e Universidad
A8l Zaragoza

1542

UTILIZACION DEL CANDIDATO A VACUNA CONTRA
LA TUBERCULOSIS MTBVAC COMO VECTOR DE
EXPRESION DE GRANZIMA B

Trabajo Fin de Grado
Biotecnologia, Facultad de Ciencias

Autora:
Elena Mata Lozano

Directores:
Juan Ignacio Aguilé Anento
Carlos Martin Montanés

Grupo de Genética de Micobacterias
Departamento de Microbiologia, Facultad de Medicina
2014



INDICE

1. RESUMEN / ABSTRACT ..oiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniiiiniiinnnnnnnsnnssnsnssennnnnssnnnnnsene 1
2. INTRODUCCION ....oviiiiiciiciectecte ettt ettt ettt teetesae e sae e 3
2.1. BCG. La actual vacuna contra la tuberculosis .............ccccccoeeiiiin. 3
2.2 Otras aplicaciones de BCG ........coovviiiiiiiiii e e e e eeaaans 3

2.2.1 BCG en el tratamiento del cancer de vejiga ...........cccevvvvevvvvcineeennn. 3

2.2.2 BCG como vector de expresion de proteinas recombinantes ........ 4
2.3 Nuevas vacunas contra la tuberculosis: MTBVAC ........coooeviiiiiiieieenieeennns 4
2.4 La granzima B y su papel en la apoptosis ........cooovveeeiiiiiiiiiiiieee 5
3. MATERIALES Y METODOS ....oooviiiiitiiieeieceee et 7
L PSS ittt 7
3.2 ExtracCion de RNA ..o 7
3.3 PCR cuantitativa real time ..........coooeeiiieiii 8
3.4 Extraccion proteica y analisis por Western blot .............ccoooeeeieee, 9
3.5 ENSAY0 ENZIMALICO .....vvviiiiiiiieeiiiiiiieeeee e e e e 10
A, RESULTADOS ..ot e e e e e e et e e e e e eaaaeees 11
4.1 Extraccion de RNA y analisis por RTQ-PCR ......cccoooiiiiiiiiiiiiicieeeeeeee, 11
4.2 Andlisis de la expresion y secrecion proteica por Western blot ............... 13
4.3 Andlisis de la actividad de la granzima B secretada .............ccccceeeeeeeenenns 19
5. DISCUSION ....oiiiiiiitiieieete ettt 21
6. CONCLUSIONES / CONCLUSIONS ..., 23

7. BIBLIOGRAFIA ..ot 25



1. RESUMEN

La actual vacuna contra la tuberculosis, el bacilo de Calmette-Guérin o
BCG, es una vacuna viva atenuada derivada de una cepa de M. bovis, y
constituye también el tratamiento inmunoterapico de primera linea contra el
carcinoma de vejiga. BCG se ha mostrado ademas como un candidato
adecuado para el desarrollo de vacunas recombinantes que permitan la
expresion simultdnea de multiples antigenos protectores de diferentes
patogenos, habiendo conseguido con éxito la expresion de diversas proteinas
recombinantes.

El nuevo candidato a vacuna contra la tuberculosis -MTBVAC-, creado en
la Universidad de Zaragoza, y producido por la empresa biotecnolégica
Biofabri, ha sido la primera vacuna viva atenuada basada en M. tuberculosis
en entrar en fases de ensayos clinicos.

En este contexto, el objetivo del presente trabajo consiste en la utilizacion
de MTBVAC y BCG como vectores de expresion de granzima B, proteina
conocida por su papel iniciador en el proceso de apoptosis. Se espera que las
vacunas recombinantes BCG o MTVAC que expresen granzima B sean
capaces de inducir apoptosis de forma eficaz en las células tumorales que
infectan, mejorando su eficacia frente al tratamiento del cancer de vejiga.

El trabajo realizado se basa en la caracterizacion de la expresion,
secrecion y funcionalidad de la granzima B clonada en cepas de BCG y
MTBVAC en su forma activa e inactiva. En ellas se ha caracterizado la
expresion de la proteina desde la transcripcidon del gen codificante de la
granzima B a través de extraccion de RNA y PCR cuantitativa real time, hasta
la expresion proteica mediante técnicas de extraccion de proteina y analisis por
Western blot. Finalmente se ha analizado la actividad de la granzima B
recombinante secretada a través de un ensayo enziméatico de actividad.



ABSTRACT

The current tuberculosis vaccine, bacillus Calmette-Guérin or BCG, is a
live, attenuated vaccine isolated from a M. bovis strain, and it is also the current
immunotherapy treatment of first choice against bladder carcinoma. BCG is also
a useful vector for the development of recombinant vaccines vehicles which
allow simultaneous expression of multiple protective antigens of different
pathogens, and several recombinant proteins have been cloned and expressed
successfully in recombinant BCG.

The new vaccine candidate against tuberculosis —-MTBVAC-, created at the
University of Zaragoza and produced by the biotechnological company Biofabri,
has been the first live-attenuated M.tuberculosis-based vaccine to enter clinical
trials.

In this context, the goal of this work is the utilization of MTBVAC and BCG
as expression vectors of granzyme B, protein known for its starting role in the
apoptotic process. It is expected that recombinant BCG or MTBVAC vaccines
expressing granzyme B are able to efficiently induce apoptosis in infected
tumor cells, enhancing their efficacy in bladder cancer treatment.

The work carried out is based on the characterization of expression,
secretion and functionality of granzyme B cloned in BCG and MTBVAC strains
in its active and inactive form. Protein expression has been characterized from
granzyme B gene transcription by RNA extraction and real time quantitative
PCR, to protein synthesis and secretion by protein extraction techniques and
Western blot analysis. Finally, the activity of the secreted recombinant
granzyme B has been analyzed through an enzymatic assay.



2. INTRODUCCION

2.1. BCG. La actual vacuna contra la tuberculosis

La actual vacuna en uso contra la tuberculosis conocida como bacilo de
Calmette-Guérin o BCG es una cepa viva atenuada de Mycobacterium bovis
obtenida a partir de un cultivo de la bacteria aislada de una vaca en 1904 y
cultivada durante un periodo de 13 afios con un total de 231 pasajes hasta la
obtencion de la actual vacuna. La primera vacunacion tuvo lugar en 1921 y
desde 1974 la vacunacion con BCG en nifios esta incluida en el programa de
inmunizacion (EPI) de la organizacion mundial de la salud, dando como
resultado unas 100 millones de vacunaciones por afio [1].

BCG ha demostrado efectividad en reducir la incidencia de formas severas
de tuberculosis en nifios (meningitis tuberculosa y tuberculosis miliar), pero su
efectividad se reduce en la prevencion de la expansion de la forma pulmonar, la
manifestacion mas comudn de la enfermedad en adolescentes y adultos y
principal fuente de expansion de la tuberculosis [1].

Por otra parte, la distribucién mundial de BCG y los repetidos subcultivos
en condiciones no estandarizadas han dado lugar a diversas cepas bacterianas
y a la acumulacion de mdultiples cambios moleculares, lo que hace que la
respuesta inmune y la proteccién varie entre las distintas cepas, incluso
pudiendo llevar a la sobreatenuacion de algunas de ellas, y reduciendo por
tanto su inmunogenicidad [1,2].

2.2. Otras aplicaciones de BCG

Ademas de su uso principal en la vacunacion y proteccion contra la
tuberculosis existen otras aplicaciones para las que BCG se ha mostrado util,
como su utilizacion en el tratamiento del cancer de vejiga y la expresion de
proteinas recombinantes.

2.2.1. BCG en el tratamiento del cancer de vejiga

BCG es ampliamente utilizada en el tratamiento de tumores superficiales
no invasivos en cancer de vejiga desde hace mas de 30 afios, constituyendo
una de las inmunoterapias mas exitosas en uso en cancer.

El mecanismo de su accién terapéutica se encuentra aun en investigacion,
pero se sugiere que tanto las células uroteliales cancerigenas, como las células
del sistema inmune tienen papeles cruciales en el efecto antitumoral de BCG.
La implicacion de las células cancerigenas incluye adhesion e internalizacion
de BCG, secrecion de citoquinas y quimioquinas y presentacion de BCG y/o
antigenos celulares tumorales a las células del sistema inmune. Las células del
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sistema inmune con papel potencial en la terapia con BCG incluyen linfocitos
CD4" y CD8", células NK, granulocitos, macréfagos y células dendriticas. Las
células tumorales mueren a través de citotoxicidad directa de estas células,
secrecion de factores solubles y en cierto grado la accion directa de BCG [3].

2.2.2. BCG como vector de expresion de proteinas recombinantes

BCG constituye ademas un potencial candidato como vector de expresion
de proteinas recombinantes.

En este contexto BCG ha sido utilizada con éxito para la expresion de
forma simultanea de multiples antigenos frente a tétanos, tosferina y difteria,
con el fin de utilizarla como vacuna polivalente [4]. Igualmente, con el objetivo
de aumentar la capacidad inmunogénica de la vacuna, se han clonado con
éxito distintas citoquinas, las cuales se ha visto que conservan su actividad tras
ser expresadas por la micobacteria [5].

Es importante remarcar que para que la proteina recombinante expresada
por la micobacteria desempefie su papel fisiolégico, debe ser secretada por
ésta. Para ello, la estrategia abordada por distintos autores consiste en el
clonaje de la proteina de interés detrds de una secuencia sefial del Antigeno
85B (Ag85B), un antigeno mayor de 32 kDa secretado por las micobacterias.
Este posee una secuencia sefial de 39 aminoéacidos en el extremo N-terminal,
la cual es reconocida por los sistemas de secrecion de la bacteria cuando la
proteina se traduce en su interior. Al alcanzar la pared celular, una proteasa
corta dicha secuencia y la proteina madura es secretada [6].

2.3. Nuevas vacunas contra la tuberculosis: MTBVAC

A pesar de su extendido uso, la falta de eficacia de BCG en algunos
aspectos, principalmente en la proteccidon contra la forma respiratoria de la
enfermedad, ha hecho necesario el desarrollo de nuevas vacunas mas eficaces
contra la tuberculosis que permitan mayor prevencion de la transmision y
control de la enfermedad.

MTBVAC es un candidato a vacuna viva atenuada contra la tuberculosis
obtenida de una cepa de Mycobacterium tuberculosis modificada por ingenieria
genética con el objetivo de cumplir los requerimientos del consenso de Ginebra
para entrar en ensayos clinicos humanos. En su desarrollo se seleccion6 una
cepa de M. tuberculosis aislada en clinica para generar dos deleciones
independientes sin marcadores de resistencia a antibiéticos en los genes phoP,
codificante para un factor de transcripcién clave en la regulacion de la
virulencia de M. tuberculosis, y fadD26, esencial en la sintesis del lipido
complejo ftiocerol dimicocerostato (DIM), uno de los mayores factores de
virulencia de la micobacteria. La cepa resultante MTBVAC muestra seguridad y
perfiles de biodistribucion similares a BCG y ha demostrado proteccion superior
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en los estudios preclinicos, convirtiendose en la primera vacuna viva atenuada
basada en M. tuberculosis en entrar en ensayos clinicos [2].

De la misma forma que BCG, MTBVAC puede ser utilizado como potencial
vector para el clonaje y expresion de proteinas recombinantes.

2.4. Lagranzima B y su papel en la apoptosis

La granzima B es una proteina de 32 kDa con actividad proteasa
caracterizada por su papel iniciador en la muerte celular por apoptosis. En
condiciones fisiolégicas se encuentra localizada en el interior de granulos
citoplasmaticos en los linfocitos T citotéxicos (CTLs) y las células “asesinas
naturales” (NKs). Cuando estas ceélulas reconocen células tumorales o
infectadas por patdégenos intracelulares, la granzima B penetra en la célula
diana mediante un mecanismo dependiente de la perforina, desempefiando un
papel crucial en la induccién de apoptosis y citotoxicidad.

Su mecanismo de accion comprende la activacion de diversas vias
apoptéticas. La granzima B activa las caspasas efectoras, directamente o a
través de la via de amplificacion mitocondrial. De esta forma, es responsable
de la induccion de diversos fendOmenos y rasgos apoptdticos como la
fragmentacion del DNA en la célula diana o la exposicion de fosfatidilserina, a
través de la activacion de las caspasas efectoras 3 y 7. Ademés, induce la
caida del potencial mitocondrial y activa la via apoptoética intrinseca
proteolizando la proteina de la familia Bcl-2 Bid, que finalmente permite la
salida del espacio intermembrana mitocondrial de factores apoptoticos como el
citocromo ¢, que mediante la formacién del apoptosoma llevan a la activacion
de las caspasas 9y 3.

Por otra parte, se ha observado que la granzima B es también capaz de
activar vias apoptoticas independientes de caspasas asi como activar o inhibir
rutas que pueden conducir a la muerte de la célula a través de la accion sobre
diversos sustratos implicados en diferentes procesos celulares (Fig.1A) [7].

La granzima B posee una secuencia de 247 aminoacidos, siendo los 18
primeros un péptido sefial. Los aminoacidos 19 y 20 constituyen un péptido de
activacion que mantiene la proteina inactiva en el interior de los granulos
citoplasmaticos, el cual es escindido durante el procesamiento molecular de la
proteina, de manera que la forma activa de la granzima B comprende los
aminoacidos 21-247 (Fig.1B) [8].
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Cepas

Las cepas bacterianas utilizadas en este trabajo son BCG Pasteur y
MTBVAC, en las cuales fue previamente clonada la secuencia correspondiente
a la forma activa (aminoacidos 21-247) e inactiva (aminoacidos 19-247) de la
granzima B para su expresion como proteina recombinante. La secuencia de la
granzima B activa o inactiva se cloné en todos los casos detras la secuencia
codificante de los 39 primeros aminoacidos del Ag85B, correspondientes a la
secuencia sefial de secrecidn de esta proteina, y precedida a su vez del
promotor de hsp60 de M. tuberculosis, promotor comunmente utilizado para
sobreexpresion en micobacterias. La construccion completa se clon6 en el
plasmido integrativo pMV361, con el que se transformaron las cepas de BCG y
MTBVAC. Las diversas cepas fueron cultivadas a 37°C en medio de cultivo
liguido TH9 suplementado con albimina, dextrosa y catalasa (ADC) y tween20
0.05% (V/v).

De esta manera, en la realizacion de los experimentos llevados a cabo se
ha partido de cuatro cultivos de micobacterias: BCG con granzima B inactiva
(BCGi), BCG con granzima B activa (BCGa), MTBVAC con granzima B inactiva
(VACIi) y MTBVAC con granzima B activa (VACa).

3. 2. Extracciéon de RNA

Los cultivos de las cepas de partida BCG y MTBVAC crecidos en medio
liguido 7H9-ADC-Tween20 0.05% vy llevados hasta una fase exponencial de
crecimiento, fueron centrifugados a 4000rpm Yy temperatura ambiente,
descartado el sobrenadante y resuspendido el pellet en buffer de lavado (H»0
DEPC, NaCl 8% y tween 80) y RNA protect reagent. El pellet obtenido por
centrifugacion durante 5 min a 14000rpm y temperatura ambiente fue
resuspendido en buffer de lisis (H,0 DEPC, acetato de sodio 3M pH 5,5, SDS
10%, EDTA 0,2M) y fenol-acido:cloroformo (5/1) y sometido a lisis mecéanica
con perlas de vidrio mediante Fast-Prep. La fase acuosa obtenida por
centrifugacion durante 5min a 14000rpm y 4°C fue separada y suspendida en
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) preincubado en hielo. Tras una nueva
centrifugacion de 5min a 14000rpm y 4°C, el sobrenadante obtenido fue
suspendido en acetato de sodio 3M pH 5,5 e incubado una noche a -20°C.Tras
este periodo, las muestras fueron centrifugadas a 14000rpm y 4°C durante 30
minutos y el pellet obtenido se lavo con etanol 70%. El pellet resultante de una
nueva centrifugacion a 14000rpm y 4°C durante 5 minutos se secO y se
resuspendid en H,0 DEPC, tras lo cual fue tratado con DNAsa | 10%,
precipitado con fenol-cloroformo e incubado durante una noche a -20°C. El
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pellet obtenido por centrifugacion a 4°C durante 30 minutos fue suspendido en
etanol 70%. Tras una nueva centrifugacion, se dejo secar el pellet resultante.

Una vez finalizado el proceso de extraccion se realizaron varias pruebas
como control de calidad del RNA obtenido.

Para cuantificar y determinar la pureza del RNA se analizaron las muestras
en un espectrofotometro NanoDrop mediante la medida del maximo de
absorbancia a 260nm y de la relacion 260/280 nm.

Con el objetivo de comprobar la integridad del RNA obtenido se realizé una
electroforesis en gel de agarosa.

Finalmente, mediante la técnica de PCR se comprobd la ausencia de
contaminacion de DNA en las muestras de RNA obtenidas. En ella se utilizaron
dos oligos BCG2A y BCG2B (oligos estandar utilizados en laboratorio para
deteccion de DNA micobacteriano). Como control positivo se utilizO DNA de la
cepa de M. tuberculosis H37Rv y agua destilada como control negativo. Las
muestras de PCR obtenidas fueron cargadas en un gel de agarosa con
bromuro de etidio.

Una vez evaluada la calidad de las muestras y la ausencia de
contaminacion, se procedio a la obtencion del cDNA correspondiente mediante
retrotranscripcion utilizando una transcriptasa reversa (Invitrogen), para lo que
se utilizaron 1,5ug de RNA de cada muestra. El resto del RNA fue conservado
a -80°C.

3.3. PCR cuantitativa real time

Para amplificar y cuantificar la secuencia de nucle6tidos correspondiente al
gen de la granzima B mediante RTQ-PCR se utilizaron dos primers (SIGMA)
disefiados a partir de la secuencia del gen codificante de la proteina (Tabla 1).

Primer Secuencia (5’-3’) ug nmol Tm (°C)
GZMB-fw CCCAGGCGCAATGTCAAT 490.1 89.5 67.1
GZMB-rv CCCCAACCAGCCACATAGC 406.9 71.7 67.7

Tabla 1. Secuencia y caracteristicas de los primers de la Granzima B utilizados en RTq-PCR.

Como control enddgeno se utilizaron dos primers presentes en laboratorio
de SigA, un gen enddgeno de expresion constitutiva. Para cada par de primers
se prepard una mezcla de reaccion con 5ul de master mix, 0,5ul de primers a
concentracion 5 uM, 1,5ul de muestra y 3ul de agua.

Como control negativo se utiliz6 un cDNA de micobacterias sin granzima
B y como blanco una solucion de los primers en ausencia de muestra. Todas
las muestras se midieron por triplicado.



3.4. Extraccion de proteina y anéalisis por Western blot

Extraccién de proteina intracelular. Cultivos de las cepas de partida de
BCG y MTBVAC en medio liquido 7H9 suplementado con dextrosa (sin
albimina) y en medio 7H9 completo (con ADC) llevados a una fase de
crecimiento exponencial fueron centrifugados, el pellet fue resuspendido en
tampon TE (TRIS, EDTA) y sometido a lisis mecénica con perlas de vidrio
mediante Fast-Prep, tras lo cual fue centrifugado y se recogio el sobrenadante
obtenido.

Extraccién de proteina secretada. Cultivos de las cepas de partida de BCG
y MTBVAC en medio liquido 7H9 suplementado con dextrosa (sin albumina)
llevados a una fase de crecimiento exponencial fueron centrifugados y el
sobrenadante resultante fue separado y filtrado con filtros de 0.22 yum. Se
precipitaron las proteinas mediante incubacion con acido tricloroacético (TCA)
al 10%(v/v) durante 1h a 4°C. Tras centrigufacién a 4°C durante 30 minutos el
pellet resultante fue lavado con acetona fria y posteriormente a otra
centrifugacion resuspendido en tampén TRIS/HCI 150 mM pH=8,8.

Las concentraciones de proteina de las distintas extracciones fueron
cuantificadas utilizando el ensayo de cuantificacion de proteinas RC DC
(BioRad).

En geles de poliacrilamida del 15% se cargaron 10ug de proteina por
pocillo previamente diluidos con tampén de carga 4x (SDS 3% (p/v), 2-
mercaptoetanol 15% (v/v), glicerol 30% (v/v) y azul de bromofenol 0,1% (p/v)), y
se separaron mediante SDS-PAGE. Como control negativo se utilizaron
preparados de proteina intra o extracelular de cepas de MTBVAC o0 BCG en las
gue no esta clonada la Granzima B. Como control positivo se utilizd una
solucion de granzima B purificada.

Los geles fueron transferidos mediante electrotransferencia a una
membrana PVDF, previamente activada con metanol. La membrana con las
proteinas transferidas se bloque6 durante 30 minutos con una solucién de
leche en polvo al 5% (p/v) con el objetivo de bloquear los sitios de la
membrana sin proteina unida para reducir las uniones inespecificas en los
siguientes pasos del ensayo.

La inmunodeteccion se llevé a cabo utilizando como anticuerpos primarios
un antisuero de conejo inmunizado con granzima B (cedido por el Dr. Julian
Pardo), anticuerpo anti-GroEL (AbCAM), anti-Ag85B (AbCAM), y anti-Granzima
B (Cell Signalling). El anticuerpo primario fue incubado durante una noche en
agitacion suave a 4°C, seguido de una hora de incubacion con el
correspondiente anticuerpo secundario anti-IlgG de conejo o anti-lgG de ratén
unido a peroxidasa (Sigma). Tanto los anticuerpos primarios como secundarios
se diluyeron en una solucion con leche en polvo al 2,5% (p/v) disuelta en
tampén de lavado (Tris/Hcl 100 mM pH 7,5, NaCl 9% (p/v), Tween 80 1 %
(v/v)). Tras cada incubacién las membranas fueron lavadas repetidamente con



tampon de lavado. El revelado de las mismas se llevo a cabo con un kit de
revelado por luminiscencia (GE Healthcare).

Con el objetivo de comprobar la calidad de las extracciones de proteina,
uno de los geles de poliacrilamida fue tefiido paralelamente con azul de
Coomassie. Para ello, el gel se sumergid durante 1 hora a temperatura
ambiente y en agitacion suave en una solucion de azul de Coomassie 0,25%
(p/v) disuelto en wuna solucibn de metanol, acido acético y agua
(45%/10%/45%(v/v)). A continuacion fue transferido e incubado durante dos
horas a temperatura ambiente y en agitacion suave con una solucion
decolorante (metanol, 4cido acético y agua (45%/10%/45%(v/v)) y finalmente
se lavo con agua en agitacion suave durante un dia.

3.5. Ensayo enzimatico

Con objeto de determinar la actividad enzimatica de la granzima B
expresada y secretada por las cepas de BCG y MTBVAC recombinantes, se
llevd a cabo un ensayo enzimatico en el cual se midié la capacidad de los
sobrenadantes de cultivos de BCG y MTBVAC de proteolizar un sustrato
consistente en una secuencia aminoacidica especifica de corte de la granzima
B unida a la sonda colorimétrica p-nitroanilida (IEPD-pNA). La actividad
enzimatica se manifiesta como un aumento de la absorbancia a 405nm debido
al corte del sustrato por parte de la granzima B, lo que conlleva la separacién
de la sonda, emisién y aumento de la lectura de la absorbancia.

El ensayo se llevd a cabo con concentrados de proteina secretada
provenientes de cultivos de las cepas de BCG y MTBVAC de partida. Para
concentrar los sobrenadantes de estos cultivos manteniendo la conformacion
nativa de las proteinas se utilizaron tubos de centrifugacion Amicon (Millipore),
gue contienen una membrana con un tamafio de poro que permite el paso de
proteinas menores de 10 kDa, de forma que al centrifugarlos, las proteinas
menores de este peso molecular se eluyen, y las mayores, entre ellas la
granzima B (32 kDa), quedan retenidas en la membrana, concentrandose.

Se utilizé un lisado de células 1.3E6 (linfocitos T citotdéxicos) como control
positivo y buffer de ensayo (NaCl 50mM TRIS/HCI 50mM pH=7.4) como control
negativo y se tomaron medidas de absorbancia cada 15 minutos durante 8
horas.
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4. RESULTADOS

4.1 Extraccion de RNA y analisis por RTg-PCR

Para analizar la transcripcion del gen codificante de la Granzima B y
cuantificar la sintesis de su RNA en las cepas transformadas, se llevo a cabo la
extraccion de RNA total en los cultivos de BCG y MTBVAC recombinantes para
la posterior caracterizacion mediante RTg-PCR de los niveles de expresion del
gen de la Granzima B.

La concentracion de RNA en las muestras resultantes del proceso de
extraccion descrito (2.3) se cuantific6 mediante la medida del maximo de
absorbancia a 260nm (Tabla 2).

Cepa RNA (ng/ul)
BCGa 78

BCGi 202
MTBVACa 850
MTBVACI 653

Tabla 2. Concentraciones de RNA en cada una de las cepas obtenidas a través de la medida
del méximo de absorbancia a 260nm en espectrofotometro NanoDrop.

Para comprobar la ausencia de contaminacion por DNA en el RNA
resultante de la extraccion, se realiz6 una PCR y las muestras obtenidas se
sometieron a electroforesis en gel de agarosa. La visualizacién del gel con las
muestras de PCR no mostr6 contaminacion en las muestras de MTBVAC
mientras que se detectd contaminacion positiva de DNA en las dos muestras
correspondientes a los cultivos de BCG (datos no mostrados), en las cuales se
repitié el tratamiento con DNAasa seguido de una nueva PCR. El gel de
agarosa cargado con las muestras de BCG con contaminacion inicial
resultantes de la segunda PCR no muestra ninguna banda (Fig.2, pocillos 5-8),
lo que indica que ésta ha sido eliminada con éxito mediante el segundo
tratamiento con DNAasa.

Con el objetivo de comprobar la integridad del RNA extraido se cargaron en
un gel de agarosa las muestras de RNA resultantes de las 4 extracciones. En la
visualizacion del gel se observan de forma clara las bandas correspondientes a
los rRNA en todas las muestras, lo que indica ausencia de degradacion y
adecuada integridad del RNA obtenido (Fig.2, pocillos 1-4).La menor intensidad
de las bandas de RNA en las muestras de BCG respecto a las de MTBVAC
concuerda con la medida de la concentracion de RNA obtenido en la
extraccion, inferior en estas muestras (Tabla 2).
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BCGa BCGi VACa VACi + - BCGi BCGa

Fig.2. Electroforesis desnaturalizante en
gel de agarosa de las muestras de RNA
extraido (pocillos 1-4) y las muestras de
PCR correspondientes a BCG (pocillos 5-

238 8).

16S

Las muestras de RNA asi obtenidas fueron sometidas a RTq-PCR para
identificar el transcrito del gen codificante de la granzima B y cuantificar su nivel
de expresion en las cepas de partida, utilizando dos primers disefiados a partir
del gen de la granzima B y dos primers del gen SigA como control endoégeno.La
expresion del gen de interés se manifiesta por la medida del aumento de
emision de fluorescencia en el ciclo en que el DNA comienza a amplificar (Cy),
y los resultados se expresan de forma relativa a través del valor RQ como la
relacion entre la expresion del gen de la granzima B y la del gen enddgeno de
expresion constitutiva, tomando como referencia BCGi (RQ=1).

Los resultados obtenidos evidencian expresion significativa del gen de la
granzima B en todas las cepas estudiadas respecto al control negativo, con una
tendencia de expresion mas elevada en las cepas de MTBVAC (Fig.3).

RTqg-PCR Granzima B

10

9 —

8 I

7 I
o 6 —
<4 5 |

4 |

3 I

2 I

1 I

0 ]

- BCGi  BCGa  VACi  VACa

Fig.3. Niveles de la expresion relativa de granzima B en las cepas estudiadas.
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4.2 Andlisis de la expresion y secrecion proteica por Western blot

Para caracterizar la expresion de la proteina recombinante en las cepas
transformadas, se llevaron a cabo extracciones de proteina intracelular de los
cultivos de BCG y MTBVAC de partida para su posterior analisis por Western
blot, asi como extracciones de proteina extracelular con el objetivo de elucidar
en qué medida la granzima B es 0 no secretada. Puesto que el medio de cultivo
normal de micobacterias contiene altas concentraciones de albumina, las
extracciones se llevaron a cabo en un medio especifico en ausencia de ésta,
de modo que su presencia no interfiera en la deteccion de las proteinas de
interés.

La concentracion de proteina total en las muestras resultantes de las
extracciones proteicas realizadas fue determinada mediante un ensayo de
cuantificacion de proteinas y se muestra en la Tabla 3.

Extraccion Muestra Concentracion
proteica (ug/ml)
Proteina intracelular BCGi 1559,9
en medio 7H9 sin BCGa 830,7
albimina MTBVACI 1130,2
1 MTBVACa 1820,3
Proteina secretada BCGi 804,7
en medio 7H9 sin BCGa 1195,3
albimina MTBVACI 622,4
MTBVACa 1416,6
Proteina secretada BCGi 1096,7
en medio 7H9 sin BCGa 1596,7
2 | albumina MTBVACi 854,1
MTBVACa 1596,7

Tabla 3. Concentraciones proteicas medidas en las muestras resultantes de los procesos de
extraccion en medio sin albumina mediante el ensayo de cuantificacion de proteinas RC DC
(BioRad).

Para comprobar la calidad de las extracciones, las muestras de proteina
intracelular y secretada (extraccion 1) se separaron mediante electroforesis en
un gel de poliacrilamida que fue tefiido con azul de Coomassie. El gel con las
muestras de los lisados correspondientes a MTBVAC (Fig.4) y BCG (no
mostrado) muestra un patron de bandas similar para todas las muestras y
aproximadamente acorde a las concentraciones obtenidas en la cuantificacion
proteica de las mismas (Tabla 3). La ausencia de una banda enriquecida en
torno a 65 kDa sugiere que no hay una cantidad significativa de albumina en el
cultivo. Ademas, el patrén claro de proteinas observado indica el resultado de
un buen procedimiento de extraccién al no existir degradacion masiva de las
muestras.
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VACi VACa

Fig.4. Gel de poliacrilamida tefiido con azul de
Coomassie cargado con muestras de proteina
intracelular y secretada de MTBVAC (extraccién
1).

" Intracelular Secretada

Para detectar la presencia de granzima B, las muestras proteicas fueron
separadas en geles de poliacrilamida y sometidas a Western blot.

El analisis por Western blot utilizando un antisuero no comercial de conejo
inmunizado con granzima B como anticuerpo primario dio como resultado una
gran cantidad de uniones inespecificas, observadas también en los controles
negativos, que enmascaran la posicion donde deberia aparecer la banda
correspondiente a la Granzima B. Esta se observa débilmente en el carril
correspondiente al control positivo (Fig.5).

Pm VACi VACa - -  VACi VACa +

Fig.5. Andlisis por Western blot de muestras
70 R g * = de proteina intracelular y secretada (extraccion
55 1) utilizando antisuero de conejo como
35 anticuerpo primario. Se indica con flecha la
25 « <4— posicién correspondiente a la Granzima B.

15

10 \,,. o N .‘-L }

Intracelular Secretada

Ante este resultado se sustituy6 el antisuero de conejo por un anticuerpo
policlonal comercial anti-Granzima B como anticuerpo primario para el analisis
por Western blot. La sustitucion del antisuero dio como resultado la disminucion
en gran medida de las uniones inespecificas previamente observadas (Fig.6).

El Western blot de las muestras de proteina intracelular (extraccion 1)
muestra una banda débil en torno a 30KDa en las cuatro muestras, mas
intensa en el caso de MTBVAC con Granzima B activa, que podria
corresponder con la posicién de la Granzima B, ademas de otra banda entre 10
y 15KDa, ambas ausentes en el control negativo. En este caso no se puede
diferenciar con exactitud la posicion correspondiente a la granzima B en el carril
del control positivo debido a una carga excesiva de muestra (Fig.6A).
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En el caso del analisis de las muestras de proteina secretada
correspondientes a dos extracciones consecutivas (extraccion 1 y 2) se
observan menos uniones inespecificas y aparece una banda situada entre 10 y
15KDa que parece coincidir con la observada a la misma altura en las
muestras intracelulares, y que no aparece en el control negativo. Sin embargo,
en este caso no hay ninguna banda apreciable en la posicion correspondiente
al peso molecular de la granzima B (Fig.6B).

Pm BCGi BCGa VACi VACa - S Pm BCGi BCGa VACi VACa BCGi BCGa VACi VACa-

Fig.6. Analisis por Western blot de muestras de proteina intracelular y secretada procedentes
de extracciones de cultivos en medio 7H9 sin albumina utilizando como anticuerpo primario un
anticuerpo comercial anti-granzima B.

(A) Western blot de muestras de lisados intracelulares (extraccion 1).

(B) Western blot de muestras de proteina secretada correspondientes a dos extracciones
proteicas (extraccién 1y 2).

Se indica con flecha continua la posicion correspondiente a la granzima B y con flecha
discontinua la correspondiente a la banda adicional observada.

Como control del proceso y calidad de las extracciones estas membranas
se incubaron con anticuerpos para la deteccién inmune de GroEL, una proteina
intracelular y Ag85B, proteina secretada. Para comprobar la presencia de estas
proteinas en las membranas previamente utilizadas para detectar la granzima
B, éstas se sometieron a un procedimiento de stripping. Para ello, se incubaron
en una solucion especifica (Millipore) que elimina los anticuerpos unidos la
membrana, permitiendo reincubarlas con nuevos anticuerpos primarios.

En el caso de las muestras de proteina intracelular (Fig.7A) GroEL fue
detectada en todas ellas en torno a 60KDa, lo que indica que la ausencia de las
bandas que podrian corresponder a la granzima B en el control negativo del
Western blot (Fig.6A), no se debe a una mala calidad del mismo. En cuanto al
analisis de proteina secretada (Fig.7B), GroEL fue detectado en tres de las
muestras procedentes de la primera extraccion (BCGi, VACi y VACa). Al
tratarse de una proteina intracelular, esta no deberia detectarse en las
muestras de proteina secretada, por lo que su presencia en ellas indica
contaminacion intracelular, que puede haberse producido durante el desarrollo
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del proceso de extraccion. Sin embargo, la deteccion de GroEL resultd
negativa en todas las muestras de la extraccion 2.

Por otra parte, el Ag85B se ha detectado en todas las muestras de las dos
extracciones de proteina secretada, incluyendo el control negativo, indicando
nuevamente que la ausencia de las bandas que podrian corresponder a la
granzima B en el control negativo del Western blot (Fig.6B), no se debe a una
mala calidad del mismo.

. . » A
PmBLol BCER UALENSt 5 Fig.7. Stripping de las membranas de

proteina  intracelular 'y secretada
procedentes de cultivos en medio 7H9
sin albumina (Fig.6.A y 6.B).

(A) Revelado de la membrana con
muestras de proteina intracelular

. (extraccion 1) y detecciébn inmune de
GroEL.
10 B (B) Revelado de la membrana con
muestras de  proteina  secretada
Pm BCGi BCGa VACi VACa BCGi BCGa VACi VACa - (extraccion 1y 2) y detecciéon inmune de
GroEl y Ag85B.
a . Se indica con flechas la posiciéon de
- <«—— GroEL GroEl y Ag85B.
- S o A < Ag85B
N A 7
Extraccion 1 Extraccion 2

El resultado del Western blot con la presencia de una banda especifica
entre 10 y 15 KDa en ambas muestras de proteina intracelular y secretada y la
ausencia de la banda correspondiente a la granzima B en el caso de la proteina
extracelular (Fig.6), llevan a la hipétesis de la existencia de un posible corte
proteolitico de la proteina por parte de la maquinaria enzimatica de la bacteria,
gue explicaria la deteccion de una banda especifica a un peso molecular menor
y la ausencia de banda en torno a 30KDa en las extracciones de proteina
extracelular, donde la granzima B podria estar cortada.

Una de las hipdtesis propuestas como explicacion a este planteamiento
reside en el medio de cultivo minimo (7H9 sin albimina) utilizado para el
crecimiento de las bacterias en las que se llevaron a cabo las extracciones. Al
utilizar un medio con baja cantidad de proteina seria posible que las bacterias
se encontrasen en una situacién de escasez de aminoacidos necesarios para
su crecimiento normal. Como consecuencia podrian utilizar para su desarrollo
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otras proteinas como fuentes de aminoacidos, entre las cuales podria
encontrarse la granzima B recombinante.

En base a esta hipotesis se plante0 el estudio de la expresion de granzima
B en cultivos de BCG y MTBVAC en medio completo con objeto de evitar una
posible situacion de escasez de aminoacidos. Para ello, se lanzaron cultivos de
todas las cepas de partida en medio TH9 completo (con ADC). En el caso de
las extracciones de proteina intracelular, las bacterias se lavaron varias veces
con PBS para tratar de eliminar la albumina residual que pudiera quedar
presente. Para eliminar la albimina de la fraccion secretada, los sobrenadantes
se filtraron con un sistema de tubos de centrifuga Amicon con una membrana
de un tamafio de poro que permite el paso de proteinas menores de 50 kDa, de
modo que la albumina (67kDa) quedaria en la parte no filtrada y la granzima B
(32 kDa) en la fraccion eluida. A continuacion se concentro el filtrado por
precipitacion con &cido tricloroacético siguiendo el protocolo descrito en
materiales y métodos (3.4).

Las concentraciones de proteina obtenidas como resultado de las
extracciones en medio completo se especifican en la tabla 4.

Extraccion Muestra Concentracion
proteica (ug/ml)
Proteina intracelular | BCGi 434,8
en medio 7H9 BCGa 568,2
completo MTBVACI 932,8
MTBVACa 797.,4
Proteina secretada BCGi 1428,6
en medio 7H9 BCGa 2439
completo MTBVACiI 3333,3
MTBVACa 3333,3

Tabla 4. Concentraciones proteicas medidas en las muestras resultantes de los procesos de
extraccion en medio completo mediante el ensayo de cuantificacion de proteinas RC DC
(BioRad).

El western blot de las muestras de proteina intracelular procedentes de
cultivos en medio completo (extraccion 3) se realizd utilizando un anticuerpo
anti-GroEL y anti-Granzima B como anticuerpos primarios y dio como resultado
la deteccion positiva de GroEL en todas las muestras y ninguna banda
observable en la posicion correspondiente a la Granzima B. Sin embargo, se
detect6 nuevamente una banda entre 10 y 15 KDa coincidente con la
observada en los revelados anteriores (Fig.8). En este caso dicha banda
aparece también en el carril del control negativo y las bandas inespecificas se
han extendido a otros carriles en los que originalmente no se cargé muestra, lo
gue puede deberse a un probable paso de muestra de un pocillo a otro durante
la carga (Fig.8A).
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Ante este resultado, se repitié el analisis por Western blot de las mismas
muestras con un pocillo de espacio sin muestra entre los controles positivo y
negativo (Fig.8B). En este caso la presencia de GroEL se detectdé nuevamente
en todas las muestras, incluyendo el control negativo, mientras que la banda
previamente detectada entre 10 y 15 kDa se observo en todas las muestras
excluyendo al control negativo, tratandose por tanto de una banda especifica
de las cepas que expresan granzima B. Por el contrario, no es observable
ninguna banda en la posicién correspondiente al peso molecular de la granzima
B.

Pm BCGi BCGa VACi VACa - +

Pm BCGi BCGa VACi VACa - +

Fig.8. Analisis por Western blot de muestras de proteina intracelular procedentes de
extracciones de cultivos en medio completo (extraccion 3) y deteccion de GroEL y Granzima B.

Control positivo: lisado intracelular de MTBVAC con Granzima B (extraccion 1)

(A) Western blot de muestras de proteina intracelular con paso de muestra entre pocillos

(B) Western blot de muestras de proteina intracelular. Se indica con flecha continua la posicién
correspondiente a GroEL y con flecha discontinla la posicién correspondiente a la banda
especifica observada.

Por otro lado, el andlisis de las muestras de proteina secretada
procedentes de cultivos en medio completo (extraccién 4) no mostré ninguna
banda especifica clara entre 10-15 kDa ni en el peso molecular de la granzima
B (Fig.9). Dada la mala calidad del ensayo, no es posible determinar la causa
de este resultado de forma precisa.

Pm BCGI BCGavVAG YAta -+ Fig.9. Andlisis por Western blot de muestras
de proteina secretada procedentes de
70 - . — extracciones de cultivos en medio completo
55 » .- .
. (extraccion 4).
35 .- — Control positivo: muestra de proteina
25 ‘ . extracelular de BCG con Granzima B
(extraccion 2).
15
10
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4.3 Andlisis de la actividad de la granzima B secretada

A pesar de la hipotesis sugerida por los resultados del andlisis por Western
blot de un probable corte proteolitico de la granzima B recombinante, se llevo a
cabo un ensayo enzimatico con el objetivo de determinar la actividad de la
granzima B o de su fragmento secretado, que podria mantener intacto el centro
activo de la proteina conservando actividad catalitica.Para ello, se utilizaron
concentrados de proteina secretada nativa procedente de los sobrenadantes
de cultivos de las cepas BCG y MTBVAC de partida, cuyas concentraciones se
determinaron mediante un ensayo de cuantificacion de proteinas (Tabla 5).

Extraccion Muestra Concentracién
proteica (ug/ml)
Proteina BCGi 758,1
secretada nativa | BCGa 1290,3
5 ]en medio 7HI sin [ MTBVACI 516,1
albumina MTBVACa 4355

Tabla 5. Concentraciones proteicas medidas en las muestras de proteina nativa secretada
mediante el ensayo de cuantificacién de proteinas RC DC (BioRad).

La actividad de la granzima B en estas muestras se determiné como un
aumento en la lectura de la absorbancia a 405nm como consecuencia del corte
por parte de la granzima B de un sustrato especifico (IEPD) unido a la sonda
colorimétrica p-nitroanilida (pNA), lo que conlleva la separaciéon de la misma.

La representacion de las medidas de absorbancia en el tiempo del ensayo
(Fig.10) muestra un aumento en el control positivo, que alcanza un maximo
alrededor de las 5 horas de ensayo. Sin embargo, en ninguna de las muestras
se produce un aumento significativo de absorbancia, que se mantiene en
valores cercanos a los medidos para el control negativo y con escasas
diferencias entre las cepas que expresan la forma activa e inactiva de la
proteina, indicando aparentemente la ausencia de actividad enzimatica
significativa.

19



Actividad enzimatica granzima B

0,09
0,08 -
0,07 ===BCGi
0,06
w 0,05 =B CGa
20,04 -
’ =V ACi
0,03
0,02 =\ ACa
0,01
0 a— 4
O O O O O O O O O O O o o o
e eee
O O O O O O O OO O O © o o
O M O M O MmO MmO MmO MmO m
S E -~ - ANANMMIETIDID OO
Tiempo

Fig. 10. Representacion de la lectura de la absorbancia de cada muestra frente al tiempo del

ensayo enzimatico. Se tomaron medidas de absorbancia cada 15 minutos durante 8 horas.
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5. DISCUSION

Los resultados de la RTQ-PCR confirman la presencia del RNA de la
granzima B en el total del RNA extraido en todas las cepas transformadas,
tanto en BCG como en MTBVAC, por tanto las bacterias recombinantes
transcriben correctamente el gen codificante de la granzima B.Ademas, este
gen se expresa de forma significativa respecto al control endégeno en todas las
cepas, con mayores niveles de expresion en MTBVAC.

La detecciobn de la proteina mediante Western blot no proporciona
resultados concluyentes respecto a la correcta expresion y secrecion al medio
extracelular de la granzima B recombinante completa. Si bien en el caso del
andlisis de proteina intracelular se da una posible deteccion de la granzima B
en torno a 30KDa (Fig.6A), ésta no ha sido detectada en proteina secretada.

Por otra parte, la presencia repetida de forma especifica en las muestras
intracelulares y secretadas de una banda situada entre 10 y 15KDa sugiere que
la proteina pueda sufrir una vez sintetizada un corte proteolitico por parte de las
bacterias recombinantes, lo que explicaria la ausencia de banda en la posicién
de la granzima B en las muestras extracelulares y la observacion de una banda
a un peso molecular menor, que corresponderia a un fragmento de la granzima
B cortada. Ante esta posibilidad, la hipotesis planteada referente al medio de
cultivo minimo en que las bacterias han sido cultivadas y que les podria llevar a
la utilizacion de la proteina recombinante como fuente de aminoéacidos, no
puede probarse con los resultados obtenidos en los analisis llevados a cabo
con cultivos en medio completo. El andlisis por Western blot de los extractos
proteicos obtenidos de cultivos en medio completo continlan mostrando la
presencia especifica de una banda entre 10 y 15KDa ausente en el control
negativo en todas las muestras de proteina intracelular, mientras que no se ha
detectado sefial en torno al peso molecular de la Granzima B en ninguna de las
muestras estudiadas. Estos resultados sostienen la hipotesis de un posible
corte de la proteina expresada por las bacterias recombinantes, que daria lugar
a su deteccion a un peso molecular menor al de la proteina completa y que, de
acuerdo a los resultados observados, seria independiente del medio de cultivo
utilizado para el crecimiento de las bacterias.

Por otra parte, la determinacion de la actividad de la granzima B medida en
extractos de proteina secretada nativa mediante ensayo enzimatico indica que
la granzima B o el fragmento de ella secretado por las cepas de BCG y
MTBVAC, no presenta actividad enziméatica significativa al no observarse
aumento de absorbancia apreciable en ninguna de las muestras estudiadas, ni
diferencia entre las correspondientes a Granzima B activa e inactiva, en cuya
actividad cabria esperar cambios. Este resultado puede deberse bien a que el
fragmento resultante del posible corte proteolitico sea no funcional y por tanto
no presente actividad catalitica, o bien a que su actividad no sea detectada con
la sensibilidad del ensayo llevado a cabo, dado el escaso aumento de
absorbancia observado en el control positivo.
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6. CONCLUSIONES

La informacién proporcionada por los resultados obtenidos en los estudios
llevados a cabo ha llevado a plantear las siguientes conclusiones:

El gen de la granzima B se transcribe y su RNA se sintetiza en cantidad
significativa en todas las cepas transformadas. El andlisis mediante RTg-PCR
revela la correcta expresion en todas las cepas de BCG y MTBVAC del gen de
la granzima B clonado, tanto en su forma activa como inactiva, siendo los
niveles de RNA presentes significativos en todas ellas.

La granzima B es expresada y secretada por las bacterias en forma
proteolizada. EI analisis por Western blot de proteina intracelular y secretada
de los cultivos de BCG y MTBVAC en medio 7H9 sin albamina indica un
posible corte de la granzima B sintetizada por parte de las bacterias
recombinantes, que llevaria a la secrecion al medio de un fragmento de peso
molecular menor detectado de forma especifica mediante Western blot.

El corte proteolitico de la granzima B es independiente del medio de cultivo.
El analisis por Western blot de proteina intracelular y secretada de cultivos de
BCG y MTBVAC en medio 7H9 completo indica que el corte proteolitico se
produciria de forma independiente del medio de cultivo con o sin albimina en
que las bacterias se desarrollan, al detectarse igualmente la presencia de un
fragmento especifico de peso molecular menor en las extracciones de cultivos
en medio completo.

La granzima B secretada no presenta actividad significativa seqgun el test
de actividad usado en este trabajo. El analisis de la actividad de proteina nativa
secretada de los cultivos de las cepas recombinantes no muestra actividad
enzimatica significativa en ninguna de ellas. La ausencia de actividad
enzimatica, aunque podria estar influenciada por la baja sensibilidad del
ensayo, puede deberse a la pérdida de funcion de la proteina como
consecuencia del corte proteolitico que daria lugar a la secreciébn de un
fragmento menor y no funcional.
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CONCLUSIONS

The information provided by the results of the studies carried out leads to
the following conclusions:

Granzyme B gene is transcribed and its RNA is synthesized in significant
guantity in all the transformed strains. RTg-PCR analysis reveals the correct
expression of the granzyme B gene cloned in all BCG and MTBVAC strains in
both active and inactive form, with significant RNA levels in all of them.

Granzyme B is expressed and secreted by the bacteria in a proteolyzed
form. Western blot analysis of intracellular and secreted protein from BCG and
MTBVAC cultures in 7H9 medium without albumin, indicates a possible
cleavage of granzyme B synthesized by recombinant bacteria, leading to the
secretion into the medium of a lower molecular weight fragment specifically
detected by Western blot.

Proteolytic granzyme B cleavage is independent of the culture medium.
Western blot analysis of intracellular and secreted protein from BCG and
MTBVAC cultures in complete TH9 medium, indicates that proteolytic cleavage
would occur independently of the culture medium in which bacteria grow, with or
without albumin, evidenced by the presence of a specific fragment of lower
molecular weight in extractions of cultures in complete medium.

Secreted granzyme B has no significant activity according to the activity test
used in_this work. Activity analysis of the secreted native protein from
recombinant strains cultures shows no significant enzymatic activity in any of
them. The lack of enzymatic activity, even though it may be influenced by the
low sensitivity of the assay, may be due to a protein loss of function as a result
of proteolytic cleavage, that would result in the secretion of a smaller and non
functional fragment.
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