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Resumen

GtgE es un efector proteico translocado por los sistemas de secrecion de tipo Il codificados
en las islas de patogenicidad SPI-1y SPI-2 de Salmonella. Este efector presenta actividad
cisteina proteasa contra GTPasas monoméricas como Rab32 en células de mamifero.
Rab32 es crucial para restringir el crecimiento de bacterias patégenas intracelulares y es
reclutada hacia la “vacuola contenedora de Salmonella” (SCV), compartimiento donde la
bacteria sobrevive dentro de la célula hospedera. La protedlisis de Rab32 por GtgE
interfiere en su reclutamiento hacia la SCV, promoviendo la supervivencia intracelular de

Salmonella en macrofagos.

Recientemente, nuestro grupo de investigacion demostré que Salmonella Typhimurium
necesita a GtgE para sobrevivir intracelularmente en un compartimiento similar a la SCV
en la ameba Dictyostelium discoideum. Andlisis bioinformaticos revelaron que el genoma
de esta ameba codifica 4 proteinas Rab32 (Rab32A-D), las que poseen alta similitud
aminoacidica con Rab32 de mamiferos y presentan la secuencia blanco reconocida por
GtgE. Ensayos de expresion heterdloga en Escherichia coli indicaron que GtgE proteoliza
a Rab32A, la unica Rab32 de D. discoideum cuya expresion se ha comprobado

experimentalmente.

En esta investigacion, se generaron construcciones plasmidiales con el fin de expresar y
purificar la GTPasa Rab32A de D. discoideum, el efector GtgE de S. Typhimurium y una
variante de este efector sin actividad catalitica (GtgEH'5'A). Las tres proteinas de interés se
obtuvieron como proteinas de fusion al epitopo 6xHis en una cepa comercial de E. coli. La
expresion inducible y la produccion soluble de cada proteina se evalué mediante
SDS-PAGE y Western blot. Posteriormente, las proteinas fueron purificadas mediante

cromatografia de afinidad usando una resina de acido nitrilotriacético cargada de niquel

Xl



(Ni-NTA) y sus identidades fueron confirmadas mediante SDS-PAGE y Western blot. De
esta forma, se obtuvieron fracciones altamente enriquecidas de los efectores GtgE vy
GtgEH15'A| asi como del blanco molecular Rab32A. Finalmente, se realizaron ensayos
enzimaticos in vitro utilizando las proteinas purificadas para evaluar la actividad proteolitica
de GtgE sobre Rab32A, analizando los productos de reaccion mediante SDS-PAGE. Estos
experimentos confirmaron la actividad proteolitica in vitro del efector GtgE de

S. Typhimurium sobre la GTPasa monomérica Rab32A de D. discoideum.
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Abstract

Construction of recombinant plasmids for expression, purification and evaluation
of in vitro proteolytic activity of Salmonella Typhimurium effector GtgE on

Dictyostelium discoideum Rab32A protein

GtgE is an effector translocated by the type Il secretion systems encoded in the SPI-1 and
SPI-2 pathogenicity islands of Salmonella. This effector exhibits cysteine protease activity
against monomeric GTPases such as Rab32 in mammalian cells. Rab32 is crucial for
restricting the growth of intracellular pathogenic bacteria and is recruited to the “Salmonella-
containing vacuole” (SCV), the compartment where the bacteria survive inside the host cell.
The proteolysis of Rab32 by GtgE interferes with its recruitment to the SCV, promoting the

intracellular survival of Salmonella in macrophages.

Recently, our research group demonstrated that Sa/monella Typhimurium requires GtgE to
survive intracellularly in a SCV-like compartment in the amoeba Dictyostelium discoideum.
Bioinformatic analyses revealed that the genome of this amoeba encodes 4 Rab32 proteins
(Rab32A-D), which have high amino acid similarity to mammalian Rab32 and contain the
target sequence recognized by GtgE. Heterologous expression assays in Escherichia coli
indicated that GtgE proteolyzes Rab32A, the only Rab32 from D. discoideum whose

expression has been experimentally verified.

In this study, recombinant plasmids were generated to express and purify the GTPase
Rab32A from D. discoideum, the GtgE effector from S. Typhimurium, and a variant of this
effector lacking its catalytic activity (GtgE"'5'4). All three proteins of interest were obtained
as 6xHis-tagged fusion proteins in a commercial strain of E. coli. Inducible expression and
soluble production of each protein were evaluated by SDS-PAGE and Western blot.

Subsequently, the proteins were purified using affinity chromatography with a

XV



nickel-charged nitrilotriacetic acid (Ni-NTA) resin, and their identities were confirmed by
SDS-PAGE and Western blot. Thus, highly enriched fractions of the effectors GtgE and
GtgEH''A as well as the molecular target Rab32A, were obtained. Finally, in vitro
enzymatic assays were performed using the purified proteins to evaluate the proteolytic
activity of GtgE on Rab32A, analyzing the reaction products by SDS-PAGE. These
experiments confirmed the in vitro proteolytic activity of the S. Typhimurium effector GtgE

on the monomeric GTPase Rab32A from D. discoideum.
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1.- Introduccion

1.1 Generalidades sobre Salmonella

El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae y esta constituido por
bacilos Gram negativo que poseen un metabolismo anaerobio facultativo y son patégenos
intracelulares facultativos (Andino y Hanning, 2015). Este género incluye a dos especies,
Salmonella enterica y Salmonella bongori, las cuales en su conjunto se subdividen en mas

de 2500 serotipos (Reeves et al., 1989).

Luego de su transmision por via alimentaria, Salmonella es capaz de causar cuadros
gastrointestinales, asi como infecciones sistémicas graves que pueden derivar en la

muerte del hospedero (Crump et al., 2004).

Entre los distintos serovares de Salmonella enterica se pueden encontrar aquellos
conocidos como generalistas, los cuales son capaces de infectar una amplia variedad de
hospederos, incluyendo seres humanos, mamiferos, aves de corral y silvestres, algunos
reptiles y ocasionalmente insectos (Teklemariam et al., 2023). Particularmente, el serovar
Salmonella Typhimurium (S. Typhimurium) puede infectar a un amplio rango de
hospederos y en humanos es capaz de causar con una mayor frecuencia cuadros de
gastroenteritis autolimitada denominada salmonelosis. Por esto, se lo define como un

serovar no tofoideo (Hohmann, 2001).

1.2 Ciclo infectivo de Salmonella

La transmisiéon de Salmonella tanto en humanos como en mamiferos se da
primordialmente a través de la via fecal-oral, tras el consumo de agua o alimentos
contaminados con heces de hospederos portadores del patégeno

(Teklemariam et al., 2023).



Dentro de los factores de riesgo para el desarrollo de la salmonelosis se incluye la edad
del hospedero, alteracion de su microbiota intestinal como resultado del uso de
antimicrobianos o cirugias, aclorhidria, gastritis atréfica o cirugia gastrica previa y diabetes
(Hohmann, 2001). En pacientes que se encuentren inmunodeprimidos, el cuadro diarreico
puede verse agravado, pasando de ser autolimitado a una enfermedad sistémica

(Hohmann, 2001).

Tras ingresar por via oral, Salmonella transita por el estbmago, siendo capaz de sobrevivir
al ambiente acido. Posteriormente, viaja por el tracto intestinal hasta el intestino delgado
en donde debe atravesar el epitelio intestinal (Hume et al., 2017; Giannella et al., 1972).
Para esto, es necesario que la bacteria se adhiera a la superficie de las células epiteliales
y posteriormente utilice diversos factores de virulencia que promuevan y faciliten la

invasion, para finalmente poder sobrevivir intracelularmente (Wiedemann et al., 2015).

1.3 Mecanismos de patogenicidad de Salmonella

A pesar de que existen diversos mecanismos para evitar infecciones bacterianas en el
hospedero, Salmonella ha desarrollado numerosas estrategias para evadir estas defensas.
Un ejemplo de esto es la utilizacion de sistemas especializados de secrecion de proteinas,
que corresponden a factores de virulencia ampliamente estudiados. Gracias a estos
sistemas, Salmonella es capaz de introducir distintas proteinas que promueven la
colonizacioén, supervivencia y reproduccion de esta bacteria en las células del hospedero

(Flannagan et al., 2009).

En Salmonella se han descrito cuatro familias de sistemas especializados de secreciéon de
proteinas que resultan fundamentales para la infeccion de este patégeno en el hospedero
(Bao et al., 2020). Particularmente, los sistemas de secrecion de tipo Il (T3SSs)

corresponden a estructuras similares a “jeringas moleculares” que permiten la



translocacion de proteinas efectoras (también llamadas “efectores”) hacia el citoplasma o

los sistemas membranosos de la célula hospedera (Deng et al., 2017).

El genoma de S. Typhimurium posee agrupaciones de genes que codifican dos T3SSs
distintos, los que se encuentran localizados dentro de las islas de patogenicidad SPI-1 y
SPI-2 (T3SS-1y T3SS-2, respectivamente) (Srikanth et al., 2011). Durante la infeccién de
células eucariontes no fagociticas se expresan principalmente los genes que codifican el
T3SS-1 y sus correspondientes efectores, lo que resulta fundamental para el proceso de
invasioén celular (Lou et al., 2019). Por su parte, los genes que codifican el T3SS-2 son
expresados principalmente cuando la bacteria se encuentra al interior de fagosomas en
macrofagos y otras células eucariontes. En este caso, el T3SS-2 es requerido para la
supervivencia intracelular del patdégeno, ya que permite la translocacion de efectores que
toman control de la via endocitica de la célula hospedera (Hensel et al., 1995; Steele-
Mortimer, 2008), impidiendo que el fagosoma se fusione a los lisosomas y permitiendo la
generacién de una “vacuola contenedora de Salmonella” (SCV). Dicha vacuola
corresponde a un compartimiento membranoso modificado que permite la supervivencia y
replicacion intracelular del patéogeno en el hospedero (Hernandez et al., 2004;

Liss et al., 2017).

1.4 Contribucion del efector GtgE a la supervivencia intracelular de Salmonella

La proteina GtgE corresponde a un efector translocado al citoplasma de la célula
hospedera mediante T3SS-1 y T3SS-2 (Spand et al., 2011). Esta proteina ha sido
caracterizada como una cisteina proteasa que tiene como blancos moleculares a algunas
GTPasas monomeéricas eucariontes de la familia de las proteinas Rab, encargadas de los
eventos de trafico vesicular dentro del hospedero (Spand & Galan, 2012; Bucci et al.,

2000).



En particular, Rab32 desempena diversas funciones dentro de la célula, alguna de ellas
relacionadas con la biogénesis de “organelos relacionados a lisosomas” (LRO), la
autofagia, la dindamica mitocondrial y la regulacién de la maduracion de fagosomas durante
la infeccion bacteriana (Savitskiy et al., 2020). Para restringir el crecimiento de bacterias
patégenas intracelulares como S. Typhimurium, Rab32 debe encontrarse en su estado
activo (es decir, unida a GTP) por accién de factores intercambiadores de nucledétidos de
guanina (GEF) como BLOC-3. Esto permite que la GTPasa pueda regular el trafico
vesicular a través de la unién de factores propios de la célula eucarionte hospedera, siendo

reclutada a la SCV (Solano et al., 2018; Tamura et al., 2009).

Se ha descrito que la protedlisis de Rab32 por parte del efector GtgE evita que esta
GTPasa sea reclutada hacia la SCV, interrumpiendo la via endocitica y contribuyendo a la
supervivencia intracelular del patégeno en macréfagos (Spano et al., 2016) (Fig. 1). Cabe
destacar que GtgE interacciona con Rab32 cuando ésta se encuentra en su conformacion
inactiva (es decir, unida a GDP). Notablemente, ademas de GtgE, S. Typhimurium
transloca el efector SopD2 (mediante su T3SS-2), una proteina que en su extremo
C-terminal posee un dominio presente en proteinas activadoras de la actividad GTPasa
(GAP) que interacciona con Rab32 para inactivarla estimulando la hidrolisis de GTP
(Oke & D'Costa, 2024). Esto impide su reclutamiento hacia la SCV y a la vez posibilita que
GtgE sea capaz de proteolizarla (Savitskiy & Itzen 2021; Wachtel et al., 2018). Por otra
parte, SopD2 también es capaz de interactuar e inactivar a Rab7, proteina que se asocia
a fagosomas tardios permitiendo la entrega de contenido endosomal a los lisosomas

(Spano et al., 2016).
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Figura 1. Bloqueo de la via endocitica causada por Salmonella Typhimurium en la
célula hospedera. Posterior a la invasion de la célula hospedera, S. Typhimurium reside en
un compartimiento membranoso llamado “vacuola contenedora de Salmonella” (SCV). Desde
aqui, los efectores GtgE y SopD2 son translocados hacia el citoplasma y son capaces de
bloquear la via endocitica dependiente de Rab32/BLOC-3. GtgE posee actividad proteolitica
sobre Rab32 previamente inactivada por la actividad GAP de SopD2 (Spand et al., 2016).
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1.5 Interaccién de Salmonella Typhimurium con Dictyostelium discoideum

Dictyostelium discoideum (D. discoideum) corresponde a una ameba social que habita
suelos del bosque caducifolio y hojas en descomposicion, alimentandose de bacterias y
levaduras (Kessin, 2001). Estas amebas usan la fagocitosis como medio para la
internalizacion de bacterias, capturando al microorganismo en fagosomas, y a través de la
via fagolisosomal, estas vacuolas son enviadas hacia el lisosoma, en donde su contenido

es finalmente degradado por accién de diversas enzimas hidroliticas (Bozzaro et al., 2008).

Si bien Salmonella es un patoégeno intracelular facultativo, pasa una parte considerable de
su ciclo de vida en el ambiente, en donde comparte habitat e interacciona con diversos
protozoos. Hace un tiempo nuestro grupo reportd que S. Typhimurium es capaz de
sobrevivir intracelularmente en D. discoideum y que para ello requiere distintos factores de

virulencia, incluyendo a T3SS-1 y T3SS-2 (Riquelme et al., 2016). Esto implica que el



patégeno utiliza efectores de estos sistemas para controlar procesos fisiolégicos de la

ameba que le permitan sobrevivir en ella.

En este contexto, nuestro grupo determind recientemente que S. Typhimurium requiere del

efector GtgE para sobrevivir intracelularmente dentro de una SCV en D. discoideum (datos

no publicados). Considerando esto, nos propusimos determinar si esta ameba posee la

GTPasa Rab32, que corresponde al principal blanco de GtgE. De esta forma, mediante

analisis bioinformaticos identificamos 4 proteinas Rab32 (Rab32A-D) codificadas en el

genoma de D. discoideum, las que comparten alta similitud aminoacidica con proteinas

Rab32 de mamiferos (Fig. 2). Estas 4 proteinas presentan la secuencia T-1/V-G-V-A-D-F,

que es reconocida por el efector GtgE en los blancos que proteoliza (Fig. 2).
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Figura 2. Andlisis de secuencia aminoacidica de proteinas Rab32 de distintos origenes.
La secuencia aminoacidica de las 4 proteinas Rab32 (Rab32A-D) de D. discoideum (ddi) se
alinearon contra las proteinas Rab29, Rab32 y Rab38 humanas (hsa), asi como contra las
proteinas Rab32 de ratén (mmu) y de Chlorocebus sabaeus (csab) o mono verde africano.
En color celeste se enmarca la secuencia de residuos (T-1/V-G-V-A-D-F) experimentalmente
definida para el corte proteolitico de GtgE en las proteinas Rab29, Rab32 y Rab38 de origen
humano. El sitio especifico de corte de GtgE es senalado como una linea discontinua de color
negro. En la fila inferior se indican los aminoacidos consenso entre todas las proteinas. El
alineamiento se realizé usando la plataforma T-Coffee en su modalidad Expresso. Se
muestran bloques rojos cuando existe un 100% de conservacién en dicha posicion (100%) y
bloques amarillos cuando existe al menos un 70% de conservacion en dicha posicion.



Cabe destacar que de las 4 proteinas mencionadas soélo se ha confirmado
experimentalmente la expresién de Rab32A en D. discoideum (Boulais et al., 2010). Para
caracterizar el posible efecto de GtgE sobre Rab32A, realizamos ensayos de expresion
heteréloga de ambas proteinas en Escherichia coli. Los resultados obtenidos confirmaron
que GtgE es capaz de proteolizar a Rab32A bajo estas condiciones experimentales. A
pesar de esto, pensamos que seria importante caracterizar la actividad de GtgE sobre
Rab32A utilizando proteinas puras en un ensayo de protedlisis in vitro. Ademas, en estos
ensayos se podria utilizar como control a la proteina GtgE"'5'A, una mutante catalitica del
efector que no es capaz de proteolizar a Rab32 de células de mamifero y cuya inactividad
fue previamente descrita y demostrada por Spano et al. (2011). A futuro, la implementacion
del ensayo de protedlisis in vitro mencionado permitira incorporar al efector SopD2 para

evaluar su participacion en este proceso.



2.- Propésito del estudio / Objetivo general

Expresar y purificar las proteinas GigE de Salmonella Typhimurium y Rab32A de
Dictyostelium discoideum, para analizar la capacidad proteolitica in vitro del GtgE sobre

Rab32A.

3.- Objetivos especificos

Obj. Especifico 1.- Construir plasmidios recombinantes para la expresion inducible del
efector GtgE de Salmonella Typhimurium y la proteina Rab32A de

Dictyostelium discoideum.
Obj. Especifico 2.- Purificar el efector GtgE y la proteina Rab32A.

Obj. Especifico 3.- Evaluar la actividad proteolitica in vitro del efector GtgE sobre la proteina

Rab32A.



4.- Materiales y métodos

4.1.- Cepas y cultivos bacterianos

La cepa bacteriana TOP10 de Escherichia coli (Thermo Fisher Scientific) se utilizé para la
construccion y mantencion de plasmidios recombinantes, asi como para la expresion
inducible y posterior purificacion de las proteinas recombinantes de interés. Las bacterias
se crecieron rutinariamente con agitacién (150 rpm) a 37°C en caldo Luria-Bertani (LB;
10 g/L triptona, 5 g/L extracto de levadura, 5g/L NaCl). Para solidificar el medio de cultivo,
se suplementé con Bacto-Agar (15 g/L). Cuando fue requerido, el medio de cultivo se

suplementoé con kanamicina (Kan; 75 pg/mL) para la seleccién de bacterias transformantes.

4.2.- Clonamiento de genes en el vector de expresion pSEVA254

4.2.1.- Extraccion de DNA plasmidial

El vector de expresion pSEVA254 se extrajo a partir de una cepa derivada de E. coli BL21
(previamente transformada con el plasmidio) mediante el uso del sistema comercial
“QIAprep Spin Miniprep kit’ (Qiagen), siguiendo las instrucciones del fabricante. Este
plasmidio posee un promotor inducible por isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG) y
un gen que codifica una proteina que otorga resistencia a kanamicina (Jahn et al., 2016).
El plasmidio se extrajo a partir de un cultivo bacteriano en 5 mL de caldo LB suplementado
con Kan 75 uyg/mL, crecido durante toda la noche a 37°C con agitacion. EI DNA plasmidial
se eluyé en 50 yL de H2O libre de nucleasas a 65°C y luego se analizd6 mediante
electroforesis en un gel de agarosa al 0,8% en tampén TAE 1x y tincion con una solucion
de GelRed (Biotium). La corrida electroforética se realizé a 100 V durante 35 minutos.

Finalmente, el plasmidio purificado se almacend a 4°C hasta su uso posterior.



4.2.2.- Partidores

En la Tabla 1 se muestran los partidores utilizados para la obtencién de productos de PCR
necesarios para el clonamiento de los marcos de lectura de interés en el vector de
expresion pSEVA254. También se muestran los partidores usados para confirmar la

presencia de dichos marcos de lectura en los plasmidios recombinantes generados.

Tabla 1. Oligonucledtidos utilizados para el clonamiento de los marcos de lectura de rab32A, gtgE

y gtgEn1s1a en el vector pSEVA254.

Nombre Secuencia
gtgE_5'ORF_pSEVA GGAATTCTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGTTAAGACACATTCAAAATAG
3’'gtgE_6xHis_pSEVA GCTCTAGATCATAAAATGGTACACCAGTC
pSEVA_rab32A_5'ORF GGAATTCTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGTCAAACAACCCAGCTG
pSEVA_rab32A_6xHis3’ CTCTAGATTAATGGTGATGGTGATGATGACCAGAACCACCTTTACAACAACTTGGACCAG
pSEVA_Check_F CTCCCGTTCTGGATAATGTT
pSEVA_Check_R GAGACACAAATTTAAATCGTAATTA

4.2.3.- Obtencion de productos de PCR

A partir de derivados del vector de expresion pBAD-TOPO (Thermo Fisher Scientific) que
contienen clonadas las fusiones génicas rab32A-6xHis y gtgE-6xHis, generados
previamente en nuestro laboratorio, se amplificaron los marcos de lectura de rab32A y gtgE
fusionados en el extremo 3’ al epitopo 6xHis mediante PCR usando la DNA polimerasa de
alta fidelidad Phusion (NEB) y las parejas de partidores pSEVA rab32A 50ORF /
pSEVA_rab32A_ 6xHis3’ o gtgE 5ORF_pSEVA /| 3'gtgE 6xHis_pSEVA (Tabla 1),
respectivamente. Por su parte, a partir de un derivado del plasmidio pUC-GW-Kan que
contiene clonado el marco de lectura de un gen que codifica una versién mutante de GtgE
sin actividad catalitica (GtgE""%'4), se amplificd el marco de lectura de gtgEn1s1a fusionado

al epitopo 6xHis wusando Ila pareja de partidores gigE 5ORF_pSEVA /
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3'gtgE _6xHis_pSEVA (Tabla 1). El plasmidio derivado de pUC-GW-Kan se obtuvo a partir
de un servicio de sintesis quimica realizado por la filial Genewiz (www.genewiz.com) de la

empresa Azenta Life Sciences (www.azenta.com).

Para el clonamiento de los marcos de lectura mencionados, los partidores usados para las
amplificaciones (Tabla 1) permitieron incorporar sitios de restriccion para las
endonucleasas EcoRIl y Xbal en el extremo 5 y 3’ de los amplicones generados,
respectivamente. Adicionalmente, los partidores que hibridan en los extremos 5’ de cada
marco de lectura permitieron incorporar un sitio de unién al ribosoma
(TTAACTTTAAGAAGGAG) a las construcciones. Las reacciones de PCR se realizaron en

las siguientes condiciones:

Tabla 2. Condiciones de amplificacion de los marcos de lectura de rab32A, gtgE y gtgEH151a.

Mezcla de reaccion Programa de amplificacion
Reactivo T Concentracion T°C Tl.er.npo Ciclos
(pL) (min:seg)
DNA 1 - 98 5:00 1
dNTPs 50x [10 mM cada uno] 1 0,2 mM 98 0:30
Partidor 5’ [10 uM] 2,5 0,5 uyM 55 0:30 30
Partidor 3’ [10 pM] 2,5 0,5 uyM 72 1:00
Tampén PCR High Fidelity 5x 10 1x 72 5:00 1
DNA polimerasa Phusion (2 U/uL) 0,5 0,5 U/Rx 12 0 -
H20 libre de nucleasas 32,5 -
Volumen final 50

Los amplicones fueron analizados mediante electroforesis en un gel de agarosa al 0,8%
en tampén TAE 1x y tincion con una solucién de GelRed (Biotium). La corrida

electroforética se realizé a 100 V durante 35 minutos.

Los productos de PCR fueron purificados mediante el sistema comercial “Q/Aquick PCR
Purification Kit’ (Qiagen), siguiendo las instrucciones del fabricante. Cada amplicén se
eluyé en 50 pL de H2O libre de nucleasas a 65°C y luego se almacené a -20°C hasta su

uso posterior.

11



4.2.4.- Doble digestion y ligacion

Los amplicones que codificaban los marcos de lectura de interés se clonaron en el vector
de expresion pSEVA254 (Martinez et al., 2023), el cual contiene sitios de restriccion para
las endonucleasas EcoRI y Xbal. Para el clonamiento se realizé una doble digestion del
vector de expresion y de los productos de amplificacion purificados, utilizando las enzimas
de restriccion comerciales FastDigest EcoRl y Xbal (Thermo Scientific) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante, durante 2 horas a 37°C. Los productos de digestion fueron
analizados mediante electroforesis en un gel de agarosa al 0,8% en tampdn TAE 1x y
tincion con una solucién de GelRed (Biotium). La corrida electroforética se realizé a 100 V
durante 35 minutos. Cada producto de digestién se purificé a partir del gel de agarosa
mediante el sistema comercial “QIAquick Gel Extraction Kit’ (Qiagen), siguiendo las

instrucciones del fabricante.

Finalmente, se ligd cada amplicon en el vector de expresion linealizado usando DNA ligasa
del fago T4 (NEB) siguiendo las instrucciones del fabricante, durante toda la noche a

temperatura ambiente.

4.2.5.- Transformacion

Las mezclas de ligacion fueron utilizadas para transformar bacterias E. coli TOP10
quimiocompetentes usando el sistema comercial “One Shot™ TOP10 Chemically
Competent E. coli’ (Thermo Fisher Scientific). Para esto, se agregaron 10 yL de cada
ligacién a un vial que contenia 50 pL de bacterias quimiocompetentes, para posteriormente
incubar en hielo por 30 minutos. Finalmente, la transformacion se produjo mediante un
shock térmico a 42°C por 30 segundos, luego de lo cual se recuperaron las células durante
1 hora en 250 uL de medio SOC (Invitrogen) a 37°C con agitacion a 150 rpm. Las bacterias

transformadas fueron sembradas en placas de agar LB suplementado con Kan 75 pg/mL

12



para la seleccion de transformantes, de acuerdo con el marcador de resistencia presente

en el plasmidio.

Para confirmar la presencia de los insertos de interés en los plasmidios recombinantes
generados, se realizé PCR de colonias utilizando la pareja de partidores pSEVA_Check_F
/ pPSEVA _Check_R, que flanquean el sitio de clonamiento en el vector, y las parejas de
partidores pSEVA Check F / pSEVA rab32A 6xHis3> o pSEVA Check F /
3’'gtgE_6xHis_ pSEVA” (Tabla 1), segun el inserto. Como DNA molde, se usé una
suspension bacteriana de las colonias candidatas en 200 pyL de H2O estéril y libre de

nucleasas. Las reacciones de PCR se realizaron en las siguientes condiciones:

Tabla 3. Condiciones de amplificacion para verificar el clonamiento de los marcos de lectura de
rab32A, gtgE y gtgEn1s1a en el vector pSEVA254.

Mezcla de reaccion Programa de amplificacion
Reactivo el Concentracion T°C T|_er.npo Ciclos
(ML) (min:seg)
DNA 2 - 94 3:00 1
dNTPs 50x [10 mM cada uno] 0,4 0,2 uM 94 0:30
Partidor 1 [10 uM] 0,4 0,2 yM 55 0:30 30
Partidor 2 [10 uM] 0,4 0,2 uM 72 2:00
Tampoén PCR 5x 4 1x 72 10:00 1
MgCl2 [25 mM] 1,2 1,5 uM 4 o -
GoTaq DNA polimerasa (5 U/uL) 0,2 1 U/Rx
H20 libre de nucleasas 11,4 -
Total 20

Una vez confirmada la presencia de los insertos de interés en los plasmidios
recombinantes presentes en las colonias candidatas, se extrajo DNA plasmidial usando el
sistema comercial “QIAprep Spin Miniprep kit’ (Qiagen) a partir de un cultivo bacteriano en
5 mL de medio LB suplementado con Kan 75 ug/mL crecido durante toda la noche a 37°C
con agitacion a 150 rpm. Los plasmidios purificados se analizaron mediante electroforesis
en un gel de agarosa al 0,8% en tampon TAE 1x y tincion con una solucion de GelRed

(Biotium). La corrida electroforética se realizé a 100 V durante 35 minutos. Finalmente, los
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plasmidios recombinantes purificados se secuenciaron para confirmar la ausencia de

mutaciones en los marcos de lectura clonados.

Paralelamente, se transformé la cepa comercial E. coli Rosetta (DE3) (Novagen) con el
plasmidio recombinante generado tras el clonamiento del marco de lectura de
rab32A-6xHis en el vector pSEVA254. Se confirmé la presencia del plasmidio
recombinante en las bacterias transformantes seleccionadas en placas de agar LB
suplementado con Kan 75 ug/mL mediante un PCR de colonias utilizando la pareja de
partidores pSEVA_Check F / pSEVA rab32A 6xHis3’ (Tabla 1), utilizando el programa

de amplificacion descrito en la Tabla 3.

4.3 Analisis de expresion inducible de las proteinas GtgE-6xHis, GtgE"'5'A-6xHis y

Rab32A-6xHis desde los plasmidios recombinantes

A continuacion, se buscé comprobar la expresion inducible de las proteinas GtgE-6xHis,
GtgEH®'A-6xHis y Rab23A-6xHis en E. coli TOP10, a partir de los plasmidios
recombinantes generados. Para esto, se realizaron cultivos bacterianos en 5 mL de medio
liquido LB suplementado con Kan 75 ug/mL realizando una dilucién 1:100 de un preindculo
crecido durante toda la noche a 37°C con agitacién. El cultivo se incubd hasta alcanzar
una densidad 6ptica medida a 600 nm (ODeoonm) de 0,6 y luego se indujo la expresion de
las proteinas de interés con IPTG 1mM durante 1 hora. Por otra parte, se realizaron cultivos
en paralelo bajo las mismas condiciones, pero suplementando el medio con L-glucosa
0,2% desde el inicio y sin agregar IPTG. En todos los casos, las células fueron recolectadas
mediante centrifugacion en tubos de fondo cénico a 6.000 rpm durante 10 minutos a 4°C.
El sedimento bacteriano fue resuspendido en tampén de lisis de Laemmli 1x suplementado
con B-mercaptoetanol 10% (BME). La lisis bacteriana se realizé en un bafio térmico,

hirviendo las muestras a 100°C durante 10 minutos.
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Las muestras (20 uL de cada lisado bacteriano) fueron analizadas mediante SDS-PAGE
en geles de poliacrilamida al 12% de 1 mm de espesor. La corrida electroforética se realizé
a 50 V durante 1 horay luego a 100 V durante 2 horas o hasta que cayo el frente de corrida.
Luego, los geles fueron tefiidos con azul de Coomassie durante toda la noche con agitacién
a 65 rpm. La destincién de los geles se realizd en una solucién de acido acético 7,5% vy

metanol 25% con agitacion a 65 rpm.

Paralelamente, a partir de la electroforesis de las mismas muestras en un gel de
poliacrilamida al 12% se realizé la transferencia de las proteinas a una membrana de PVDF
durante 90 minutos a 300 mA. La membrana se bloque6 a temperatura ambiente durante
1 hora con agitacién a 65 rpm usando solucion de bloqueo (TBS-T 0,1% suplementado con
BSA 5%). Seguidamente, la membrana se incubd durante toda la noche a 4°C con un
anticuerpo primario contra el epitopo 6xHis (IgG mouse Abcam, ab18184) diluido 1:5.000
en la solucion de bloqueo. Se realizaron 3 lavados de 10 minutos con agitacion a 65 rpm
usando solucién TBS-T 0,1% y se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente con
agitacion a 65 rpm con un anticuerpo secundario (Goat anti-mouse IgG HRP,
Invitrogen #31430) diluido 1:10.000 en solucion de bloqueo. Se realizé un ultimo lavado en
las condiciones mencionadas y se reveld la membrana con el reactivo comercial
SuperSignal™ West Femto (Thermo Scientific) siguiendo las indicaciones del fabricante.
Finalmente, se utilizé un sistema de fotodocumentacion G:BOX Chemi XX6 (Syngene) para

la captura de la sefial quimioluminiscente.

4.4 Expresion y purificacion de proteinas

La expresion de GtgE-6xHis, GtgEH'>'A-6xHis y Rab23A-6xHis en E. coli TOP10
(Invitrogen) se realizé mediante crecimiento de las cepas bacterianas correspondientes a

37°C con agitacién hasta una ODeoonm de 0,6, para luego inducir con IPTG 1 mM durante
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1 hora. Las células fueron recolectadas mediante centrifugacion en tubos de fondo cénico
a 5.000 x g durante 10 minutos a 4°C, resuspendidas en 1 mL de tampén de lisis (60 mM
NaH2PO4, 300 mM NaCl, 10 mM imidazol, pH 8,0), suplementando la suspensién con un
inhibidor de serina proteasas (PMSF 1mM). La suspensiéon fue sometida a lisis por
ultrasonido usando un equipo sonicador Q800R (QSonica). La lisis se realizé durante
1 minuto en total, manteniendo las muestras en hielo y empleando pulsos de 20 segundos

a una amplitud de 40%, con descansos de 20 segundos entre cada pulso.

Luego, desde los lisados celulares obtenidos se separ6 una alicuota de 100 uL con la
finalidad de comparar posteriormente la presencia de las proteinas de interés en el lisado
y en la fraccion soluble del mismo. El resto del volumen obtenido desde la sonicacion fue
clarificado por centrifugacion a 4°C durante 20 minutos a 15.000 rpm, para obtener la

fraccion soluble que contiene la proteina de interés.

La fraccion soluble obtenida fue sometida en primer lugar a una purificacion a baja escala
mediante cromatografia por afinidad, utilizando una resina comercial de acido
nitrilotriacético cargada de niquel (Ni-NTA) (QiaGen). Para esto, se utilizaron 50 yL de
resina previamente equilibrada con 200 yL de tampdén de lavado (50 mM NaH:PO.,
300 mM NaCl, 20 mM imidazol, pH 8,0 y suplementado con 10 uM de GDP para el caso
de Rab32A) y se mezclé con todo el volumen obtenido de la fraccion soluble de las
proteinas (aproximadamente 900 pL), incubando durante 10 minutos a temperatura
ambiente con agitacién suave. Se realizaron tres lavados con 500 uL de tampdn de lavado
(50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 20 mM imidazol, pH 8,0 y suplementado con 10 uM de
GDP para el caso de Rab32A) y posteriormente tres eluciones usando 50 uL de tampén
de elucién (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 250 mM imidazol, pH 8,0 y suplementado con
10 uM de GDP para el caso de Rab32A). Durante los lavados y las eluciones, se realizaron

centrifugaciones a 4°C durante 30 segundos a 5.000 rpm.
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Las proteinas obtenidas en las 3 eluciones fueron analizadas mediante SDS-PAGE en
geles de poliacrilamida al 12% de 1 mm de espesor. La corrida electroforética se realiz6 a
50 V durante 1 hora y luego a 100 V durante 2 horas o hasta que cay¢ el frente de corrida.
Los geles fueron tefiidos con azul de Coomassie durante toda la noche con agitacion a 65
rpm. La destincién de los geles se realizé en una solucion de acido acético 7,5% y metanol

25% con agitacion a 65 rpm.

La identidad de las proteinas recombinantes purificadas se confirmé mediante Western
blot. Para esto, a partir de la electroforesis en un gel de poliacrilamida al 12% se realizé la
transferencia de las proteinas a una membrana de PVDF durante 65 minutos a 260 mA.
Luego, se bloqued la membrana a temperatura ambiente durante 1 hora con agitacién a
65 rpm usando soluciéon de bloqueo (TBS-T 0,1% suplementada con leche 5%).
Seguidamente, la membrana se incubd durante toda la noche a 4°C con un anticuerpo
primario contra el epitopo 6xHis (IgG mouse Invitrogen MA1-21315) diluido 1:2.000 en
solucion de bloqueo. Se realizaron 3 lavados de 10 minutos con agitacion a 65 rpm usando
solucion TBS-T 0,1% y se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente con a 65 rpm con
un anticuerpo secundario (Goat anti-mouse IgG HRP, Invitrogen #31430) diluido 1:5.000
en solucion de bloqueo. Se realizé un ultimo lavado en las condiciones mencionadas y se
revelé la membrana con el reactivo comercial SuperSignal™ West Femto (Thermo
Scientific) de acuerdo con las indicaciones del fabricante. Finalmente, se utilizé un sistema

de fotodocumentacién C-DiGit (Li-Cor) para la captura de la senal quimioluminiscente.

La concentracion total de proteina presente en cada muestra de proteinas purificadas se
determind mediante el método de Bradford (Bradford, 1976), utilizando el sistema
comercial “Pierce™ Bradford Plus Protein Assay Reagent’ (Thermo Fisher Scientific)

siguiendo las instrucciones del fabricante. Finalmente, se realizaron lecturas de la
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absorbancia a 495 nm de cada muestra en un lector de microplacas Synergy H1 Hybrid

(Biotek).

4.5 Ensayo de actividad proteolitica in vitro

4.5.1.- Intercambio de tampdén y concentracién de proteinas

Previo a los ensayos de protedlisis, se intercambié el tampdn de las proteinas purificadas,
eliminando el imidazol mediante el uso de columnas Amicon (Merck) que tenian un corte
de peso molecular (MWCO; Molecular Weight Cut-Off) de 10 kDa. En el caso de las
preparaciones de Rab32A, el volumen obtenido de proteinas eluidas se llevé a 1,5 mL con
tampon de intercambio (HEPES 20 mM, NaCl 50 mM y DTT 1 mM, pH 7,5) suplementado
con GDP 10 uM y MgCl,> 10 mM. Por su parte, en el caso de las preparaciones de GtgE y
GtgE"15'A se realiz6 el mismo procedimiento, pero el tampdn de intercambio se suplementé
con BME 2 mM. Para el intercambio de tampdén, en primer lugar se realiz6 una
centrifugacién a 7.000 x g durante 30 minutos en total a 4°C, deteniéndose cada 10 minutos
para resuspender la solucién retenida por la membrana. Este procedimiento se repitio
nuevamente para asegurarse de eliminar completamente el imidazol presente en las
preparaciones. El volumen final obtenido de cada preparacién se recuperd en un tubo
Eppendorf, se suplementoé con glicerol hasta alcanzar una concentracién final de 10% y se

almaceno a -20°C hasta su uso posterior.

4.5.2.- Ensayo de protedlisis in vitro

Para el ensayo de protedlisis in vitro se realizaron 2 mezclas de reaccion diferentes. En la
primera se incubaron 5 pL de la preparacion de Rab32A con 3 uL de una dilucion 1:100 de
la preparacién del efector GtgE. En la segunda preparacion se incubaron 5 pL de la

preparacion de Rab32A con 3 L de una dilucion 1:100 de la preparacién del efector sin
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actividad catalitica GtgEH'>'A. En paralelo, se incubaron 5 pL de la preparacion de Rab32A

en ausencia de GtgE o GtgE"'5'A como control.

Las mezclas de reaccién y el control se incubaron bajo cuatro condiciones distintas para
determinar aquellas que permitieran visualizar la actividad proteolitica. De esta forma, se
evalud paralelamente distintos tiempos (30 minutos y 4 horas) y distintas temperaturas
(25°C y 37°C) para la incubacién. Todas las reacciones se realizaron en el tampdn de
intercambio mencionado en la Seccion 4.5.1, suplementando ademas con MgClz 10 mM,

CaCl, 10 mM y GDP 10 uM.

Para detener las reacciones, se agregaron 5 uL de tampodn de lisis de Lammli 4x y se
calentaron las muestras a 100°C por 10 minutos. Finalmente, los productos de cada
reaccion fueron analizados mediante SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 12% y

posterior tincién con azul de Coomassie, como se describe en la Seccién 4.3.2.
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5.- Resultados

5.1 Clonamiento de rab32A, gtgE y gtgEuis1a en el plasmidio pSEVA254

Para producir cepas de E. coli que pudieran expresar de manera recombinante las
proteinas GtgE y GtgE"'>'A de S. Typhimurium y Rab32A de D. discoideum, se clonaron
los marcos de lectura de los genes correspondientes en el vector de expresion pSEVA254,
agregando en su extremo 3’ la secuencia que codifica el epitopo 6xHis. Con el fin de
verificar la correcta generacidon de las construcciones génicas, se realizaron
amplificaciones mediante PCR de colonias a partir de muestras obtenidas desde colonias
de bacterias seleccionadas aleatoriamente luego de la transformacién con cada plasmidio
recombinante. De esta forma, se corroboré finalmente que los marcos de lectura
correspondientes a rab32A-6xHis (Fig. 3), gtgE-6xHis (Fig. 4A) y gtgEnis1a-6xHis (Fig. 4B)
se encontraban clonados en el vector de expresion y que los tamafos de los productos de

PCR obtenidos coincidian con los valores tedricos esperados.
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Figura 3. PCR de colonias obtenidas luego de la transformacion de E. coli TOP10 con
PSEVA254::rab32A-6xHis. Electroforesis en gel de agarosa al 0,8% de los productos de PCR
obtenidos a partir de colonias seleccionadas en agar LB suplementado con Kan 75 ug/mL. Las
amplificaciones se realizaron utilizando una pareja de partidores que flanquean el sitio de clonamiento
del plasmidio pSEVA254 (tamario esperado: 1.039 pb) (A) o la pareja de partidores que se usé durante
el clonamiento del marco de lectura de rab32A-6xHis (tamafio esperado: 807 pb) (B). A: Carriles 1-10:
templados de colonias seleccionadas, carril 11: control de amplificacion usando el plasmidio vacio
cerrado, carril 12: control negativo sin templado. B: Carriles 1-10: templados de colonias seleccionadas,
carril 11: control de amplificacion usando la mezcla de ligacién, carril 12: control negativo sin templado.

A kb 1.2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 Kp

10.0
6.0

3.0

20
1.5

1.0

Kb 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

10.0
6.0

3.0
20

1.0

Figura 4. PCR de colonias obtenidas luego de la transformacién de E. coli TOP10 con
PSEVA254::gtgE-6xHis y pSEVA254::gtgEn151a-6xHis. Electroforesis en gel de agarosa al 0,8% de
los productos de PCR obtenidos a partir de colonias seleccionadas en agar LB suplementado con
Kan 75 ug/mL. Las amplificaciones se realizaron utilizando una pareja de partidores que flanquean el
sitio de clonamiento de gtgE-6xHis y gtgEH151a-6xHis en el plasmidio pSEVA254 (tamafio
esperado: 1.113 pb) (A) o la pareja de partidores que se us6 durante el clonamiento del marco de lectura
de gtgE-6xHis y gtgEH151a-6xHis (tamafio esperado: 887 pb) (B). Carriles 1-10: templados de colonias
seleccionadas, carril 11: control de amplificacion usando la mezcla de ligacion, carril 12: control negativo
sin templado.
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Para confirmar la ausencia de mutaciones que pudieron generarse durante el clonamiento
de los marcos de lectura de interés en el vector de expresion, se realizé la secuenciacion
del DNA plasmidial. Para esto, se seleccionaron colonias que generaran amplicones
especificos del tamafno esperado en el PCR de colonias para cada clonamiento. A partir
de estas colonias, se extrajeron los plasmidios recombinantes y se analizaron mediante
secuenciacion usando los partidores pSEVA_Check F y pSEVA Check R (Tabla 1), que
hibridan en regiones que flanquean el sitio de clonamiento del vector pSEVA254. Las
secuencias obtenidas fueron alineadas contra las secuencias tedricas de los marcos de
lectura de rab32A-6xHis, gtgE-6xHis o gtgEnis1a-6xHis, segun correspondiera. De esta
forma, en todos los casos fue posible confirmar que los plasmidios obtenidos desde las

colonias seleccionadas no presentaban mutaciones en las secuencias clonadas (Fig. 5).
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(1)
(1)

(101)
(1)

(201)
(78)

(301)
(178)

(401)
(278)

(501)
(378)

(601)
(478)

(701)
(578)

(801)
(678)

(901)
(691)

1 100
TGAGCTGTTGACAATTAATCATCCGGCTCGTATAATGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACCCTAGGCCGCGGCCGCGCGAATTCTTTGTTT
TGAGCTGTTGACAATTAATCATCCGGCTCGTATAATGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACCCTAGGCCGCGGCCGCGCGAATTCTTTGTTT

101 200
AACTTTAAGAAGGAGATATACATATGTTAZ “ATTCAAAATAGTTTAGGCAGCGTTTACAGAAGTAATACAGCAACTCCTCAGGGTCAGATTATTCA
AACTTT. G TATACATATGTT. CAGGGTCAGATTATTCA
77777777777777777777777 ATGTTAAGACACATTCAAAATAGTTTAGGCAGCGTTTACAGAAGTAATACAGCAACTCCTCAGGGTCAGATTATTCA
201

TGGGTTTGCTCA'

CCATCGTAACTTTCAAAGCCAGTTTGATACCACAGGCAACACCCTCTACAATAATTC TTAAATGTTATCAAATCCAGAGA'
CCATCGTAACTTTCAAAGCCAGTTTGATACCACAGGCAACACCCTCTAC CTGGGTTTG TTAAATGTTATCAAATCCAGAGATG!
CCATCGTAACTTTCAAAGCCAGTTTGATACCACAGGCAACACCCTCTACAATAATTGCTGGGTTTGCTCATTAAATGTTATCARATCCAGAGATGG!

301
AATTATAGTGCATTAGAGGACATCACTTCTGATAATCAAGCGTTTAATAATATATTAGAGGGTATTGATATAATAGAATGTGAG?
AATTATAGTGCATTAGA CATCACTTCTGATAATCAAGCGTTTAATAATATATTAGAGGGTATTGATATAATAGAATGTGAGAAT

AATTATAGTGCATTAGAGGACATCACTTCTGATAATCAAGCGTTTAATAATATATTAGAGGGTAT TGATATAATAGAATGTGAGA

401

TGAATGTGCAAAAAATACCTGAATCCTCTCTTTTTACAAACATTAAAGAAGCTTTACAGGCAGAAGTTTTCAATAGTACTGTAGA!
AAAATACCTGAATCCTCTCTTTTTACAAACATTAAAGAAGCTTTACAGGCAGAAGTTTTCAATAGTACTGTAGA.
TGAATGTGCAAAAAATACCTGAATCCTCTCTTTTTACAAACATTAAAGAAGCTTTACAGGCAGAAGTTTTCAATAGTACTGTAGAAGATGACT TTGAGAG

501 600
TTTTATTTCTTACGAATTACAAAACCATGGACCACTGATGTTGATCAGGCCTTCACTTGGCTCGGAATGTCTACATGCAGAGTGCATTGTAGGCTATGAT
TTTTATTTCTTACGAATTACAAAACCATGGACCACTGATGTTGATCAGGCCTTCACTTGGCTCGGAATGTCTAGCAGCAGAGTGCATTGTAGGCTATGAT
TTTTATTTCTTACGAATTACAAAACCATGGACCACTGATGTTGATCAGGCCTTCACTTGGCTCGGAATGTCTACATGCAGAGTGCATTGTAGGCTATGAT
601 700
AGTGAAGTGAAAAAAGTATTAATTTATGATTCAATGAATACCTCACCTGAATGGCAATCAAATATTGATGTCTATGACAAGCTTACCTTAGCATTCAATG
AGTGARA( AAAAAAGTATTAATTTATGATTCAATGAATACCTC TGAATGGCAATCAAATATTGATGTCTATGACAAGCTTACCTTAGCATTCALZ
AGTGAAGTGAAAAAAGTATTAATTTATGATTCAATGAATACCTCACCTGAATGGCAATCAAATATTGATGTCTATGACAAGCTTACCTTAGCATTCAATG

701 800
ATAAATATAAAAATGAAGATTGCAGTATTTGTGGTCTTTACTATGACGGTGTTTATGAGCCAAAACCTTTACACTCCTCCTCCTGGAAAGACTGGTGTAC

ATAAATATAAAAATGAAGATTGCAGTATTTGTGGTCTTTACTATGACGGTGTTTATGAGCCAAARACCTTTACACTCCTCCTCCTGGARAAGAC! STGTAC
ATAAATATAAAAATGAAGATTGCAGTATTTGTGGTCTTTACTATGACGGTGTTTATGAGCCAAAACCTTTACACTCCTCCTCCTGGAAAGACTGGTGTAC
801 900

CATTTTAGGTGGTTCTGGTCATCATCACCATCACCATTGATCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTGCGGCCGCGTCGTGACTGGGARAACCCTGG
CATTTTAGGTGGTTC GTCATCATCACCATCACCATTGATCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTGCGGCCGCGTCGTGACTGGGAAAACCCTGG
CATTTTAGGTGGTTCTGGTCATCATCACCATCACCATTGA

901 990
CGACTAGTCTTGGACTCCTGTTGATAGATCCAGTAATGACCTCAGAACTCCATCTGGATTTGTTCAGAACGCTCGGTTGCCGCCGGGCGT
CGACTAGTCTTGGACTCCTGTTGATAGATCCAGTAATGACCTCAGAACTCCATCTGGATTTGTTCAGAACGCTCGGTTGCCGCCGGGCGT

1 100
TGAGCTGTTGACAATTAATCATCCGGCTCGTATAATGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACCCTAGGCCGCGGCCGCGCGAATTCTTTGTTT

101 200
AACTTTAAGAAGGAGATATACATATGTCAAACAACH CTGATGATGAAGGATATAATGAGTATTTATATAAAATTTTAGTTGTTGGTGATATTGGTAC

~ATGTCAAACAACCCAGCTGATGATGAAGGATATAATGAGTATTTATATAAAATTTTAGTTGT TGGTGATATTGGTAC
201 300

TGGTAAAACTTCAATTATTAAAAGATTTGTTCATAATATATTCTCTATGCATTATAAATCAACCATTGGTGTAGATTTTGCATTAAAAGTGATTAATTGG
TGGTAAAACTTCAATTATTAAAAGATTTGTTCATAATATATTCTCTATGCATTATAAATCAACCATTGGTGTAGATTTTGCATTAAAAGTGATTAATTGG

301
GATCCAARAACCGAAGTTAGATTACAATTATGGGATATTGCAGGTCAAGAAAGATTTGGATCAATGACAAGAGT TTATTATAAAGAAGCAGTT
GATCCAAAAACCGAAGTTAGATTACAATTATGGGATATTGCAGGTCAAGAAAGATTTGGATCAATGACAAGAGTTTATTATAAAGAAGCAG

401 500
TGATTACATTTGATGTTACTAGAATGAGTACATTTGAAGCAGTTGCTAAATGGAAAGCAGATATTGATTCTAAAGTAACTTATGGTGCAGATGAAARAACC
TGATTACATTTGATGTTACTAGAATGAGTACATTTGAAGCAGT TGCTAAATGGAAAGCAGATATTGAT TCTARAGTAACTTATGGTGCAGATGAARAACC
501 600
AATTCCAGTAGTTTTATTAGCAAACAAATGTGATTTAGGTARAGATGCATTCATCAAGACTGCAAACGATATGGATAAATAT TGTARAGATAATGGTTTC

AATTCCAGTAGTTTTATTAGCAAACAAATGTGATTTAGGTAAAGATGCATTCATCAAGACTGCARACGATATGGATARAATATTGTAAAGATAATGGTTTC

601 700
ATTGGTTGGTTCGAAACTAGTGCTAAAGAAAATATGAATATTGAAAAAGCAGCACGTTTCTTGGTTGATCATATCTTAAAGAATGATGTTAGAAGAAATC
ATTGGTTGGTTCGAAACTAGTGCTAAAGAAAATATGAATATTGAAAAAGCAGCACGTTTCTTGGT TGATCATATCT TAAAGAATGATGTTAGAAGAAATC
701 800
AACC

AACCAATT! T GGTCATCATCA

801
CCATCACCATTAATCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTGCGGCCGCGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGACTAGTCTTGGACTCCTGTTGATAG
CCATCACCATTAA:

901 963
ATCCAGTAATGACCTCAGAACTCCATCTGGATTTGTTCAGAACGCTCGGTTGCCGCCGGGCGT

Figura 5. Alineamiento de secuencias de DNA de plasmidios recombinantes con la secuencia del marco
de lectura que codifica la proteina teérica correspondiente. (A) Secuenciacién realizada con partidores
externos al marco de lectura de gtgE-6xHis y gfgEn151a-6xHis. En rojo se muestra el marco de lectura de cada
proteina, en negro las secuencias que flanquean al marco de lectura, destacado en celeste el codon de histidina
del sitio catalitico de GtgE y su correspondiente reemplazo por alanina en la mutante catalitica. En azul se
muestra la region que codifica al epitopo 6xHis. (B) Secuenciacion realizada con partidores externos al marco
de lectura de rab32A-6xHis. En rojo se muestra el marco de lectura de cada proteina, en negro las secuencias
que flanquean al marco de lectura. En azul se muestra la regién que codifica al epitopo 6xHis.
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5.2 Expresiéon inducible de las proteinas Rab32A-6xHis, GtgE-6xHis vy

GtgE"H151A-6xHis

A partir de las colonias transformantes previamente seleccionadas, se buscé verificar que
la expresion de las proteinas recombinantes fuera efectivamente inducible por IPTG. Para
ello, se realizaron cultivos bacterianos bajo condicién de inducciéon con IPTG (1mM) o
represion catabdlica con L-glucosa (0,2%), de acuerdo con lo descrito en la Seccién 4.3.2
de Materiales y Métodos. En la Fig. 7A se muestra el analisis mediante SDS-PAGE de las
muestras de los lisados bacterianos totales obtenidos a partir de los cultivos mencionados,
donde se pueden observar bandas de mayor intensidad en los carriles correspondientes a
los cultivos que fueron inducidos con IPTG en comparacion a los cultivos crecidos en
condiciones represoras. Estas bandas coinciden con los pesos moleculares teéricos de las
proteinas recombinantes Rab32A-6xHis (25,79 kDa), GtgE-6xHis y GtgE"'5'A-6xHis
(26,07 kDa). Por su parte, mediante la inmunodeteccién (Fig. 7B) fue posible confirmar
que estas bandas corresponden a las proteinas que presentan el epitopo 6xHis, validando

de esta forma la expresién inducible de todas las proteinas recombinantes.
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Figura 6. Expresion inducible de las proteinas GtgE-6xHis y GtgEH'5'A-6xHis de S. Typhimurium y
Rab32A-6xHis de D. discoideum en E. coli TOP10. Lisados bacterianos totales obtenidos desde un cultivo
de E. coli TOP10 que expresa la proteina Rab32A de D. discoideum, el efector GtgE o la mutante catalitica
GtgEH'%'A de S. Typhimurium, cada una fusionada al epitopo 6xHis en su extremo C-terminal. (A) Andlisis
mediante SDS-PAGE en gel de poliacrilamida al 12% de las muestras obtenidas. Los geles se tifieron con azul
de Coomassie para la visualizacién de proteinas. (B) Inmunodeteccién mediante Western blot de las proteinas
recombinantes resueltas mediante SDS-PAGE en el panel (A), utilizando un anticuerpo primario especifico
contra el epitopo 6xHis. En ambos paneles (A y B), los pesos moleculares de las bandas inducidas o
inmunodetectadas se aproximan a los valores tedricos de GtgE-6xHis/GtgEH15'A-6xHis (26,07 kDa, carriles 2-
5) y Rab32A-6xHis (25,79 kDa, carriles 6 y 7).

5.3 Evaluacién de la solubilidad de las proteinas Rab32A-6xHis, GtgE-6xHis y

GtgE"H1%'A-6xHis en los lisados bacterianos

Se analiz6 la solubilidad de las proteinas recombinantes presentes en los lisados
bacterianos mediante la generacién de nuevos cultivos bacterianos en condiciones
inductoras con IPTG, usando como condicion control cultivos bacterianos crecidos en
ausencia del inductor. Las muestras fueron procesadas como se describe en la Seccion
4.4 de Materiales y Métodos. Ademas, se agregd un control adicional correspondiente a
una cepa derivada de E. coli BL21 que posee el plasmidio pCri-11b (Goulas et al., 2014).

Este plasmidio otorga resistencia a Kan y permite la expresién inducible de la proteina GFP
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(green fluorescent protein) fusionada a un dominio SUMO (small ubiquitin-like modifier) y
al epitopo 6xHis en el extremo C-terminal de la fusion. EI dominio SUMO permite aumentar
la solubilidad de la proteina GFP (Guerrero et al., 2015) y posibilita su uso como control de
solubilidad de las proteinas en estudio. La cepa que portaba este plasmidio fue sometida
a las mismas condiciones de cultivo usadas para las derivadas de E. coli TOP10 que portan

los plasmidios recombinantes generados en este estudio.

Por otra parte, el plasmidio recombinante pSEVA254::rab32A-6xHis se transformé en la
cepa comercial E. coli Rosetta (DE3), derivada de la cepa E. coli BL21. Esta bacteria
permite una traduccion mas eficiente de marcos de lectura correspondientes a proteinas

eucariontes, como es el caso de Rab32A.

Como se observa en la Fig. 7A, tanto en los lisados totales como en la fraccién soluble es
posible observar bandas de mayor intensidad en los carriles correspondientes a los cultivos
inducidos con IPTG, cuyos pesos moleculares coinciden con los valores tedricos
esperados para las proteinas en estudio, como para la proteina control GFP-SUMO-6xHis.
Por otro lado, la inmunodeteccion mediante Western blot permitié confirmar la presencia
de proteinas solubles en la fraccion clarificada obtenida desde los lisados bacterianos
totales de cultivos inducidos con IPTG. En la Fig. 7B se pueden observar bandas que
coinciden con los tamafos tedricos esperados para GtgE-6xHis, GtgEH'5'A-6xHis vy
Rab32A-6xHis, al igual que el control positivo de GFP-SUMO-6xHis, confirmando que se

encuentran en la fraccion soluble.
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Figura 7. Confirmacién de la solubilidad de las proteinas GtgE-6xHis y GtgE"'5'A-6xHis de
S. Typhimurium y Rab32A-6xHis de D. discoideum. Lisados bacterianos totales y fraccion soluble obtenidos
desde un cultivo de E. coli TOP10 que expresa la proteina Rab32A de D. discoideum, el efector GtgE o la
mutante catalitica GtgE"'5'A de S. Typhimurium, cada una fusionada al epitopo 6xHis en su extremo C-terminal.
(A) Analisis mediante SDS-PAGE en gel de poliacrilamida al 12% de las muestras obtenidas. Los geles se
tiferon con azul de Coomassie para la visualizacion de proteinas. (B) Inmunodeteccion mediante Western blot
de las proteinas recombinantes resueltas mediante SDS-PAGE en el panel (A), utilizando un anticuerpo
primario especifico contra el epitopo 6xHis. En ambos paneles (A y B), los pesos moleculares de las bandas
inducidas o inmunodetectadas se aproximan a los valores teoricos de GtgE-6xHis/GtgE"'%'-6xHis (26,07 kDa),
Rab32A-6xHis (25,79 kDa) (flechas rojas) y GFP-SUMO-6xHis (39,9 kDa). R: Rab32A-6xHis expresada en

E. coli Rosetta (DE3). T: Rab32A-6xHis expresada en E. coli TOP10.
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5.4 Purificacion de las proteinas Rab32A-6xHis, GtgE-6xHis y GtgE"'%'A-6xHis

Una vez confirmado que las proteinas recombinantes de interés estaban solubles en los
lisados bacterianos, se decidié evaluar un esquema de purificaciéon a baja escala de dichas
proteinas mediante cromatografia de afinidad. A partir de cultivos bacterianos de 10 mL
totales crecidos bajo las condiciones en las que se comprobd la induccién y la solubilidad
de las proteinas recombinantes de interés, se realizo la purificacion de las fracciones
solubles de los lisados totales de cada cultivo utilizando una resina comercial de Ni-NTA.
Distintas preparaciones obtenidas en cada paso de purificacion, correspondientes a la
fracciéon que no fue retenida por la resina (FNR), el tercer lavado de la resina (W3) y la
primera elucién de proteinas retenidas por la resina (E1), fueron analizadas mediante
SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 12% y posterior tincion con azul de Coomassie
(Fig. 8A). Por otro lado, se realiz6 la transferencia de las proteinas de dichos geles a una
membrana de PVDF y se realizé una inmunodeteccion de las proteinas recombinantes

mediante Western blot usando un anticuerpo comercial anti-6xHis (Fig. 8B).

Como se observa en el analisis de las muestras mediante SDS-PAGE (Fig. 8A), en los
carriles correspondientes al tercer lavado de la resina (W3) no es posible observar bandas
de proteinas en el gel, por lo que la totalidad de las proteinas no retenidas fueron
arrastradas en los lavados anteriores. Por otro lado, en los carriles correspondientes a la
primera elucion de proteinas retenidas en laresina (E1), es posible observar bandas unicas
que presentan los tamafos esperados para cada una, cuya identidad fue confirmada

mediante Western blot (Fig. 8B).
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Figura 8. Purificacién a baja escala de las proteinas GtgE-6xHis y GtgEH15'A-6xHis de S. Typhimurium y
Rab32A-6xHis de D. discoideum. Las muestras analizadas se obtuvieron a partir de la purificacion con una
resina Ni-NTA de proteinas presentes en lisados bacterianos clarificados provenientes de cultivos inducidos
con IPTG. (A) SDS-PAGE en gel de poliacrilamida al 12% y tincién de proteinas con azul de Coomassie de las
muestras obtenidas desde la purificacion con resina Ni-NTA. (B) Inmunodeteccion mediante Western blot de
las proteinas recombinantes resueltas mediante SDS-PAGE en el panel (A), utilizando un anticuerpo primario
especifico contra el epitopo 6xHis. Fraccion no retenida (FNR), tercer lavado (W3) y primera elucion (E1) de
Rab32A, GtgE, GtgEM'5'A y GFP-SUMO, cada una fusionada al epitopo 6xHis. En ambos paneles (A y B), los
pesos moleculares de las bandas en el gel o inmunodetectadas se aproximan a los valores tedricos de
GtgE-6xHis/GtgE"%'-6xHis (26,07 kDa), Rab32A-6xHis (25,79 kDa) (flechas rojas) y GFP-SUMO-6xHis
(39,9 kDa). R: Rab32A-6xHis expresada en E. coli Rosetta (DE3). T: Rab32A-6xHis expresada en E. coli
TOP10.
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Durante el analisis mediante Western blot de las preparaciones de proteinas generadas
durante el procedimiento de purificacion (Fig. 8B) fue posible observar que en las muestras
correspondientes a las fracciones no retenidas (FNR) se detectaban bandas que coinciden
con los tamanios tedricos de las proteinas Rab32A-6xHis expresadas en ambas cepas de
E. coli, asi como de las proteinas GtgE-6xHis, GtgEH'5'A-6xHis y el control

GFP-SUMO- 6xHis.

Considerando que la produccion de Rab32A-6xHis en E. coli Rosetta (DE3) y E. coli
TOP10 no presentaba diferencias evidentes (Fig. 7 y Fig. 8), de aqui en adelante se

continud usando esta Ultima cepa para la expresion y purificacion de dicha proteina.

A continuacion, decidimos comprobar si era posible obtener mas proteina purificada que
no estuviera siendo retenida en la resina. Para esto, a partir de un cultivo bacteriano en
condiciones de induccidon se realizaron dos rondas de purificaciéon de proteinas
consecutivas como se describe anteriormente (Fig. 9). Tanto para la primera como la
segunda elucién, se observaron bandas de proteinas purificadas cuyos pesos moleculares
coinciden con los valores tedricos esperados. Sin embargo, en el caso de la segunda ronda
de purificacion también se observaron bandas adicionales (Fig. 9), las que probablemente
correspondian a proteinas contaminantes que fueron retenidas por la resina, por lo cual no

se realiz6 una tercera ronda de purificacion a partir del mismo cultivo.

Por otro lado, las proteinas purificadas fueron cuantificadas mediante el método de
Bradford (Bradford, 1976) para corroborar que la cantidad de proteina purificada obtenida
a partir del volumen de cultivo inducido no exceda la capacidad de captura de la alicuota
utilizada de resina (50 uL). Una vez verificado que era posible aumentar el volumen del
cultivo utilizando la misma alicuota de resina, de acuerdo con las instrucciones del
fabricante, se realizaron nuevos cultivos bacterianos en 100 mL de medio, los que fueron

utilizados para purificar las proteinas de interés bajo las mismas condiciones descritas.
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Figura 9. Obtencion de las proteinas GtgE-6xHis y GtgE"'5'A-6xHis de S. Typhimurium y
Rab32A-6xHis de D. discoideum mediante rondas sucesivas de purificacién. SDS-PAGE en gel
de poliacrilamida al 12% y tinciéon de proteinas con azul de Coomassie de muestras obtenidas desde
una primera ronda de purificaciéon de proteinas recombinantes con resina Ni-NTA a partir de lisados
clarificados obtenidos de un cultivo con induccién (IPTG 1mM) y una segunda purificacion realizada a
partir de la fraccion no retenida que se obtuvo desde la primera purificacion. FNR: fraccion no retenida.
E1: primera elucion.
Para eliminar el imidazol presente en las preparaciones de proteinas, se realizo el
intercambio de tampon utilizando columnas Amicon (Merck) con un MWCO de 10 kDa.
Para esto, se combinaron las alicuotas de preparaciones de proteinas obtenidas luego de
dos rondas de purificaciones en la resina de Ni-NTA y se pasaron a través de la columna
Amicon, concentrandolas en un volumen menor (~100 uL). Posteriormente, se analizaron
las muestras obtenidas mediante SDS-PAGE y tincidén de proteinas con azul de Coomassie
para verificar que la alicuota rescatada desde la columna contenia la proteina de interés.
En todos los casos analizados, se observaron bandas de proteinas que coinciden con los

tamarios tedricos de GtgE-6xHis, GtgEH'3'A-6xHis y Rab32A-6xHis luego del paso de

concentracion usando columnas Amicon (Fig. 10).
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Figura 10. Intercambio de tampon y concentracion de preparaciones de las proteinas GtgE-6xHis,
GtgEH151A.6xHis y Rab32A-6xHis. SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 12% y tincion de proteinas
con azul de Coomassie de muestras de las preparaciones de proteinas recombinantes obtenidas luego
de intercambiar el tampoén y concentrarlas usando columnas Amicon (MWCO = 10 kDa). Los pesos

moleculares de las bandas obtenidas se aproximan a los valores tedricos de GtgE-6xHis/GtgEH'5'-6xHis
(26,07 kDa) y Rab32A-6xHis (25,79 kDa).
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5.5 Ensayo de protedlisis in vitro de GtgE-6xHis y GtgE"'%'A-6xHis sobre

Rab32A-6xHis

Una vez obtenidas las proteinas recombinantes de interés mediante cromatografia de
afinidad, se realizaron ensayos para evaluar la actividad proteolitica in vitro de GtgE-6xHis
y GtgEM15'A-6xHis sobre Rab32A-6xHis. Las reacciones se realizaron en el mismo tampdn
que se utilizé para el intercambio en columnas Amicon, suplementado ademas con CaCl.
10 mM y un exceso de GDP (10 uM). En las mezclas de reaccion se incubd una muestra
de la preparacién de Rab32A-6xHis con una dilucion 1/100 de la preparacion de
GtgE-6xHis o de GtgEH'%'A-6xHis. Como control, se incub6 una muestra de Rab32A-6xHis
en ausencia de GtgE-6xHis o GtgEH'5'A-6xHis. En todos los casos, las mezclas de reaccion
se incubaron a 25°C o a 37°C durante 30 minutos o 4 horas. Posteriormente, las reacciones
fueron detenidas calentando las mezclas a 100°C en presencia de tampdn de lisis de
Laemmli 1x y luego analizadas mediante SDS-PAGE. Como referencia, en los geles se

cargaron muestras sin diluir de las preparaciones de GtgE-6xHis y GtgE"H15'A-6xHis.

Como se observa en la Fig. 11, en los carriles correspondientes a la reaccion enzimatica
con GtgE-6xHis se observa una banda de menor tamano respecto del control de
Rab32A-6xHis, la cual coincide con el tamano tedrico de uno de los fragmentos que se
obtendria posterior al corte proteolitico de Rab32A-6xHis (~20 kDa). Transcurridos 30
minutos de reaccion, tanto a 25°C como a 37°C, aun es posible observar de manera clara
la banda correspondiente a la proteina Rab32A completa (Fig. 11A y 11B). Sin embargo,
transcurridas 4 horas de reaccion dicha banda desaparece casi por completo en ambas
temperaturas (Fig. 11C y 11D). Cabe destacar que en las reacciones en las que se utilizd
la proteina GtgE"'%'A-6xHis nunca se observo la presencia de la banda de ~20 kDa
correspondiente al producto de protedlisis de Rab32A-6xHis (Fig. 11). De esta forma,

nuestros ensayos in vitro permitieron confirmar que la cisteina proteasa GtgE de
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S. Typhimurium es capaz de proteolizar a la GTPasa monomérica Rab32A de

D. discoideum en las condiciones evaluadas.
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Figura 11. Ensayo de actividad proteolitica in vitro de GtgE-6xHis y GtgEH'%'A-6xHis de
S. Typhimurium sobre la proteina Rab32A-6xHis de D. discoideum. Mezclas de preparaciones de
la proteina GtgE-6xHis o GtgEH!%'A-6xHis (diluidas 1/100) con la proteina Rab32A-6xHis previamente
incubada en presencia de un exceso de GDP (10 pM) se incubaron en cuatro condiciones: (A) durante
30 minutos a 25°C, (B) durante 30 minutos a 37°C, (C) durante 4 horas a 25°C y (D) durante 4 horas a
37°C. Las mezclas de reaccién se analizaron mediante SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 12%
y tincién con azul de Coomassie. Las flechas rojas indican la presencia de una banda de ~20 kDa,
correspondiente al producto de mayor tamarfio generado a partir de la protedlisis de Rab32A-6xHis.
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6.- Discusion

Salmonella es un patdégeno intracelular facultativo (Andino & Hanning, 2015). Para poder
sobrevivir y replicarse dentro de la célula hospedera, esta bacteria ha tenido que
desarrollar una variedad de estrategias adaptativas (Flannagan et al., 2009). Uno de los
mecanismos mas estudiados corresponde al uso de T3SSs para translocar proteinas
efectoras hacia la célula hospedera (Deng et al., 2017). A pesar de la presencia de diversos
mecanismos antimicrobianos en el hospedero, Salmonella ha desarrollado numerosas
estrategias para evadir estas defensas. Los sistemas de secrecion son un ejemplo
destacado de estas estrategias, actuando como factores de virulencia fundamentales y
ampliamente estudiados. Gracias a estos sistemas, Salmonella puede introducir en el
hospedero distintos efectores proteicos que promueven la colonizacion, supervivencia y

reproduccion de esta bacteria en el hospedero (Flannagan et al., 2009).

Entre las proteinas efectoras secretadas a través de T3SSs se encuentra GtgE, la cual es
translocada por los T3SS-1 y T3SS-2 de S. Typhimurium cuando la bacteria se encuentra
dentro de la SCV. GtgE es una cisteina proteasa que actua sobre Rab32, una proteina
GTPasa monomérica que forma parte del mecanismo que restringe el crecimiento de
patégenos intracelulares (Spand & Galan, 2012), entre otras funciones. Este proceso de
evasion de la via degradativa endolisosomal en la célula hospedera ha sido estudiado en
macréfagos murinos y humanos (Wachtel et al., 2018). Estudios previos han demostrado
que Rab32 es capaz de restringir la infeccion de S. Typhi en macréfagos murinos, pero
que al infectar estos macrofagos con una cepa de S. Typhi que expresa el efector GtgE, el
patégeno es capaz de sobrevivir intracelularmente (Spano et al., 2016; Spand & Galan,
2012). A diferencia de S. Typhi, S. Typhimurium posee el gen que codifica el efector GtgE,

permitiendo que este microorganismo utilice este mecanismo de defensa durante la
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infeccidon del hospedero (Savitskiy et al., 2020). SopD2, efector secretado mediante el
T3SS-2 de S. Typhimurium, corresponde a una proteina con actividad GAP que actua de
manera cooperativa con GtgE, contribuyendo a la patogénesis de S. Typhimurium en su

ciclo infectivo en mamiferos (Oke & D’Costa, 2024; Span0 et al., 2016).

La ameba social D. discoideum es utilizada como organismo modelo para el estudio de la
interaccion entre protozoos y diversos patdgenos, entre ellos Salmonella
(Bozzaro et al., 2008). Anteriormente, nuestro grupo habia reportado que S. Typhimurium
es capaz de sobrevivir intracelularmente en esta ameba (Riquelme et al., 2016),

requiriendo de multiples factores de virulencia secretados mediante T3SS-1 y T3SS-2.

Mas recientemente, nuestro grupo determind que la delecién de los genes que codifican
los efectores GtgE y SopD2 en cepas de S. Typhimurium provocaba defectos en la
supervivencia intracelular en D. discoideum, lo cual era revertido cuando dichos genes eran

reincorporados en frans a las mutantes correspondientes.

En el genoma de D. discoideum se encuentran cuatro /loci que codifican paralogos de la
proteina Rab32 (Rab32A-D) (Fig. 2), de los cuales Rab32A muestra una gran similitud
aminoacidica con la proteina Rab32 de origen humano, incluyendo el sitio de corte
proteolitico especifico para GtgE, el cual ha sido definido experimentalmente (Spano &

Galan, 2012).

Para evaluar si la GTPasa Rab32A es proteolizada por accion de GtgE, se co-expresaron
heterélogamente en una cepa de E. coli ambas proteinas junto a la mutante catalitica
GtgEH1%'A fusionadas al epitopo 6xHis, observandose que efectivamente Rab32A de
D. discoideum es susceptible a la actividad proteolitica del efector GtgE de S. Typhimurium,

al igual que se habia reportado en mamiferos.
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En mamiferos, GtgE es capaz de unirse con alta afinidad a Rab32 en su conformacién
inactiva (unida a GDP), pudiendo proteolizarla de manera eficiente (Wachtel et al., 2018).
Esto fue demostrado mediante ensayos de protedlisis in vitro utilizando el efector GtgE y
el blanco Rab32 purificados a partir de su expresion heteréloga en E. coli, las que
presentaban el epitopo His-MBP. Las purificaciones y la posterior eliminacion de la etiqueta
His-MBP se realizar6 mediante columnas de cromatografia de afinidad por metal
inmovilizado (IMAC). Para el caso de Rab32, posteriormente fue sometida a cromatografia
de exclusion por tamafio (SEC). Por otra parte, Spano et al. (2011) también expresaron
heterélogamente el efector GtgE fusionado al epitopo MBP, lo que permitié su purificacién

mediante cromatografia por afinidad usando una resina de amilosa.

En este estudio, se lograron expresar de manera recombinante en una cepa comercial de
E. coli el efector GtgE-6xHis de S. Typhimurium, junto con su mutante catalitica
GtgEM'5'A-6xHis, y la proteina blanco Rab32A-6xHis de D. discoideum (Fig. 6), pudiendo
definir ademas las condiciones de cultivo que permiten la produccion soluble de estas
proteinas recombinantes (Fig. 7). Por otra parte, se comprobd que el epitopo 6xHis
incorporado a estas proteinas en su extremo C-terminal se encontraba expuesto,
permitiendo su inmunodeteccion mediante Western blot. La presencia de este epitopo en
las proteinas recombinantes permitid su posterior purificacién mediante cromatografia de
afinidad utilizando una resina comercial de Ni-NTA (Fig. 8). Para la purificacion de las
proteinas no se requirié el uso posterior de columnas de cromatografia IMAC o SEC, a
diferencia de los trabajos de Wachtel et al. (2018) y Spano et al. (2011). En nuestro caso,
la resina Ni-NTA resulté eficiente para obtener las cantidades oOptimas de proteinas

purificadas sin necesitar de mayores volumenes de cultivo.

GtgE fue capaz de proteolizar a Rab32 de macrofagos cuando se realizaron ensayos de

protedlisis in vitro con las proteinas recombinantes purificadas (Wachtel et al., 2018), lo
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que permitié6 determinar los parametros cinéticos de la reaccién enzimatica a 25°C,
deteniendo el ensayo a distintos tiempos para analizar los productos mediante SDS-PAGE.
En este caso, se pudo observar la aparicion de productos de la protedlisis de Rab32 de
manera progresiva en el tiempo (Wachtel et al., 2018). Por su parte, Spano et al. (2011) y
Kohler et al. (2014) realizaron este mismo ensayo a partir de proteinas purificadas
cambiando las condiciones de temperatura a 37°C y el tiempo de reaccién a 30 minutos.
Ellos observaron nuevamente mediante analisis de SDS-PAGE que GtgE producia el corte
proteolitico sobre Rab32, obteniendo un producto de menor tamario respecto de Rab32 en
ausencia del efector. Basandonos en estos antecedentes, realizamos el ensayo de
protedlisis in vitro a dos temperaturas diferentes (25°C y 37°C) y dos tiempos diferentes
(30 minutos y 4 horas), lo que permitié evidenciar que la protedlisis ocurrié en todas las
condiciones evaluadas. Estos resultados nos permitieron demostrar que el efector GtgE de
S. Typhimurium posee actividad proteolitica sobre la GTPasa Rab32A de D. discoideum
(Fig. 11). Si bien, es posible observar que la banda correspondiente al producto de
protedlisis se hace mas intensa cuando han transcurrido 4 horas de reaccién (Fig. 11C y
11D), no es posible establecer la cinética del proceso debido a que solo evaluamos dos
tiempos de reacciéon. Cabe mencionar que la actividad del efector no se vio afectada por la
presencia del epitopo 6xHis, el cual no fue eliminado de la proteina posterior a la
purificacion de los efectores y el blanco molecular. En el trabajo de Wachtel et al. (2018)
se utilizaron diluciones 1/100 y 1/1.000 de la concentracion de GtgE respecto a la
concentracién de Rab32, demostrando que la actividad del efector resultaba eficiente aun
en concentraciones bajas. Nosotros observamos algo similar, ya que en el caso de la
protedlisis de Rab32A se usé una dilucién 1/100 del volumen de GtgE respecto del volumen

de Rab32A presente en la mezcla de reaccion (Fig. 11).
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Los resultados obtenidos durante el desarrollo de este trabajo resultan relevantes para
profundizar en el entendimiento del mecanismo mediante el cual S. Typhimurium es capaz
de sobrevivir intracelularmente en D. discoideum a través de la secrecion de diversos
factores de virulencia, como es el caso del efector GtgE, para evadir las defensas de este
hospedero. Anteriormente sélo se habia descrito la accidn de esta proteina efectora en el
contexto de la interaccion de S. Typhimurium con macréfagos murinos y humanos. Estos
resultados refuerzan y validan los hallazgos previos realizados por nuestro grupo de trabajo,
proporcionando evidencia directa de la actividad proteolitica especifica de GtgE sobre

Rab32A.

Para complementar este estudio, se podria investigar el papel que cumple el efector SopD2
durante la protedlisis de Rab32A mediada por GtgE. La interaccién funcional entre estos
efectores facilita ain mas la comprension del proceso de manipulacion del trafico vesicular
en D. discoideum por parte de S. Typhimurium. Actualmente, nuestro grupo se encuentra
trabajando en la purificacion de SopD2-6xHis, usando los protocolos desarrollados en este
trabajo que permitieron la purificacion exitosa de Rab32A-6xHis, GtgE-6xHis y
GtgEH1>'A-6xHis. La purificacion de SopD2-6xHis permitira incluirla en ensayos de
protedlisis in vitro como los que se desarrollaron en este estudio, para evaluar la funcién
que cumple dicho efector en la inactivacién de Rab32A y la necesidad de que esta GTPasa
monomeérica se encuentre unida a GDP para que se produzca la protedlisis por parte de

GtgE.
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7.- Conclusiones

e Se construyeron plasmidios recombinantes que permitieron la expresion inducible de
los efectores GtgE y GtgE"'5'A de S. Typhimurium y la proteina Rab32A de

D. discoideum.

e Las proteinas GtgE y GtgEH'5'A de S. Typhimurium y Rab32A de D. discoideum fueron
purificadas como fusiones al epitopo 6xHis y se obtuvieron preparaciones concentradas

de cada una.

¢ Mediante un ensayo in vitro confirmamos que el efector GtgE de S. Typhimurium posee

actividad proteolitica sobre la proteina Rab32A de D. discoideum.
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