo en su relleno
una fase estacionaria compuesta por particulas de silica de 1,7 pm de didmetro, 130 A
de tamaino de poro, con ligandos octadecilo (C18) cuyos grupos silanoles libres se
encontraban bloqueados por hibridos de etileno conectados por puentes (BEH) (Acquity
UPLC BEH C18, Waters, Irlanda). El pretratamiento se inicid6 mediante una fase de
equilibracion de la columna con 10 volumenes de buffer de alta polaridad (mezcla
agua:acetonitrilo:acido formico en proporcion 98:2:0,1), seguida de la inyeccién de 30
ul de muestra, manteniendo constante el flujo en 200 pl/min, y continuando luego con
un paso de lavado con el mismo solvente durante 3 volumenes de columna. A
continuacidn, las proteinas adsorbidas a la columna fueron eluidas mediante un cambio
brusco de solvente a uno de menor polaridad (agua:acetonitrilo:acido férmico en
proporcién 1,5:98:0,5), manteniendo el mismo flujo de trabajo, durante 10 volumenes
de columna. Los picos cromatograficos (registrados por su absorcién de luz de a 280 nm

de longitud de onda) fueron colectados y conservados a -80°C hasta su uso.

Precipitacion con solventes organicos. Para este pretratamiento se empled una
precipitacion selectiva de componentes proteicos mediante el uso de una mezcla
cloformo:agua:metanol y posterior resuspensién de estos en 4acido féormico a bajas
temperaturas. Brevemente, a 100 pl de muestra se les adicionaron sucesivamente 400
pl de metanol, 100 pl de cloroformo y 300 pl de agua, agitando brevemente luego de
cada adicion. La mezcla se centrifugd a temperatura ambiente durante 15 minutos a

14.000 G, separando y descartando luego la fase superior. A continuacidn, se adicionaron
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400 ul de metanol sobre la fase inferior, se repitié la centrifugacién, descartandose el
sobrenadante. Los tubos conteniendo los pellets proteicos se enfriaron durante 15
minutos en un bafo de agua-hielo y luego se procedié a la resuspension de estos
mediante la adicidn de 25 pl de una solucidn pre enfriada a -20°C de acido formico (FA)
al 80% v/v en agua, incubando durante 1 hora a -20°C. Una vez transcurrido el tiempo
de incubacidn, se tomaron 5 pl de la resuspensién anterior, se depositaron en un nuevo
tubo y se les adiciond una mezcla agua:acetonitrilo en proporcién 98:2 hasta alcanzar un

volumen final de 1000 pl, conservandose hasta su uso a -80°C.

Escaneo de iones multicargados

El escaneo del contenido en iones multicargados por espectrometria de masas se realizd
empleando un analizador de tipo Triple Cuadrupolo (LC-MS 8030, Shimadzu, Japdn),
conectado a un generador de nitrégeno (NM32LA, Peak, Irlanda), inyectando la muestra
a la interfaz de ionizacién a través del moédulo de cromatografia liquida del equipo a
diferentes flujos, entre 50 pl/min y 200 pl/min. La temperatura en el block ESI utilizada
fue de 400°C, la temperatura de la linea de desolvatacidn en 250°C, el flujo de gas de
secado (Nitrégeno) en 20 I/min y la modalidad de trabajo en modo positivo. El escaneo
de iones se realizé programando una rampa en el tercer cuadrupolo del equipo (Q3 scan)
entre 500 y 200 unidades de masa aparente en un periodo de tiempo de 1 segundo por

evento de estas rampas (escaneo de 1578 unidades de masa aparente por segundo).

Deconvolucion

La deconvolucidn de iones multicargados a partir de los espectros de masas obtenidos
en modo Q3 scan se realizd a utilizando el software Multi-charge E (Shimadzu, Japén),
considerando para la generacion de carga a la formacidon de aductos con protones,

asignando a la masa del protén 1,00728 Da, utilizando una tolerancia de 0,2 Da, el
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numero de cargas para la busqueda entre 1 y 40 y utilizando para el calculo solamente
aquellos iones que fueran estimados a través de un minimo de 2 picos del espectro de

masas.

Resolucion por UPLC en Fase Reversa

El cromatdgrafo liquido y columnas empleados fueron los mismos que para el
pretratamiento por SPE. La columna fue equilibrada en al menos 10 volimenes de
columna (4 ml) de buffer A (mezcla agua:acetonitrilo:acido férmico en proporcion
98:2:0,1). A continuacion, se inyectaron 10 pl de muestra en paralelo con el inicio de un
gradiente de 50 minutos de 0 a 100 % de buffer B (agua:acetonitrilo:acido férmico en
proporcién 1,5:98:0,5). El flujo se mantuvo constante durante toda la corrida (50 pl/min)
mientras que se evaluaron diferentes temperaturas (40, 60 y 80°C). Al final del gradiente
se pasaron 10 volumenes de columna de buffer B, reequilibrando a continuacién con un
100% de buffer A la columna para el inicio de una nueva corrida cromatografica. Durante
toda la corrida se registrd la absorbancia de luz de 280 nm del eluato. A su vez, a partir
de la inyeccion la linea de salida de la columna se conectd en serie con la cdmara de
ionizacion ESI del analizador de masas de triple cuadrupolo, la cual se operd en las
condiciones de temperatura y desolvatacién neumatico asistida descritas en secciones
previas. El analizador de masas se operé en modo positivo, realizando los siguientes
analisis sobre los iones ingresantes al analizador en tiempos equivalentes de 100 mseg
cada uno de ellos. En el primer bloque de tiempo se efectudé un andlisis de iones
multicargados efectuando una rampa en el tercer cuadrupolo de escaneo de iones entre
500 y 2000 unidades de masa aparente. En el segundo bloque de tiempo se procedié
bajo la modalidad de monitoreo de reacciones (SRM), seleccionando como ion precursor
en el primer cuadrupolo al ion de masa aparente 889 (+/- 1 m/z), el cual se dirigi6 a la
camara de colision, la cual se encontraba presurizada con Argén a 110 kPa y utilizando
una energia de colisién de -35 eV durante el paso de los iones a través de ella. Las
condiciones de operacidn del tercer cuadrupolo se fijaron de manera tal de estabilizar

preferencialmente la trayectoria del ion de masa aparente 1122 (+/- 0.3 m/z). El tercer
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blogue de tiempo se operd también bajo modalidad SRM, utilizando el mismo ion
precursor y condiciones de fragmentacion en la cdmara de colisiones, pero el tercer
cuadrupolo se operd de manera tal de monitorear al ion producto de 1159 unidades de
masa aparente. Finalmente, el cuarto bloque se operd de manera tal de determinar los
iones residuales sin fragmentar de los seleccionados en el primer cuadrupolo, esto es,
repitiendo las condiciones de seleccidn precursores y fragmentacion descritas para el
segundo y tercer bloque, pero monitoreando en el tercer cuadrupolo al ién de 889
unidades de masa aparente. El registro de los espectros cromatograficos y de masas se
realizd a través del software LabSolutions (Shimadzu, Japdn). La cuantificacion de los
diferentes picos espectrales se efectué en forma automatica, con correccidon automatica

de linea de base y suavizado automatico de curvas mediante el filtro de Savitzky-Golay.

Estimacion de limites de deteccion y cuantificacion

Para la estimacién de los parametros de linealidad y potencial aplicacién al desarrollo de
una metodologia analitica cuantitativa basada en espectrometria de masas de los
resultados alcanzados se siguieron las recomendaciones y criterios del Consejo
Internacional de Armonizacion (ICH) en su documento sobre validaciones de
procedimientos analiticos. Brevemente, se realizd un analisis inicial de regiones de
linealidad en la relacion entre las dreas en los espectros de masas para los picos
correspondientes a cada una de las transiciones analizadas (expresada en cuentas) en
funcidn de la concentracién de proteina recombinante presente en las muestras,
mediante su representacion grafica. A continuacidn, se calcularon los pardmetros
correspondientes a la recta que mejor ajuste la dependencia lineal entre las variables
experimentales anteriores empleando un analisis de regresion siguiendo la metodologia
de cuadrados minimos empleando asistidos por software (Excel, Microsoft, EEUU). A
partir de los estimadores del punto de interseccidn de la recta al eje de las abscisas de
dos ensayos independientes se estimé la desviacion estdndar de la ordenada al origen

(SD) y se calculd el valor medio de la pendiente de las rectas calculadas en ambos
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ensayos (S). Ambos valores fueron utilizados para el célculo del Limite de Deteccién (LD)

y el Limite de Cuantificacion (LC), de acuerdo con las siguientes relaciones:
LC=33*D/SyLD=10*D/S

Donde D es la dispersién de los datos y S es la pendiente de la recta calculada en la

regresion lineal.

Representacion grdfica

La representacion grafica de los datos experimentales fue realizada exportando los
valores originales como archivos de valores separados por comas (.csv) o Excel (.xls 6
xslx) y luego procesdndolos mediante el software Excel (Microsoft, EEUU) o

alternativamente utilizando los paquetes ggplot2 y cowplot del software R.

3- Resultados y discusion

3.1- Version recombinante de la subunidad B de la Toxina Shiga 2 (rStx2B)

Se tomd una muestra una muestra purificada de rStx2B y se efectud un cambio del medio
en el que esta se encontraba mediante la técnica denominada filtracién asistida por
filtros (FASP), utilizando una mezcla compatible con espectrometria de masas ESI
(agua:acetonitrilo:acido féormico en proporcién 98 : 2 : 0,1) como medio de destino. A
continuacion, se realizd una caracterizacion inicial de la muestra por inyeccion directa en
la fuente de ionizacion del espectrometro de masas bajo una metodologia de escaneo
de idnes multicargados en el rango 500 a 2000 unidades de masa aparente (m/z). Se
observo la formacidn de dos picos en el espectro de masas de la corriente total de iones,
siendo la distribucidn y abundancia de los iones de diferentes valores de m/z similar para

ambos picos del espectro obtenido (Figura 21).
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Figura 21. Cromatograma de muestra purificada de stx2B en las condiciones de separacion optimizadas
establecidas en este trabajo: 1ul vol. de inyeccidn, 802C T oven, ACN:H20:AF fase mévil A (2:98:0,1),
30%B, y 200ul/min.

A partir de los valores observados en el espectro de distribucién de m/z en el valor
maximo del primero de los dos picos del espectro de iones totales (Panel recuadrado en
la Figura 21) se realizé una deconvolucidn con el fin de estimar la masa aparente de la
proteina rStx2B. Mediante éste pudo estimarse un valor de 8882,13 Da, el cual coincide
con el esperado de acuerdo con la secuencia de la proteina expresada, luego de la
escision del péptido sefal. A continuacién, se dirigio el analisis al establecimiento de
condiciones de fragmentacién reproducibles para el ion mayoritario de masa aparente
889 m/z, con el fin de seleccionar transiciones utiles para el desarrollo de una técnica
analitica cuantitativa basada en el monitoreo de reacciones multiples (MRM).
Nuevamente, el analisis se realizé mediante inyeccion directa en la fuente de ionizaciéon
ESI. Para el escaneo de productos de ionizacién se seleccioné una condicion media de
presion de gas en la cdmara de colisidon (110 kPa). En estos ensayos se compararon los
numeros de iones e intensidad de precursor remanente luego de la fragmentacion
cuando se emplearon diferentes energias de colisién en la cdmara de fragmentacion. Los

resultados obtenidos se presentan en la Figura 22.
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Figura 22. Comparacion de numero de fragmentos e intensidad de ion precursor remanente luego de la
fragmentacion al variar le energia de colision (CE) en el cuadrupolo de fragmentacién.

Como puede observarse en la Figura 23, por debajo de los -20 eV se detecta un
incremento pronunciado en la ruptura del ion precursor con un aumento paralelo en el
numero de fragmentos obtenidos a partir de este. Con el fin de evaluar si pudiera
obtenerse un nimero mayor de fragmentos sin un descenso significativo en la intensidad
del precursor utilizando condiciones un poco mas intensas de fragmentacién se elevd
levemente la presion (130 kPa) en la celda de colisiones y se incrementé la energia de

colisién hasta -40 eV (Figura 23).
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Figura 23. Comparacion de numero de fragmentos e intensidad de ion precursor remanente luego de la
fragmentacion al variar le energia de colisiéon (CE) y la presidn de Argdn (CID) en el cuadrupolo de
fragmentacion.
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Como puede observarse en la Figura 23, aun cuando se observa un descenso marcado
en la intensidad del precursor remanente a 130 kPa respecto a 110 kPa para todas las
condiciones de energia de colisiéon ensayadas, no se observa un incremento paralelo a
este en el nUmero de productos idnicos de masa aparente pertenecientes al rango de
trabajo seleccionado para el analizador de masas. Por el contrario, al utilizar 110 kPa en
la cdmara de colision se observo un fuerte incremento en el nUmero de iones producidos
cuando la energia en esta camara se eleva de -20 a -40 eV. Por lo tanto, se decidio
seleccionar la condicién 110 kPa de Presién de gas Argdn (CID) y -40 para la CE para la
busqueda de transiciones estables mediante el procedimiento denominado escaneo de
productos idnicos (PIS). Los resultados observados en tres ensayos independientes se

muestran en la Figura 24.
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Figura 24. Ensayos de escaneo de ion precursor 889 m/z (PIS). Cada color representa un ensayo
diferente.

Analizando los resultados representados en la Figura 24, puede observarse que la regién
de m/z de 1100 a 1200 presenta picos con intensidad intermedia a alta, tomando como
referencia la intensidad del ion precursor. Los picos de esta regién poseen mayor
complejidad estructural que los de menor masa aparente, y con ello un mayor potencial

de corresponder a transiciones especificas del ion precursor. Dentro de los de mayor
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intensidad de esta regidn se seleccionaron los correspondientes a m/z 1122 y 1159, por
encontrarse en al menos dos de los tres ensayos realizados.

Habiendo seleccionado las transiciones 889 -> 1122 y 889 -> 1159 para su uso en el
monitoreo de rStx2B mediante la metodologia de MRM, se procedi6 al desarrollo de una
metodologia para la resoluciéon cromatografica de esta proteina en muestras complejas
mediante cromatografia liquida de ultra alta resolucién (UPLC) bajo la modalidad de fase
reversa. Considerando el efecto dominante de la temperatura tanto sobre la difusion de
macromoléculas como sobre las interacciones hidrofébicas se compard la resolucion de
rStx2B realizando las corridas a tres temperaturas diferentes, manteniendo constante el

resto de las variables (Figura 25).
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Figura 25. Comparacion de la resolucion de rStx2B mediante cromatografia liquida de alta resolucién a

tres temperaturas diferentes: verde 402C, rojo 602C y azul 802C.

Puede concluirse que se observa un incremento en la resolucidn con el incremento de

la temperatura, especialmente marcado en la comparacion de 60°C y 80°C respecto a
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40°C. Dado que los fabricantes de la columna empleada sugieren evitar el uso de
temperaturas superiores a 70°C para prolongar su vida util, se selecciond 60°C para
continuar con el desarrollo.

A continuacién, se realizé una serie de separaciones cromatograficas de muestras de
rStx2B de diferente concentracion en las condiciones de corrida y de monitoreo de
reacciones multiples optimizadas anteriormente. En la figura 26 se muestran resultados

representativos de lo observado experimentalmente.
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Figura 26. Intensidad de sefal registrada para las transiciones seleccionadas, realizando diluciones
seriadas de muestra, donde 88921122 se muestra en rojo y 88921159 se muestra en azul.
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A simple vista, de la Figura 26 se desprende que la intensidad de la sefial registrada para
ambas transiciones varia en proporcion directa con la cantidad de rStx2B inyectada en
cada una de las corridas. Este ensayo fue realizado en dos repeticiones independientes,
cuyos resultados fueron utilizados para estimar la potencial correlacién lineal entre la

sefial registrada y la cantidad de muestra inyectada (Figura 27).
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Figura 27. Representacion grafica de la intensidad de sefial en funcién de la masa de proteina inyectada.

En la Figura 27 puede observarse que la transicién 889 -> 1159 muestra en promedio un
numero de cuentas totales mayor que la transicion 889 -> 1122 (panel izquierdo de la
Figura 27), aunque la dispersidon de los puntos a ambos lados de la recta estimada
mediante regresion lineal es mayor para la primera de estas transiciones respecto a la

segunda.

A partir de los estimadores lineales de las rectas de regresién obtenidas en dos ensayos
independientes se procedid al calculo de los limites de deteccidn (LD) y de cuantificacion

(LC) de la técnica desarrollada. Los resultados se representan en la siguiente tabla:

889 > 1122 889 > 1159 Total
LD (pg) 0,11 0,30 0,15
LC (pg) 0,34 0,92 0,45

De esta manera se puede concluir que, al menos con el analisis preliminar que se llevd
adelante, la transicién 889-->1122 es la que presenta la mayor sensibilidad para la

deteccion de rStx2B, bajo las condiciones utilizadas durante el analisis. Estos ensayos
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preliminares serdn complementados en el futuro utilizando una mayor repeticiéon de
muestras (se analizaron solamente dos muestras independientes por punto) y diferentes

volumenes de siembra (se utilizé un Unico volumen de 1 ul de siembra).

3.2- Version recombinante de |la Proteina Secretada A de Escherichia coli
(respA)

Este factor de virulencia de cepas de E. coli enterohemorragicas (EHEC) es obtenido, a
diferencia de rStx2B, a partir de cuerpos de inclusion durante su expresion
recombinante. La metodologia de preparacion de muestras que fue utilizada para el
caso de rStx2B, denominada Preparaciéon de Muestras Asistida por Filtros (FASP) no
produjo resultados aceptables en el caso de rEspA. Las muestras acondicionadas
siguiendo esta metodologia no generaron sefial en el analizador QQQ durante el escaneo
de iones (Q3 scan) luego de ser inyectadas directamente en la cdmara de inyeccion,
siguiendo el protocolo aplicado previamente a rStx2B. Este tipo de situaciones es debido
en la mayor parte de los casos a la presencia de supresores de sefal en la muestra. Los
supresores de sefial son agentes quimicos (detergentes, sales, sustancias organicas, etc)
que por medio de mecanismos variados (incremento de la tension superficial,
apantallamiento de cargas, entre otros) provocan una caida significativa en la seiial
registrada por el analizador QQQ. Considerando la posibilidad que, dada la diferencia en
la metodologia de preparacion de proteinas recombinantes (rStx2B a partir de
sobrenadantes de lisis bacteriana y rEspA a partir de la re suspensién de cuerpos de
inclusién), diferencias en sustancias acompafantes en las muestras (las cuales actuarian
como supresoras de sefial) pudieran ser responsables de los problemas observados en
el analizador QQQ. Se colectaron de esta manera dos picos de elucion, los cuales fueron
inyectados directamente en la cdmara de ionizacidon, obteniéndose el siguiente espectro

siguiendo la metodologia denominada Q3 scan (Figura 28):
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Figura 28. Representacion grafica de la intensidad de cuentas (TIC) en funcidon de las masas aparentes
(m/z) registradas durante la inyeccion directa de los volimenes de elucion recolectados durante el pre-
tratamiento de la muestra por SPE, donde el pico 1 se muestra en el panel Ay el pico 2 en el panel B.

Como puede observarse en la Figura anterior, ambos picos cromatograficos se
encuentran compuestos por la misma proteina; la Unica diferencia entre ambos es la
intensidad de las sefiales de m/z registradas para los picos espectrométricos de los
diferentes iones multicargados que las componen, siendo estas aproximadamente tres
veces mas elevadas para el pico cromatografico 1 (panel A) que para el 2 (panel B). La
deconvoluciéon de los picos espectrométricos anteriores de especies multicargadas
permitié estimar una masa de 22.924,6 Da para rEspA, cercana a lo esperado de acuerdo

con su secuencia (20.532 Da).

Seguir la metodologia anterior para el pretratamiento de las muestras hubiese resultado
complejo: un paso inicial basado en FASP (preparacion de las muestras asistida por filtro)
seguido de un paso de SPE (extraccién mediante fase sdlida) y necesitando luego de un
nuevo paso de FASP para acondicionar la muestra a un solvente de alta polaridad para
la inyeccidn posterior de la muestra y su andlisis cuantitativo, siguiendo la metodologia
de UHPLC-MS que se busca desarrollar. No obstante, se ha podido confirmar que la
ineficiencia de la metodologia FASP para el pretratamiento de las muestras se debia la
presencia de supresores de sefial posteriormente removidos por la aplicacién de un paso
de SPE. Luego, se decidié cambiar radicalmente la estrategia de pretratamiento de las

muestras basada en la precipitacidn diferencial con solventes organicos.

La concentracion de proteinas (0,4 mg/ml) fue determinada por la técnica de Bradford y

se procediod a realizar una serie de inyecciones directas en la cdmara de ionizacion de
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forma tal de obtener condiciones adecuadas de fragmentacién para la seleccion de
transiciones utiles para el desarrollo de una metodologia analitica de cuantificacion
basada en MRM. Para ello, en primer lugar, se realizd un analisis de escaneo de masas
siguiendo la técnica de Q3 scan, obteniéndose un perfil acorde con lo esperado para
EspA, con una distribuciéon de iones en el perfil de especies multicargadas similar al
obtenido mediante la metodologia FASP — SPE antes utilizada. En este caso nuevamente
el ion de m/z 850.05 resulté uno de los mayoritarios, registrandose una intensidad
cercana a un millén de cuentas luego de una inyeccién de 20 ul de muestra. Luego, se lo
selecciond como ion precursor y se realizaron una serie de estudios de fragmentacién
utilizando diferentes condiciones de CID y registrando los fragmentos idnicos resultantes
por medio un estudio PIS, mediante inyecciones sucesivas de 2 pl de muestra en forma
directa en la cdmara de ionizacion. Los resultados obtenidos luego de al menos 3

repeticiones de estos ensayos se representan en la Figura 29.
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Figura 29. Representacion grafica de los ensayos mediante inyeccién directa de la muestra de rEspA a
diferentes condiciones de presion de Argén (CID) y aumentando la energia de colision (CE).

Se puede concluir que el ion precursor expuesto a condiciones intermedias de presién
de gas Argdn en la celda de colisiéon (de 70 a 110 kPa) pasa de no generar fragmentos
registrables en el rango de resolucion del equipo (1 a 2000 unidades de m/z) a
fragmentarse a CE inferiores a -20 eV. Por lo tanto, se decidié emplear una presién de
gas baja durante la CID (20 kPa) e ir disminuyendo progresivamente la CE en el rango -
40 a-60 eV para brindar condiciones mas suaves de fragmentacion. En esta oportunidad,

como se observa en la Figura anterior, se alcanzé un numero de fragmentos iénicos
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comparable con lo anteriormente observado para presiones medias (90 kPa), pero
conservando cantidades detectables del ion precursor sin fragmentar. Analizando las
frecuencias e intensidades de las transiciones registradas empleando 20 kPa de presién
se observd que dos de estas, 850.05 -> 1095.5 y 850.05 -> 1182.0, podrian ser
consideradas como adecuadas para el desarrollo de una metodologia MRM cuando se
utilizaron CE en el rango -55 a -60 eV. Luego, se realizé una optimizacion automatica de
CE en el rango ya mencionado empleando para esto el mdédulo correspondiente del
software controlador del equipo (LabSolutions® de la firma Shimadzu) obteniéndose los
siguientes parametros optimizados para CID a 20 kPa de presién de Argdn en la camara

de colisiones:

Precursor | Producto Dwell Qlprebias CE Q3 prebias
850,05 1182,0 100 -28 eV -64 eV -44 eV
850,05 1095,5 100 -36 eV -56 eV -44 eV

Con estas condiciones optimizadas, se procedié a realizar una curva de calibracidn
empleando cantidades conocidas de rEspA purificada y pre-tratada segun la
metodologia antes descrita, mediante cromatografia liquida de ultra alta resolucion
(UHPLC) y analizadas por MS mediante la metodologia de MRM optimizada en la etapa
anterior. Ademas del registro de las dos transiciones anteriores, se sumdé un monitoreo
del ion precursor en las muestras siguiendo la metodologia de Monitoreo de lon Simple
(SIM), en la cual no se aplica energia de colisidon (CE) durante el transito de este ion por
la celda de colision. Esto se decidié luego de observar que las transiciones seleccionadas
presentaban muy baja sefial. En la Figura 30 se muestran el cromatograma
representativo para el SIM de 850 y su correlacion de intensidad en funcion de la
cantidad de muestra inyectada. Como es de esperar, el registro de la especie
multicargada mayoritaria de m/z 850.05 se incrementa en forma proporcional conforme

aumenta la cantidad de muestra inyectada.
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Figura 30. Registro de intensidad de sefial del ion 850 m/z en funcién de tiempo, donde cada color
representa una concentracion diferente de proteina rEspA (esquema de arriba, amplificado en el
esquema de abajo a la izquierda) y grafica del drea de cada una de las curvas en funcion de los ug de
muestra inyectada (gréfica de abajo a la derecha).

Con el fin de analizar en forma preliminar si lo anterior podia ser aplicado a muestras
mas complejas, se afadié una cantidad conocida de rEspA a una muestra de
sobrenadante de cultivo de E. coli BL21 pre tratada siguiendo la misma metodologia que
para rEspA y se analizé6 por UHPLC-MS una serie de diluciones seriadas de la mezcla,

siguiendo SIM para el ion precursor (Figura 31).
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Figura 31. Registro de intensidad de sefial del ion 850 m/z en funcién de tiempo, donde cada color
representa una concentracion diferente de proteina rEspA, en contexto de sobrenadante de cultivo de
E. coli (esquema de la izquierda) y grafica del drea de cada una de las curvas en funcion de los pg de
muestra inyectada (grafica de la derecha).

En este caso se observé que por debajo de aproximadamente 0,1 pg de rEspA se perderia
la sensibilidad para la deteccion especifica de rEspA por medio de SIM del ion precursor
850 m/z. Ademads, los tiempos de retencion registrados para el SIM no fueron
coincidentes, indicando que no se trataria del ion mayoritario adecuado para la
reproducibilidad del ensayo vy, por ende, para la versatilidad de la técnica. Estos ensayos
preliminares deberan ser por lo tanto complementados en el futuro mediante el estudio
de los posibles factores responsables de la baja reproducibilidad observada para poder

de esta manera continuar con el desarrollo de la herramienta analitica deseada.
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4- Conclusiones

Practicamente en todas las aplicaciones que requieren andlisis de proteinas, las mismas
estdn en matrices complejas que requieren ensayos de precisién razonable para su
separacion y posterior estudio. En esta segunda parte de la tesis, se evaluaron las
dificultades y desafios asociados a la generacién de transiciones reproducibles para
MRM sobre dos proteinas intactas de pesos moleculares bajo (Stx2B) y medio (EspA).
Aunque la abundancia de fragmentos de baja masa se observaba como un ruido y
muchos de los patrones de fragmentacion para cada proteina fueron irreproducibles,
algunos unicos, estables y reproducibles iones producto generados bajo condiciones
moderadas de CID con baja CE, fueron encontrados para las mencionadas proteinas. Se
entiende que la extensidon de esta aproximacidn a proteinas de mayor masa es factible,
asumiendo que la incidencia de iones proteicos con carga multiple es visible en el rango

de masa limitado que posee el triple cuadrupolo.

Para cuantificar proteinas enteras, es necesario identificar y optimizar al menos dos
iones de fragmentos de proteinas estables y reproducibles. Uno de los iones del
producto se utilizard como transiciéon principal para el andlisis cuantitativo y el otro como
sefial confirmatoria de soporte. Este método resulta rapido y sensible y evita el tedioso
paso previo de una digestién enzimatica. Ademas, al cuantificar las proteinas intactas, es
mas sencillo el estudio de las eficiencias de ionizacién y el potencial de efectos e
interferencias de las matrices bioldgicas, lo cual se puede aplicar en andlisis de

produccién de estdndares proteicos, en fermentaciones, en purificaciones, etc.

En este estudio se analizaron preliminarmente los efectos de una matriz biolégica en la
cuantificacion, es decir, se utilizaron cantidades conocidas de proteina para construir
curvas de calibracidn. Es necesario continuar con los estudios de la prevalencia de
efectos de matriz e identificarlos segun la naturaleza de estas, en contextos de proteina

de interés sin cuantificar previamente.
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Conclusiones generales

En este trabajo de tesis se han evaluado dos grupos de técnicas para el andlisis de la
expresion de proteinas recombinantes: inicialmente metodologias basadas en el
reconocimiento inmunespecifico antigeno-anticuerpo y posteriormente en técnicas
basadas en la Espectrometria de Masas. En paralelo, se han optimizado las condiciones
de expresion y purificacion de las proteinas recombinantes EspA, Intimina y Stx2B, de
interés tanto con fines diagndsticos como para la investigacién y desarrollo de
candidatos vacunales para combatir la diseminacion del principal patégeno responsable

del SUH en humanos de sus reservorios animales.

En el marco de este trabajo de tesis se ha observado que la implementacién de una
herramienta analitica basada en cromatografia liquida acoplada a Espectrometria de
Masas representd un avance significativo en la cuantificacién de proteinas de peso
molecular bajo a mediano, manteniendo la estructura intacta de estas moléculas
durante el andlisis. La optimizacién de las condiciones de separacion por LCy las técnicas
basadas en MS, como el monitoreo de reacciones multiples (MRM), permitieron
establecer métodos precisos y reproducibles para la deteccién y cuantificacién de las

proteinas de interés.

Este trabajo no solo aporta una metodologia de deteccidén y cuantificacion aplicable a
muestras mas complejas, sino que también se destaca por su potencial como
herramienta de control en laboratorios de referencia a nivel nacional, como el Instituto

Nacional de Produccidon de Bioldgicos de la ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran”.

En resumen, esta tesis representa un avance importante para el laboratorio en el cual
fue realizada, permitiendo la incorporacién a éste de herramientas analiticas para el
analisis cuali-cuantitativo de la composicién en proteinas seleccionadas dentro de
diferentes extractos proteicos provenientes, mediante una metodologia sencilla, rapida
y especifica. Las técnicas y protocolos desarrollados se encuentran disponibles para
proyectos asociados con las proteinas analizadas en este trabajo de tesis y para otros

desarrollos en curso.
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