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RESUMEN

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa causada por la bacteria
Mycobacterium tuberculosis. El tratamiento recomendado para combatir la TB en
adultos se basa en el uso de drogas de primera linea, como la pirazinamida (PZA).
La PZA es usada también en el tratamiento de TB multidrogo resistente (MDR-TB)
debido a que su funcidn principal es la erradicacion de cepas en estado de latencia.
En la actualidad ain no se conoce del todo el mecanismo de accion de la forma
activa de la PZA, el &cido pirazinoico (POA). La principal causa de resistencia a
PZA son las mutaciones en el gen pncA; gen que codifica a la pirazinamidasa y
convierte la PZA en POA,; sin embargo, existen cepas resistentes a PZA que son
independientes de esta condicion, por lo que se cree que existen otros mecanismos
que pueden explicar la resistencia como mutaciones en las bombas de eflujo. El
objetivo del estudio fue silenciar mediante CRISPR de interferencia a genes que
codifican a bombas de eflujo relacionadas al eflujo de acidos debiles y evaluar la
velocidad del eflujo del POA en M. smegmatis mediante la prueba de Wayne
cuantitativo. Se seleccionaron genes que codifican a las proteinas relacionadas con
la funcién de bombas de eflujo homologas en M. tuberculosis. Los genes fueron
silenciados en forma simple (MSMEG_0250, MSMEG_3815, MSMEG_0241,
MSMEG_5046 y MSMEG_0410) y en combinacion de 2 (MSMEG_3815/
MSMEG_0410, MSMEG_3815/ MSMEG_0250 y MSMEG_3815/ MSMEG_0241).
El silenciamiento del gen MSMEG_0250 fue el Unico que cambid la velocidad del

eflujo del POA significativamente (P=0.0006).

Palabras claves: Bombas de eflujo, M. smegmatis, M. tuberculosis, &cido

pirazinoico



ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is an infectious disease caused by the bacterium Mycobacterium
tuberculosis. The recommended treatment for TB in adults is based on the use of
first-line drugs, such as pyrazinamide (PZA). PZA is also used in the treatment of
multidrug-resistant TB (MDR-TB) because its main function is the eradication of
latent strains. At present, the mechanism of action of the active form of PZA,
pyrazinoic acid (POA), is not yet fully understood. The main cause of resistance to
PZA is mutations in the pncA gene, a gene that encodes pyrazinamidase and
converts PZA to POA; however, there are strains that are independent of this
condition, so it is believed that there are other mechanisms that may explain
resistance such as mutations in efflux pumps. The aim of the study was to silence
by CRISPR interference genes encoding efflux pumps related to weak acid efflux
and to evaluate the kinetics of POA efflux in M. smegmatis using the quantitative
Wayne test. In addition, genes encoding proteins related to the function of
homologous efflux pumps in M. tuberculosis were selected. The genes were
silenced singly (MSMEG_0250, MSMEG_3815, MSMEG_0241, MSMEG_5046
and MSMEG_0410) and in combination of 2 (MSMEG_3815/ MSMEG_0410,
MSMEG_3815/ MSMEG_0250 and MSMEG_3815/ MSMEG_0241). Silencing of
the MSMEG_0250 gene was the only one that changed the POA efflux significantly

(P=0.0006).

Key Word: Efflux pump, M. smegmatis, M. tuberculosis, pyrazinoic acid.



. INTRODUCCION
La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa ocasionada por la bacteria
Mycobacterium tuberculosis (MTB) y es una de las 10 principales causas de muerte
a nivel mundial (1). En el 2018 se reportaron 7 millones de nuevos casos de
personas que desarrollaron la enfermedad con un estimado de 1 500 000 muertes.
Ademas, el Peru alberga el 14% de casos de TB de la region de las Américas, en el
cual se notificaron 32 642 nuevos casos de tuberculosis con una alta tasa de

mortalidad de 8.3 por 100 000 habitantes (2).

La infeccion de TB pulmonar se transmite cuando un paciente con TB activa habla,
tose o estornuda, expulsando pequefias particulas en forma de aerosoles de 1 — 5pum
de didmetro (gotas de Fliigge) que contienen MTB, que penetran facilmente por las

vias respiratorias (3,4).

El tratamiento recomendado por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) para
combatir la TB es el uso de drogas de primera linea (rifampicina, isoniazida,
pirazinamida y etambutol), el tratamiento tiene dos fases: los dos primeros meses
con rifampicina, isoniazida, pirazinamida y etambutol y cuatro meses siguientes

con rifampicina e isoniazida (5).

Sin embargo, uno de los principales problemas para combatir la TB en humanos, es
la TB multidrogo resistente (MDR-TB), en el cual el bacilo es resistente a los
principales medicamentos utilizados para erradicar la enfermedad (1). Para el 2018
se reportaron medio millon de nuevos casos de pacientes resistentes a
medicamentos a nivel mundial, en el cual el 78% de ellos representaban a las cepas

MDR-TB y el 8.5% del medio millén a cepas extremadamente resistentes a drogas



(XDR-TB) (2,6-8). Asi mismo, el Per anualmente desarrolla como minimo 1000

nuevos casos de MDR-TB (1).

La pirazinamida (PZA), es una importante prodroga de primera linea usada para el
tratamiento de TB y la erradicacién de cepas en estado de latencia (9,10). Cuando
la PZA ingresa por difusion pasiva a MTB, es hidrolizada a su forma activa por la
enzima pirazinamidasa (PZAsa), codificada por el gen pncA, a acido pirazinoico
(POA). Debido a un mecanismo de eflujo, POA es liberado al medio extracelular,
en donde es protonado (HPOA), para luego reingresar a la bacteria por difusion
pasiva, en donde libera un protén (H") acidificando al citoplasma, lo cual es letal
para la micobacteria (11-13). Sin embargo, el mecanismo de accion de la PZA en
MTB no esté del todo claro, porque no se conocen con certeza los blancos de union
del POA en el medio intracelular de la bacteria y las bombas de eflujo encargadas

de transportar al POA (9,14).

Durante las Ultimas décadas se ha identificado que una de las principales causas de
resistencia a PZA son las mutaciones en el gen pncA, que codifica a la PZAsa de
MTB (15-17). Sin embargo, se ha comprobado que existen cepas resistentes a PZA
que no pierden completamente la actividad de PZAsa, lo que sugiere la existencia
de otros mecanismos complementarios como las mutaciones en genes codificantes
de proteinas candidatas a blancos de union del POA o mutaciones en genes

codificantes de las bombas de eflujo que transportan al POA (16,18-20).

Las bombas de eflujo son proteinas transportadoras de moléculas a través de la
membrana celular, que regulan o impiden la entrada de farmacos al medio
intracelular (21,22). La bomba de eflujo que se encarga de transportar al POA en

MTB hasta el momento no ha sido identificada. Existen un gran ndmero de



secuencias anotadas de bombas de eflujo en MTB que podrian ser transportadores

de POA u otras drogas (13,20).

Existen diferentes mecanismos moleculares responsables de la resistencia a drogas
(antibidticos) en micobacterias, tales como la permeabilidad celular, produccion de
enzimas inactivadoras de farmacos o mutaciones en los genes codificantes de
bombas de eflujo (20,23,24). Ademéas, en MTB se ha observado que la sobre
expresion de los genes codificantes de las bombas de eflujo en condiciones de
estrés, aumenta la resistencia a antibi6ticos, porque las bacterias tienen una mayor
probabilidad de adquirir y acumular mutaciones, confiriendo niveles més altos de

resistencias a farmacos o multiples farmacos (20,25).

Estudios previos en el Laboratorio de Bioinformatica y Biologia Molecular
demostraron un incremento o disminucion en la cinética del POA en cepas de MTB
que tenian genes codificantes de bombas de eflujo delecionados (knock out) por
recombinacién homdloga; sin embargo, en ninguna se observé un cambio de la
cinética total a comparacion de una cepa de tipo wild type, por lo que se plantea
que mas de una bomba de eflujo esta involucrada en el transporte del POA en la

micobacteria (datos aun no publicados).

Mycobacterium smegmatis es una bacteria que se usa como modelo de
investigacion de MTB, porque se duplica rapidamente, ademas para su manejo se
necesita de un laboratorio de bioseguridad de tipo I. Ademas, el mecanismo de
accion de la PZA a su forma activa, POA, en MTB y M. smegmatis es el mismo
pero la velocidad del eflujo del POA en M. smegmatis es mas rapida a comparacion

de MTB por lo que es resistente natural a PZA (26,27).



CRISPR de interferencia (CRISPRI) es una técnica basada en CRISPR Cas9 en la
cual se edita el material genético por medio de la represion de la expresion genética
a través del complejo ARN guia (ARNg) con la proteina dCas9, que es una proteina
Cas9 modificada, enzima endonucleasa de ADN que no puede cortar el ADN, sino
que reprime la expresion de un determinado gen (28). Este método ha sido
optimizado para silenciar uno o mas genes al mismo tiempo en Mycobacterium

usando la dCas9stn1 y el plasmido pLIJR962 (29).

En el presente trabajo se evalud el cambio de la cinética del eflujo del POA en M.
smegmatis luego que los genes homdélogos de MTB, MSMEG_0250,
MSMEG_3815, MSMEG_0241, MSMEG 0410 y MSMEG_5046 fueron silenciados
mediante CRISPRI. La velocidad del eflujo del POA en M. smegmatis con el gen
MSMEG_0250 silenciado fue diferente con respecto a la cepa de referencia
(P=0.0006). Ademas, la velocidad del flujo del POA en M. smegmatis con dos genes
silenciados en simultaneo (MSMEG_3815/ MSMEG_ 0410, MSMEG_3815/
MSMEG_0250 y MSMEG_3815/ MSMEG_0241) fue similar con respecto a la cepa

de referencia y a las cepas con genes silenciados en forma individual.



Il.  MARCO TEORICO

2.1.Enfermedad de tuberculosis

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa generalmente asociada al
sistema respiratorio, que ha afectado a los humanos desde hace 70 millones de afios.
Desde mediados del siglo XIX se observé un incremento significativo de personas
contagiadas (30,31). En el afio 1865 el cirujano Jean-Antonie Villein descubri6 que
TB es transmitida a través del aire, cuando un paciente en estado infeccioso tosia,
escupia 0 hablaba, expulsando pequefias particulas en forma de aerosoles que
contienen a la bacteria (6). Asi, el 24 de marzo de 1882 el cientifico Robert Koch
descubrio que la bacteria Mycobacterium tuberculosis, causaba la enfermedad de

tuberculosis, por la que es conocida cominmente como bacilo de Koch (6,32).

Las cifras muestran que, a finales del siglo XIX, TB fue una de las principales
causantes de muertes a nivel mundial, tanto en paises en desarrollo como en los de
bajo potencial economico. A partir del siglo XX, gracias al descubrimiento de
farmacos antituberculosos, se redujo el nimero de muertes asociadas a TB en un

10% por afio (6).

A pesar de que es una enfermedad tratable, ain no se ha podido erradicar por
completo; reportandose al menos 10 millones de personas contagiadas en el afio
2018 y por lo que aun es considerada como una de las diez principales causantes de
muertes en el mundo (2,6). Asimismo, la resistencia a drogas todavia es un
problema en la salud publica, cada afio se reporta medio millén de nuevos casos de

pacientes MDR-TB de los cuales solo el 56% responden al tratamiento con éxito

).



2.2.Mycobacterium tuberculosis

La TB es comunmente causado por las sub especies del complejo de
Mycobacterium tuberculosis (MTBC) como MTB que causa TB en humanos, M.
africanum que solo causa TB en humanos en ciertas regiones del Africa, M. bovis,
M. caprae y M. pinnipedii que causan TB en mamiferos domesticados y silvestres,
y M. microti que causa TB en roedores (31,33,34).

MTB evolucion6 y emergié como patdgeno infeccioso en los humanos a partir de
cepas ambientales del Africa, que hasta ahora se pueden encontrar en ciertos
pacientes (31). Estas cepas fueron distribuyéndose alrededor del mundo gracias a
la migracion y al incremento de la civilizacion urbana, lo que llevd a la seleccion
de cepas de MTB mas virulentas con alto nivel de transmision, causando epidemias
y alto nivel mortalidad en el mundo (6,31,33).

MTB es una bacteria con una compleja pared celular, con alta permeabilidad y
multiples bombas de eflujo, las cuales expulsan compuestos y medicamentos
nocivos para la bacteria, aumentando su virulencia (35,36). La pared tiene una
estructura de tres capas internas que estan unidas por enlaces covalentes, la mas
externa estd compuesta por un gran numero de acidos micélicos, la cual es
altamente hidrofébica, representando el mayor porcentaje de la pared, y estan
localizadas perpendicularmente a la superficie celular; la segunda estd compuesta
por arabinogalactanos seguida por una capa de peptidoglicano que se extiende en
la membrana celular, ambas evitan el acceso de moléculas hidrofobicas al medio

intracelular, que pasaron a través de las capa de acidos micolicos (37-39).



2.3.Tratamiento

La tasa de mortalidad previa a la introduccidn de antibiéticos para el tratamiento de
TB era muy alta, aproximadamente 70% (6,40). El tratamiento contra TB empezé
a desarrollarse con éxito a partir de las décadas de 1940-1960, siendo la
estreptomicina la primera droga usada con éxito; sin embargo, el constante uso de
la droga por largos periodos de tiempo provocd que en 1980 se reportaran los
primeros casos de pacientes MDR-TB, por lo que se comenz6 a administrar
diferentes combinaciones de drogas hasta que se agreg0 la pirazinamida (PZA) a
los esquema terapéuticos, logrando reducir el tiempo de tratamiento a solo 6 meses
(9,40).

Actualmente, el tratamiento recomendado por la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) consiste en el uso de drogas de primera linea, isoniazida (INH), etambutol
(EMB), rifampicina (RIF) y PZA por un periodo de 6 meses. Durante los dos
primeros meses se trata al paciente con rifampicina, isoniazida y pirazinamida,
seguido por cuatro meses con isoniaziday rifampicina (6,40,41).

Por otro lado, el primer tratamiento recomendado en los afios 50’s para eliminar TB
latente fue la terapia con INH por 6 meses en paises con alta y baja incidencia de
TB; no obstante, en 1969 en el hospital de Nueva York se report6 que el tratamiento
con INH elevaba las transaminasas en la sangre produciendo hepatitis (42).
Actualmente la RIF es la principal droga para el tratamiento de TB latente, por su
gran actividad bactericida, ademéas de que presenta bajo grado de toxicidad; sin
embargo, no es aconsejable para pacientes con VIH porque los retrovirales que se
usan para el tratamiento de esta, pueden inhibir la accion de la RIF (42). Asimismo,

PZA tiene alta actividad antituberculosa y acorta el tiempo de tratamiento tanto en



TB activa e inactiva; ademas de que se recomienda para el tratamiento de TB latente
MDR-TB y XDR-TB. (42,43).

A pesar de que existe un tratamiento efectivo contra TB, en el 2017 se reportaron
aproximadamente 558 000 nuevos casos de pacientes positivos a TB con cepas
clinicas resistentes a drogas, tanto de primera como de segunda y tercera linea, de

los cuales el 82% representaban a cepas de MDR-TB y el 8.5% a cepas XDR-TB

(6).

2.4.Pirazinamida y mecanismo de accion

La PZA fue sintetizada por primera vez por Halla y Sperri en 1936, aunque no fue
usada como agente microbiano hasta 1949 por Yeager et al. (44). En 1945 Chorine
descubrid que la nicotinamida presenta efecto inhibitorio contra MTB, lo mismo
fue comprobado por McKenzie et al. A partir de ello, en 1948 los laboratorios de
Merck sintetizaron farmacos anélogos a la nicotinamida probandolos en modelos
de ratones, en los cuales la PZA demostrd actividad antituberculosa en 1952 con
una alta eficacia en un modelo in vivo e inmediatamente después fue testeado en
humanos obteniéndose el mismo resultado (9).

Asimismo, la PZA, anéaloga de nicotinamida, es una importante droga de primera
linea en el tratamiento contra la TB por disminuir la administracion de los
medicamentos de 12 meses a 6 meses (9). Ademas de que es usada para el
tratamiento de cepas MDR-TB, por su alto poder bactericida que puede matar cepas
de MTB que no son eliminadas por otros medicamentos. Por otro lado, uno de los
factores mas importantes para que la PZA pueda convertirse a su forma activa, el
acido pirazinoico (POA), es que el medio celular esté en un pH &cido de 5.5,

inclusive su actividad enzimatica no se pierde en pH mas acidos como 4.8 - 5 por



lo que también se sustenta su poder bactericida en bacilos tuberculosos en estado
latente (9,12).

A pesar de que la PZA es importante en el tratamiento contra la TB, su mecanismo
de accidn aln no esta del todo claro (9). PZA es una prodroga que se convierte a su
forma activa, POA, cuando ingresa por difusion pasiva al MTB, esta es hidrolizada
a POA- por la enzima pirazinamidasa (PZAsa), la cual es codificada por el gen
pncA. Luego el POA- es expulsado al medio extracelular acido (pH 5.5) por un
mecanismo de eflujo y difusion pasiva, en el cual es protonado (HPOA),
reingresando a la bacteria y liberando el proton (H*) en el medio intracelular (Figura

1) (9,13,45).
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Figura 1: Mecanismo de accion de pirazinamida en Mycobacterium tuberculosis
(12). La PZA ingresa a la MTB y se convierte en POA, el cual es expulsado al

medio extracelular acido para protonarse y reingresar a la bacteria.

El mecanismo de accion del POA, inicia cuando el HPOA ingresa al medio

intracelular de la micobacteria, en el cual el H* se une a los protones del medio



celular, causando la acidificacion citoplasmatica, ademas de la perturbacion del

potencial de la membrana afectando el transporte transmembrana (12,13).

Ademas, se han identificado posibles blancos de union tanto para la PZA como para
el POA dentro de MTB (13). En el caso de la PZA, uno de los posibles blancos de
unién es el acido graso sintasa | (Fasl), la cual sintetiza junto con Fasll los acidos
micolicos de la pared celular de la micobacteria. Asimismo, los candidatos de
blancos de union para el POA acumulado en el medio intracelular son PanD y la
proteina ribosomal S1 (Rpsa). PanD, es un aspartato decarboxilasa responsable de
la formacion de la b-alanina importante para la biosintesis de la vitamina B5 y
coenzima A de MTB, la cual se demostro a través de cristalizacién que se unia al
POA (46,47). Asi mismo, por cromatografia por afinidad se planted que el POA se
unia al RpsA, esta proteina inhibe el proceso de trans-traduccion y recupera a los
ribosomas secuestrados por complejos de traduccidon defectuosos (48,49). No
obstante, a través de calorimetria de titulacion isotérmica (ITC), se postulé que el

RpsA no esta necesariamente implicado en el mecanismo de accion de la PZA (50).

2.5.Mecanismo de resistencia

La aparicion de cepas resistentes a medicamentos se produjo en la década de 1980,
por las constantes y largas dosis que se administraban de un mismo farmaco, lo que
conllevo a la seleccidn de cepas con mutaciones en MTB favoreciendo la aparicion
de cepas MDR-TB. Ademas, en la actualidad se suma el mal diagnostico de la
enfermedad, como la obtencion de resultados falsos negativos por baciloscopia o la

interrupcion del régimen de tratamiento por los mismos pacientes con TB (6,40,51).
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La resistencia a PZA esta explicada mayormente cuando cepas de MTB presentan
mutaciones en el gen pncA, el cual codifica a la enzima PZAsa que cataliza la
conversion de PZA a POA dentro de la bacteria (12). La resistencia a drogas por
mutaciones en el gen pncA se puede demostrar a traves del cambio de la actividad
enzimatica de la PZAsa en un 27.3%, las regiones mas comunes que presentan
cambios comprenden a los aminoacidos 3-17, 61-85 o 132-142 de la PZAsa.
Asimismo, se puede observar la reduccion completa de la actividad enzimatica
cuando se presentan mutaciones en el sitio catalitico, en los posibles sitios de unién

del hierro o cerca al sitio activo de la PZAsa (15,52-54).

Sin embargo, hay un 3-30% de resistencia a PZA que no esti asociada a las
mutaciones en pncA (53). Y que pueden ser explicados por mutaciones en los genes
codificantes de blancos de union al POA o en los genes codificantes de las bombas

de eflujo que transportan al POA.

La proteina RpsA, codificada por el gen Rv1630, fue reportada en el 2011 como
posible blanco de union del POA. A través de una cromatografia de afinidad, en
una columna con resina de sepharosa se union covalentemente 5-hidroxi-POA, por
la cual se pasé un lisado celular de MTB de la cepa H37Rv, quedando adheridas a
la columna las proteinas codificadas por los genes Rv2783c, Rv1630, Rv2731 y
Rv3169 (48). Asi mismo, se ha reportado que la cepa de MTB DHM444, resistente
a la PZA, presenta una mutacion RpsAaaiasss, por 1o que se expreso y purifico el
RpsA wild type de MTB H37Rv y RpsAaalass, Y a través de ITC se midio la
capacidad de union al POA observandose la interaccion RpsA-POA wild type y no
RpsAaaiaazs-POA; por lo que, se postuld al RpsA como blanco de unién al POA

hasta que Dillon et al 2017, sustentaron que no observaron interaccion de afinidad

11



del POA con RpsA wild type por ITC, cuando se normalizaron las concentraciones
del POA, pH, RpsA. Hasta el momento se siguen haciendo mas estudios al respecto,
por el hallazgo de nuevas mutaciones en Rv1630 relacionada con resistencia a PZA

(18,48-50,55).

Igualmente, el gen Rv3601c, que codifica al aspartato 1-descarboxilasa (PanD)
encargada de la sintesis de B-alanina, es un posible blanco de union al POA, porque
se han encontrado mutaciones en cepas clinicas de MTB en el gen PanD,
involucradas en la resistencia a PZA; ademas, la actividad enzimética de PanD es
inhibida cuando se enfrenta al POA en concentraciones terapéuticas (47,56,57).
Asimismo por ITC se ha demostrado que el POA se une al PanD a través de su sitio
activo, degradandola en presencia de ClpC1-ClpP, inhibiendo la biosintesis de

coenzima A (47,58).

A través de un experimento in vitro e in vivo en cepas de MTB resistentes a PZA,
el gen Rv3596¢, que codifica a la chaperona ClpC1, presentd mutaciones en la
region codificante, la mayoria ubicadas en el dominio N-terminal, que es una region
conservada indispensable para la unién de la CIpC1 a su sustrato para su actividad
enzimatica (59). Ademas, se ha observado que el nivel de resistencia de ClpC1y
PanD es el mismo, por la cual ambas se relacionan, sugiriendo que PanD funciona
como sustrato de la CIpCL1, por lo que se sugiere que el oligomero ClpC1/P1 que
regula la degradacion de proteinas esta implicado en la degradacion de la PanD

(56,58-63).

2.6.Bombas de eflujo
Uno de los principales mecanismos para explicar la resistencia a drogas en las

bacterias son las bombas de eflujo que se localizan en la membrana celular (64). La
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primera bomba de eflujo reportada fue a finales de la década de 1970 para el
antibiotico tetraciclina. A partir de este descubrimiento se han identificado
maultiples bombas de eflujos en distintos organismos procariotas, las que fueron
clasificadas en 6 familias: casete de union a ATP (ABC), la superfamilia
facilitadora principal (MFS), extrusion de multiples farmacos y toxinas (MATE),
pequefia resistencia a maltiples farmacos (SMR), resistencia, nodulacion, division
celular (RND) y eflujo de compuesto antimicrobiano proteobacteriano (PACE)

(24,65).

La familia ABC, es la principal transportadora dependiente de la energia de la
hidrolisis del ATP y codifica el 2.5% de las bombas de eflujo del genoma de MTB.
Principalmente exportan solutos o funcionan como moduladores de canales idnicos,
ademas son responsables del transporte de algunos farmacos, por lo que la
interaccion, competencia, entre las drogas altera el sistema de la otra, inhibiendo su
eficacia (19,20). En la familia MFS, al menos 16 proteinas putativas han sido
identificadas en MTB, la P55 es una de las mas importantes porque esta relacionada
a la resistencia a tetraciclina y estreptomicina. Asimismo, en la familia RND se
encuentran 15 genes putativos, la mayoria de ellos pertenecen al grupo de proteinas
de membrana de micobacteria (mmpl) y se ha demostrado que la proteina mmpl7
otorga resistencia a MTB para isoniazida. Un menor nimero de bombas de eflujo

pertenecen a la familia SMR y MATE (19,24).

A lo largo de los afios se han identificado cepas de MTB que estan relacionadas con
la resistencia a drogas como la PZA, que presentan mutaciones en los genes
codificantes de bombas de eflujo y no en el gen pncA o blancos de union al POA

(20,66). A pesar de que la pared celular de MTB puede repeler el paso de algunos
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farmacos por la presencia de los acidos micolicos, no es suficiente para explicar la
resistencia a las drogas antituberculosas (20,67). Por lo que se plantea que las
bombas de eflujo cuando presenta mutaciones en sus genes contribuyen a la
resistencia bacteriana, mediante la expulsion de los medicamentos al medio
extracelular, lo que contribuye a la disminucién de las concentraciones de farmacos

en el medio intracelular, evitando la eliminacion de MTB (20,68,69).

Asi mismo, en aislados clinicos de cepas de MTB se ha observado que cepas
resistentes a PZA, tienen una baja tasa de salida del POA en la bacteria lo que
sugiere que la velocidad del eflujo del POA, podria ser un mecanismo de estudio
para predecir genes relacionados a la resistencia a PZA (27). Ademas, se han
reportado que la sobre expresion de las bombas de eflujo Rv0191, Rv3756c,
Rv3008, y Rv1667c en MTB H37Ra generan resistencia a PZA y POA; igualmente
se han encontrado que estos genes presentan mutaciones en cepas clinicas (70). De
igual modo, se demostrd in vitro que las mutaciones D23V, V219A, y S292L en el
gen Rv1258c en cepas de aislados clinicos de MTB, estan relacionadas a la
resistencia a PZA, INH y estreptomicina (66). Asi mismo, las bombas Rv1634,
Rv1250 al ser sobre expresadas en M. smegmatis disminuyen la susceptibilidad a
antibidticos (71,72). Ademas existen genes que estan relacionados a la resistencia
a drogas de primera linea como el gen Rv0507 a rifampicina (RIF) e isoniacida
(INH), Rv1634 a INH y Rv0934 a RIF, o los genes Rv0202C, Rv0206¢ y Rv1348,

transportadoras de la proteina hemo y sideréforos (73-76).

El gen Rv0206c, mmpl3, perteneciente a la superfamilia RND, transportador de
acidos micoélicos en la forma de monomicolato de trehalosa, es una de las bombas

de eflujo que ha sido cristalizada en forma de complejo con drogas, en el cual los
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inhibidores SQ109, AU1235 e ICA38 se unieron en un mismo dominio del mmpl3,
por lo que se sugiere que ademas de ser transportador, puede tener la funcién de

blanco de unién a farmacos o estar relacionada a la resistencia a PZA (77-79).

2.7.Modelo de estudio M. smegmatis

El género Mycobacterium esta compuesto por especies saprofitas y patogénicas, las
patogénicas mayormente son las que causan TB y lepra; sin embargo, son de dificil
manipulacion en el &mbito de la investigacion, porque se necesitan laboratorios con
bioseguridad de tipo 3, son de dificil manejo como la M. leprae que no crece en
condiciones in vitro o son de lento crecimiento como MTB que tienen un tiempo
de generacion de 24 horas lo que demora 3 — 4 semanas para producir colonias en

placas Petri (80,81).

Actualmente para entender la virulencia de MTB se utilizan como modelos in vivo
a M. smegmatis, M. bovis y M. marinum, este Gltimo causa granulomas en el pez
cebra asi como MTB en humanos, por lo que es un buen modelo in vivo (82). M.
smegmatis es una especie saprdfita, que no genera patogenicidad, el tiempo de
crecimiento celular es de 3 - 4 horas asi que se pueden observar colonias en
condiciones in vitro en 3 — 5 dias; ademas, comparte regiones gendmicas
conservadas, genes constitutivos factores sigmas encargados de la especificidad del
inicio de la transcripcion y algunos sistemas metabélicos con MTB, por lo que es
un buen modelo de estudio para manipulacion genética y ha sido usado sobre todo

en estudios de biologia molecular (81,83-85).

2.8.El sistema CRISPR-Cas
La tecnologia de CRISPR-Cas esta basada en repeticiones palindromicas cortas

interespaciadas de secuencias de ADN de virus o plasmidos dentro del genoma de
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bacterias o arqueas (86,87). Estas secuencias fueron descubiertas en 1987 en el
genoma de E. coli. No fue hasta el siglo XXI que se observo que el locus CRISPR
estaba asociado a genes cas codificantes de proteinas Cas con dominios de
nucleasas y helicasas; en el 2007 se demostrd en Streptococcus thermophilus que
el sistema de CRISPR-Cas esta asociado a la inmunidad adaptativa de las bacterias

y arqueas (87).

Por lo general cuando una bacteria es infectada por un virus (bacteriéfago), ésta
pierde el control en si misma. En cambio, aquellas que tienen el mecanismo del
complejo CRISPR-Cas degradan e inactivan el virus, tomando una parte del ADN
viral, espaciador del virus (So), para modificarlo e integrarlo al locus CRISPR de la
bacteria adquiriendo la inmunidad adaptativa para si misma y para sus futuras
generaciones (Figura 2) (86,88).

(a)

Sensitive
parental strain

(b)
Resistant
derivative strain

Virus/plasmid | |

Motif (PAM) and proto-spacer (PS)

Figura 2: Sistema de CRISPR-Cas. (a) Locus CRIPSR de la bacteria wild type que
es sensible a la infeccidn por un virus. (b) La misma bacteria mostrada en (a) integro
en su locus CRISPR el espaciador del virus (So), por la accion de la proteina Cas,

adquiriendo resistencia contra el virus (86).

El mecanismo de accion de los sistemas de CRISPR-Cas mayormente se basa en

tres etapas: Adaptacion, expresion e interferencia (86,89). En la etapa de
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adaptacion, las bacterias obtienen nuevos espaciadores (proto-espaciadores) de
fragmentos de plasmidos o virus al insertarlos en el locus CRISPR por accion de
las proteinas Cas, lo que les otorga memoria genética. En la etapa de expresion se
transcribe el locus de CRISPR para formar el complejo de defensa seguido por la
etapa de interferencia donde el ADN foraneo complementario a los espaciadores

del CRISPR es reconocido y cortado por el sistema CRISPR-Cas (86,89).

Existen 6 tipos de sistemas de CRISPR-Cas, que se clasifican seglin su complejo
de Cas Unico (88). El sistema de CRISPR tipo Il es el m&s comun y simple que se
demostrd en Streptococcus pyogenes (Spy) en el 2012, en el cual el locus CRISPR
estd asociado a una proteina Cas9 y a un ARNg. EI ARNg esta conformado
mayormente por 20 nucleétidos (crRNA) complementarios al ADN diana y un
ARN trans activador de CRISPR (tracrRNA) que sirve como bucle de unién a la
proteina Cas9 formando el complejo crRNA: -tracrRNA (ARNQ): Cas9 para poder

cortar al ADN foraneo (88,90-92).

La especificidad del direccionamiento se determina segun la complementariedad
entre el ARNg del CRISPR-Cas9 y el ADN diana, ademéas de una secuencia corta
de 2 a 6 pb denominada “motivo adyacente del proto-espaciador” (PAM), que varia
segun el tipo de CRISPR y el organismo, este es un componente del virus o
plasmido que no forma parte del locus CRISPR bacteriano (Fig. 3), lo que permite

a Cas9 distinguir entre el ADN foraneo y el ADN propio (87,90,91,93).
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Target
DNA

% tracrRNA

Figura 3: Estructura de Cas9 de Streptococcus pyogenes. Se muestra la ubicacion del
PAM, el ARNg formada por la secuencia complementaria al ADN y el complejo

crRNA: tracrRNA unido al Cas9 (79).

2.9.CRISPR de interferencia (CRISPRIi)

Recientemente, el sistema de CRISPR ha sido modificado, Ilamandose CRISPR de
interferencia (CRISPRI) gracias al uso de una endonucleasa deficiente, dCas9. El
enzima dCas9 es una version de Cas9 inactivada cataliticamente por las mutaciones
D10A y H840A en los dominios de nucleasa, interfiere con la transcripcion del
ADN, sin cortar el ADN, reprimiendo la expresion de genes por su deficiente
actividad nucleolitica (90,91,94). A comparacion del CRISPR nativo que modifica
la secuencia del genoma por mutagénesis, delecion o insercion, el CRISPRi no
altera la secuencia del ADN blanco, sino que reprime la transcripcion de este,
regulando la expresion genética de manera eficiente con al menos 1000 veces de

represion, ademas de ser un método reversible (Fig. 4) (28,95).
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Figura 4: Represion transcripcional por CRISPRI. El dCas9 es guiado al ADN

diana por la especificidad del ARNg. Si la secuencia de ADN diana corresponde a

la region codificante, el complejo dCas9:ARNg:ADN bloquea el movimiento de la

ARN polimerasa, lo que previene la elongacion de la transcripcion del gen de

interés (96).

Asimismo, tipicamente el CRISPRi ha sido caracterizado en E. coli y Bacilllus
subtitlis, por lo que se ha buscado desarrollar esta técnica en otros organismos como
en micobacterias. Se reportd que dCas9 de S. pyogenes (dCas9spy), Sistema
comunmente usado, es letal para M. smegmatis y tiene baja eficiencia de represion
de la transcripcidn en micobacterias por lo que, Rock et al 2017 evaluaron 11 dCas9
de diferentes organismos, reportando que el dCas9 de Streptococcus thermophilus
(dCas9sw1) producia un robusto y consistente silenciamiento de genes en M.
smegmatis y M. tuberculosis, gracias a la regulacion del promotor por la proteina

represora Tet (TetR) (29,94).

2.10. Sistema de CRISPRI para micobacterias
El sistema CRISPRI para Mycobacterium se afianzo a través de la construccion de

un consenso, 5’-NNAGAAW-3’, de secuencia PAM para Sth1 dCas9. Las variantes
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de las secuencias PAM fueron probadas en un ARNg idéntico empleando el modelo
in vivo Renilla, en estas variantes se cambié los nucledtidos de las posiciones 3, 4
0 7, obteniendo un total de 24 diferentes PAM que silenciaban al gen diana de
prueba de prueba desde 2.7 hasta 216.7 veces; ademas, los PAM > 25 veces de

silenciamiento aumentan su probabilidad de funcionalidad (Tabla 1) (29).

Tabla 1: Secuencias PAM para Sthl dCas9. Se puede observar un total de 24
secuencias PAM, desde la que tiene el mayor grado de silenciamiento de 216.7

veces hasta la de menor de 2.7 veces (29).

PAM Fold repression SD
5'-NNAGAAG-3' 216.7 10.0
5'-NNAGAAT-3' 216.2 10.4
5'-NNAGAAA-3' 158.1 22.8
5'-NNGGRAG-3' 145.2 5.3
5'-NNAGAAC-3' 120.5 7.9
5'-NNGGAAA-3' 110.5 26.4
5'-NNAGCAT-3' 84.6 5.2
5'-NNAGGAG-3' 82.2 9.2
5'-NNAGGAT-3' 64.7 8.7
5'-NNAGCAA-3' 53.4 9.9
5'-NNGGAAC-3' 51.5 6.2
5'-NNGGAAT-3' 47.3 3.3
5'-NNAGCAG-3' 42.2 7.0
5'-NNAGGAA-3' 38.5 5.2
5'-1NAGGAC-3"' 25.5 0.8
5 -NNGGGAG-3"' 24.7 1.9
5'-NNGGGAT-3' 24.2 3.4
5'-NNGGGAA-3' 12.3 0.8
5'-NNAGCAC-3' 11.9 1.2
5'-1NNGGGAC-3' 7.9 1.0
5'-NNGGCAT-3' 6.7 0.9
5'-NNGGCAG-3' 4.0 0.3
5'-NNGGCAA-3' o3 0.3
5'=NNGGCAC-3' 2.7 0.3

ctrl sgRNA _ 0.1

Ademaés, se sintetiz0 el vector pLJR962 (https://benchling.com/s/seq-
W7P2rtjHQkdXniXUdkcq) para M. smegmatis el cual contiene el elemento dCas9
con codones optimizados para micobacterias, un “scaffold” del ARNg, denominado
tracrRNA, que une el crRNA del ARNg de Sth1, dos sitios de corte para la enzima
BsmBI en su extremo 5’ permitiendo la fusion con el ARNg especifico de la

secuencia de interés, el represor Tet (TetR) inducido por la presencia de
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anhidrotetraciclina (ATc), una copia de la integrina L5, el sitio de origen de
replicacion pBR322 derivado de E. coli, un “cassette” de resistencia a kanamicina,
y dos sitios de restriccion para la enzima Sapl ubicados en la region “downstream”
del tracrRNA para clonar multiples secuencias de ARNg por el método “Golden

gate” (Fig.5) (29).

PLJR962 (Msmeg CRISPRi)

{Hweg

8881 bp

Figura 5: Plasmido pLJR962 para inducir el sistema de CRISPRi-Cas9 en M.

smegmatis (29).

Asi mismo, el sistema de CRISPRI se activa mediante la adicién de ATc, gracias a
la presencia del TetR (97). En sistemas procariotas como E. coli, el TetR regula la
expresion de los genes de resistencia a la familia de tetraciclina (Tc). En ausencia
de Tc, el TetR se une al operador tet (tetO) que se encuentra dentro del promotor

del gen tetA y suprime la transcripcion de tetA, inhibiendo la expresion de los genes
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subsecuentes. En presencia de anhidrotetraciclina, ésta se une al TetR que cambia
de forma al unirse el ATc, lo que impide al TetR unirse a tetO con ello se activa la
expresion de genes, tanto de tetA como tetR, estado denominado “Tet-ON” (98—
100). El gen tetA codifica una proteina transportadora (TetA) que expulsa el
antibiotico ATc fuera de la bacteria. Este sistema ha sido adaptado en
Mycobacterium a través de un plasmido de integracion y es regulado con ATc, que
no inhibe el crecimiento de las bacterias, no es toxica y a pesar de que
Mycobacterium es resistente natural a la Tc, no afecta el uso de la ATc, cruzando
facilmente la membrana bacteriana y uniéndose a la region Tn10 del TetR, lo que

permite controlar el sistema de expresion bacteriana (97,99).
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I1l. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO
La PZA es una de las principales drogas para la erradicacion de la TB porque acorta
el tratamiento convencional a solo 6 meses, también se usa para el tratamiento de
cepas MDR-TB y TB-latente. Sin embargo, aproximadamente el 66% de los casos
MDR-TB presentan resistencia a PZA, lo cual hace més dificil el tratamiento, por

lo que es recomendable disefiar regimenes individuales para cada persona (7,101).

El 70-97% de casos de resistencia a PZA se debe a mutaciones en el gen pncA que
codifica la PZAsa. Existe un 3-30% que aun no es explicado. Por lo tanto, se plantea
que pueden existir otras mutaciones que estén implicadas en la resistencia al
farmaco, como en los blancos de unién al POA, o en las bombas de eflujo que
transportan el POA a través de la pared celular de las micobacterias

(12,57,102,103).

Acorde al mecanismo de la PZA para convertirse en HPOA en MTB, el POA
liberado al medio extracelular puede ser cuantificado mediante la técnica de Wayne,
lo cual ha permitido encontrar en la medicion de la cinética del eflujo una
acumulacion del POA extracelular en cepas clinicas que presentan mutaciones en
genes codificantes de las bombas de eflujo, lo cual sugiere que una 0 mas bombas

pueden ser las responsables de la resistencia a PZA (104).

Por lo que el objetivo del presente proyecto es conocer cuél es el gen o genes que
codifican la bomba de eflujo que se encarga de transportar al POA en la bacteria, a
través del cambio de la cinética del POA, cuando un gen o genes candidatos sean

silenciados con la técnica de CRISPRI.
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IV. ANTECEDENTES
Los métodos de delecidn, represion de la expresion de genes en MTB han sido
ampliamente desarrollados a través de los afios (29,94,105). En el laboratorio de
Bioinformética y Biologia Molecular del LID-UPCH se han usado principalmente
las técnicas de homdlogous recombination-base gene replacement (cominmente
denomina gene knock-out) y CRISPRI para identificar bombas de eflujo que estén
relacionadas a la resistencia a drogas de primera linea contra TB. Asi mismo se ha
estandarizado y acoplado la técnica de Wayne de bajo costo para medir la velocidad
del eflujo del POA en micobacterias con especificidad de 100% y sensibilidad de

80%, y predecir facilmente cepas resistentes a PZA (15,104).

En nuestro grupo de estudio los genes que codifican a las bombas de eflujo han sido
inactivados por knock-out a través de recombinacion homoéloga. Mediante la
delecion del gen MSMEG_5046 en M. smegmatis se demostrd que la proteina
respectiva actia como una bomba de influjo y que tiene un efecto en la resistencia
a INH (106). Igualmente, se ha delecionado genes asociados a la resistencia a PZA,
MSMEG_5670, MSMEG_1250, MSMEG_2686, MSMEG_3815, MSMEG_1145,
MSMEG_0410 y MSMEG_0250 en M. smegmatis, para posteriormente evaluar el

efecto en la velocidad de eflujo del POA (datos aun no publicados).

Al no tener éxito en el knock-out de genes que codifican proteinas en MTB, se
obtuvo donaciones de cepas pncA knock-out (pncA-KO) de Boshoff et al., y cepas
con genes knock-out que codifican bombas de eflujo por BEI Resources (105).
Mediante una prueba de Wayne se comprobo que la actividad de la PZAsa fue nula
en las cepas pncA-KO, por lo que a partir de estas cepas se pudo estandarizar un

método de complementacion genética de la cepa pncA-KO con el gen pncA WT
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para corroborar que las mutaciones presentes en la PZAsa realmente confieren

resistencia a PZA (107).

En las cepas con los genes codificantes de bombas de eflujo
delecionados/inactivados por knock-out se observo un aumento o una disminucion
en la velocidad del eflujo del POA. Los resultados obtenidos no han sido
reproducibles, por lo que se optd por probar la técnica de CRISPRI en este estudio
para silenciar genes que codifican bombas de eflujo en micobacterias y evaluar su

efecto en la velocidad del eflujo del POA.
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V. HIPOTESIS

La represion transcripcional de uno o dos genes que codifican bombas de eflujo

cambia la velocidad del eflujo del &cido pirazinoico en Mycobacterium smegmatis.

VI. OBJETIVOS

6.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de la represion transcripcional por CRISPRi en
Mycobacterium smegmatis de genes homdélogos de bombas de eflujo de
Mycobacterium tuberculosis sobre la velocidad del eflujo del &cido

pirazinoico.

6.2. Objetivos especificos

Seleccionar genes codificantes de bombas de eflujo en Mycobacterium
tuberculosis.

Seleccionar genes codificantes bombas de eflujo en Mycobacterium
smegmatis homologas en Mycobacterium tuberculosis.

Silenciar genes codificantes de bombas de eflujo de manera individual en
Mycobacterium smegmatis.

Silenciar dos genes codificantes de bombas de eflujo simultaneamente en
Mycobacterium smegmatis.

Medir la velocidad de eflujo del &cido pirazinoico en Mycobacterium
smegmatis cuando los genes codificantes de bombas de eflujo estan

silenciados por CRISPRI.
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VIl. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

7.1.Tipo de estudio

Estudio experimental y analitico

7.2. Disefio de estudio

Los genes que codifican a las bombas de eflujo en MTB fueron identificados a
través de la base de datos Mycobrowser (https://mycobrowser.epfl.ch/). Se
seleccionaron nueve genes homologos en M. smegmatis para reprimir su
transcripcion en forma individual y conjunta mediante el sistema de CRISPRI. Y se
evalud el efecto del silenciamiento a través de la medicion de la velocidad del eflujo

del POA por medio del método de Wayne (Esquema 1).

1

L

Identificacion de las bombas de ‘

MSMEG 3815 eflujo de M. tuberculosis

MSMEG 0410 Busqueda de genes homologos ‘
— por BLAST en M. smegmatis

MSMEG 3046

—

Disefio de los ARN guia ]

', Un gen en un plasmido
pLURS62 (un solo ARNg)

MSMEG 5782

de M. smegmatis

Bombas de eflujo || MSMEI 4905 ‘ Clonacién de los ARN guia en ‘

E.coliy M. smegmatis

MSMEG 6554 Dos genes en un plasmido
I pLIRS62 (dos ARNg)
MSMEG 3436 [ Induccién del silenciamiento
MSMEG 0241 lv
[ Cuantificacion del ARNm
MSMEG 0250 l
- [ Evaluacion del eflujo ]

Esquema 1: Flujograma de trabajo
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7.3.Area de estudio
Laboratorio de Bioinformatica y Biologia Molecular de los Laboratorios de
Investigacion y Desarrollo (LID), Facultad de Ciencias y Filosofia de la

Universidad Peruana Cayetano Heredia.

7.4.Material bioldgico

Las cepas de M. smegmatis mc?155 y E. coli Nova blue fueron tomadas del banco
de cepas del Laboratorio de Bioinformatica y Biologia Molecular de los
Laboratorios de Investigacion y Desarrollo de la Universidad Peruana Cayetano

Heredia.

7.5.Procedimiento experimental

7.5.1. Identificacion de genes codificantes de bombas de eflujo con importancia
en la resistencia a pirazinamida o drogas de primera linea en M.
tuberculosis

Estudios previos en el laboratorio de Bioinformatica y Biologia Molecular, en cepas

de MTB con genes knock-out demostraron un cambio no reproducible en la

velocidad del eflujo del POA (datos no publicados). Estos resultados se tomaron
como guia para la seleccion de los genes del presente estudio, Rv1258c, Rv1634,

Rv0202c, Rv1183, Rv1250, Rv0934, Rv1348, Rv0507 y Rv0206c.

7.5.2.Busqueda de los genes homologos de M. tuberculosis en M. smegmatis

Los genes homoélogos de MTB en el modelo in vivo de M. smegmatis fueron
elegidos con una identidad mayor a 30% Yy una cobertura mayor a 50% de
secuencias de aminoacidos con el uso del software Blast (Basic Local Alignment

Search Tool — NCBI).
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Ademas, para confirmar la identidad mayor de 30% de las secuencias de
aminoacidos se realiz6 un alineamiento simple global de las secuencias de los genes
que codifican a las bombas de eflujo de MTB con las secuencias homdélogas de M.

smegmatis.

7.5.3. Disefio del ARN guia de los genes candidatos

El ARNg se disefié siguiendo el protocolo de Rock et al. 2017 (29). Primero se
descargaron las secuencias de todos los genes candidatos en el software NCBI,
luego se identificd la cadena no molde del gen codificante a reprimir, en la cual se
busco el reverso complementario de la mejor secuencia PAM (Tabla 2), luego se
cont6 dos nucledtidos hacia el 3’ y a partir de ellos se eligio entre 20-25 nucledtidos
hasta encontrar una citosina o timina, siendo asi el ARNg la secuencia reversa

complementaria de estos~20 nucle6tidos.

Una vez reconocida la secuencia del ARNg se disefi6 los cebadores para realizar la
formacion de esta y poder clonarla en el vector. En el caso del cebador forward se
le agregé en el sitio 5’ los nucledtidos GGGA a la secuencia del ARNg (5°->3")y
para el cebador reverse se le agreg6 al reverso complementario del ARNg en el sitio

5’ los nucledtidos AAAC.

29



Tabla 2: Secuencias PAM para dCas9sthl, ordenadas desde el mayor fold de

represion (29).

PAM Fold repression Standard deviation
MNMAGAAG 216.7 10.0
MNMAGAAT 216.2 10.4
MMAGA AR 158.1 228
NMNGGAAG 1452 53
MMAGAAC 120.5 75
MMNGGEA AN 1105 264
NMAGCAT 846 52
NMNAGGAG 82.2 G2
MNMAGGAT 647 87
MNAGT A A 534 4.9
MNMNGGAAC 515 6.2
MNMNGGAAT 473 33
MNMNAGCAG 422 7.0
MMNAGGAA 385 52
MNMNAGGAC 255 08
MNMNGGGAG 24.7 19
MNNGGGAT 24.2 34
MNMNGGGAA 123 08
MMAGCAC ne 12
MNMNGGGEAC 759 1.0
NMNGGCAT 6.7 ng
NMNGGCAG 40 03
MNMNGGCAA 33 03
MNMNGGCAC 27 03
ctrl sgRMA 13 01

Por ejemplo, en la secuencia del gen MSMEG _0410, se ubicaron dos secuencias del
reverso complementario de la primera secuencia PAM de la tabla 1 (5°-
NNAGAAG-3’), a partir de estas en direccion 3’ se eligieron 20 nucledtidos, que
conforman el ARNg, para la primera secuencia PAM el ARNg comprende la
secuencia hasta encontrar una citosina y en la segunda secuencia hasta una timina.
A ambos ARNg se les afiadié en el extremo 5’ los nucledtidos GGGA para la

sintesis de los oligonucledtidos y la clonacion posterior (Tabla 2) (Esquema 2).
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>NC_008596.1:c5145528-5143822 Mycobacterium smegmatis str. MC2 155
ATGCCTTCATCGCTGAACGCCCGCATCGCGGGCCTGCTCCCCAGCCGAGT

GGGTGCACTGCGCCCGCAGGACGGTACGGGGAATCCGTGGAATGCGCTGT
GGGCCATGATGTTCGGGTTCTTCATGATCCTGGTCGACGCGACGATCGTCT
CGGTCGCGAACCCGACGATCATGGTGGAACTCGGTGCCGACTACGACGGC
GTGATCTGGGTGACCAGCGCGTATCTGCTGGCATACGCGGTACCGCTGCT
CGTCACGGGCCGGCTCGGGGACATGTACGGGCCCAAGAACCTCTACCTGC
TGGGTCTGGGTGTCTTCACCGCGGCCTCGCTGTGGTGCGGTCTGGCGGGC
AGCATCGAGATGCTGATCGCCGCGCGCGTCGTGCAGGGCATCGGCGCGGC
GCTGCTGACGCCGCAGACGCTGTCGGCGATCACGCGCATCTTCCCGGCGA
ACCGGCGCGGTGTCGCGATGAGCGTGTGGGGAGCCACCGCGGGLCGTCGC
GACACTCGTGGGCCCGCTGGCCGGCGGTGTGCTGGTGGGCGGACTGGGCT
GGCAGTGGATCTTCTTCGTCAACGTCCCCGTCGGCATCGTGGGCATCGCG
CTCGCGGTATGGCTGGTGCCGACGCTGCCGACCACGCGGCACCACTTCGA
CATCCCGGGCATCGTGCTGTCCGCGGTCGGCATGTTCCTGATCGTGTTCGC
GCTGCAGGAGGGGCAGTCGAAGGACTGGGCGCCGTGGGTGTGGGGCACC
GCGACGCTTGGTGTCGGGGTCATGGCCGCGTTCTTCTTCTGGCAGTCGGTG
AACACGCGAGAACCGCTCATCCCGCTGCGGGTCTTCGCCGACCGCGACTT
CACGCTCGCCAACATCGGCGTCGCCGTCATCGGGTTCGCGGTCACCGCGA
TGATCCTGCCGCTGATGTTCTATTTGCAGACCGTGTGCGGTCTGTCGCCCA
TCCGGTCGGCGTTGGTCACCGCGCCGACCGCGATCGCAAGCGGCGTGCTG
GCACCGTTCGTCGGGCGCATCGTCGACCGCGTGCACCCCATGCCGGTGAT
CGGCTTCGGGTTCTCGGCCATGGCGATCGGGTTGACCTGGCTGTCGATCG
AGATGGCGCCCACGACGCCGATCTGGCGGCTGCTGCTGCCGCAACTGCTC
ATGGGCATCGGCATGGCGTTCATCTGGTCACCGCTTGCGGCCACGGCCAC
GCGGCACCTGCCGCCCGATCTGGCCGGCGCCGGATCGGGCGTCTACAACA
CGACGCGGCAGGTCGGCTCGGTGCTGGGCAGTGCGGGGATCGCGGCGTTC
ATGACGTGGCGCATCACCGACGAGGTTCCTGGCATGCAGGACGCGGCACC
CGCGGGCGAATCGGGGGGCGCGGTCGAGCAGCTGCCCGAGTTCCTGCGTG
AACCGTTCTCGGCCGCGATGTCGCAGGCCATGCTGCTGCCTGCGTTCATCG
CGCTGTTCGGTGTGGTGGCCGCGCTGTTCCTGCTGGGCTTCGGCAGCAACC
GCGCGGCGGGGCATCCCGAACCGGAGCACGCGGGCGACTATCCCGACGA
CGATGAGTACGTCGAGATCATCCTGAGCAGCGACCCGCCCGAGGATCCGC
CCACCGATCCGCAGGACGACCGGTGGCAGCACATCCTCGACCGGTTGATG
CAGGACGCGCCGCCGGAGGATCCGTTGCCCGGTCGCGGTCCGCAGCGCCG
GTGA

Esquema 2: Disefio de dos ARNg para el gen MSMEG_0410. Los nucleétidos
resaltados en amarillo son las secuencias complementarias de las secuencias PAM
ubicadas en el gen codificante MSMEG_0410 y los nucle6tidos resaltados en rojo

son los ARNg elegidos a partir de las secuencias PAM.
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7.5.4. Hibridacién de oligonucleétidos — disefio del ARN guia:

A la secuencia del ARNg se le agrego la secuencia diana de corte de la enzima de
restriccion BsmBI en el extremo 5’ (oligonucleoétido forward) y 3” (oligonucleétido
reverse) para su posterior insercion en el plasmido pLJR962, por lo que se unieron
ambos oligonucledtidos a través de una hibridacion a fin de obtener un ADN de
doble hebra.

Se homogeniz6 4 pl de cada cebador disefiado (100uM) con 42 ul de buffer
annealing (50mM Tris pH7.5, 50mM NaCly 1mM EDTA) en un volumen final de
50 ul, luego se realizé el annealing en el termociclador benchmark a 95 °C por 2

min, disminuyendo la temperatura hasta 25°C a una tasa de 0.1°C/ segundo.

7.5.5.Clonacion del ARN guia en el plasmido de integracion de CRISPRi —
pLIR962
7.5.5.1. Digestion enzimatica del plaésmido pLJR962 con la enzima de
restriccion BsmBl:
La inserciéon del ARNg al plasmido de CRISPRI, pLJR962 para M. smegmatis se
realiz6 a través de una digestion enzimatica con 2.5 pg del vector con 40 U de la
enzima BsmBI (NEB: 10U/ul), 1X del Buffer 3.1 (NEB: 10X) completado con agua
grado PCR en un volumen final de 50 pl y fue incubado a 55°C por toda la noche
(18 — 20 horas). Luego se incubo con fosfatasa alcalina (rSAP) (1U/ul) a 37°C por
30 minutos, para disminuir el nimero de plasmidos autoligados. Se comprob6 que
el plasmido fue completamente linealizado por una electroforesis de agarosa a 96V
durante una hora en un gel al 0.8% con 1X de SYBR safe DNA gel stain
(Invitrogen). A partir de ello se realizo la purificacion del plasmido para eliminar

residuos que pueden inhibir la reaccion de ligacion; se utilizo el Zymo clean™ Gel
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DNA Recovery kit (Zymo Research), luego se midi6 la concentracion final del

ADN plasmidico en el Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific).

7.5.5.2. Ligacién:

En un microtubo de 500 ul se homogenizé el plasmido pLJR962 linearizado y
purificado con los oligdmeros hibridados del ARNg a 16°C durante toda la noche
(17). 9 ng de plasmido digerido, 0.5 pl de oligonucleétidos (ARN guia), 40U de T4
ADN ligasa (NEB: 10,000 Unidades/ml), 0.5 pl de 10x buffer T4 ADN ligasa y
agua PCR hasta completar los 5 pl de volumen final. Ademas, se agreg6 un control
de autoligados, el mix sin oligonucle6tidos a las mismas condiciones. Luego los 5
ul de las reacciones fueron transformadas por shock térmico en 50ul de células
competentes E. coli nova blue (Anexo 1y 2). Las colonias recombinantes fueron

seleccionadas con el antibiotico kanamicina (40 pg/ul).

A partir de los cultivos, los plasmidos recombinantes fueron extraidos y purificados
con el kit ZymoPureTM plasmid miniprep (Zymo research). Los plasmidos con los
insertos fueron secuenciados con el cebador 1834 (5°-TTC CTG TGA AGA GCC
ATT GAT AAT G-3’) por el método de SANGER (MACROGEN, USA). Los
resultados fueron analizados con el software MEGA (anélisis genético evolutivo

molecular).

7.5.5.3. Transformacion por electroporacién en M. smegmatis:

Una vez que se confirmo que los ARNg de los genes de interés estaban en el
plasmido pLJR962, estos fueron extraidos y recuperados con el kit ZymoPureTM
plasmid miniprep. Las bacterias M. smegmatis fueron transformadas por
electroporacion con 0.5 — 5 pg de plasmidos recombinantes, proceso en el que

también las clonas fueron seleccionadas por resistencia al antibidtico kanamicina
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(20 pg/pl) en medio de cultivo agar 7H10 suplementado con 10% de OADC (Acido
oleico, albumina, dextrosa y catalasa), 0.2% de glicerol durante 3 — 5 dias. Asi
mismo, solo se usd 20 pg/ul de kanamicina porque es la concentracion ideal para
evaluar resistencia en micobacterias transformadas, porque existe menos
probabilidad de contaminacion en el medio 7H10 a comparacion del medio LB

agar. Ademas, las condiciones de electroporacion estan mencionadas en el anexo 3
y 4.

7.5.6. Induccion del silenciamiento

Las clonas seleccionadas por resistencia a Kanamicina de M. smegmatis
transformadas con los plasmidos pLJR962 con los ARNg clonados fueron
sembradas en 10 mL de caldo 7H9 base suplementado con 10% de OADC (Acido
oleico, albumina, dextrosa y catalasa), 0.2% de glicerol y 0.05% Tween 80, para
evitar la formacion de grumos y se logre el crecimiento homogéneo de las
micobacterias en el medio liquido, ademéas se agregd kanamicina (20ug/ul) y
carbenicilina (50pug/ml, M. smegmatis es resistente natural a este antibiotico, por lo
que se agrega para aumentar una barrera de proteccion contra bacterias
contaminantes) a 37°C a 300 rpm durante 3 - 5 dias. A partir de este cultivo se
inocul6 en un nuevo caldo 7H9 — T con kanamicina (20 pg/pl) y carbenicilina (50
pg/ml) a 37°C a 300 rpm durante 18 horas, hasta llegar a su fase logaritmica,
ODsoonm: 0.5 - 0.8, luego se diluyé con medio 7H9 — T hasta ajustar su ODegoonm a
0.1 — 0.2, para iniciar la induccion del silenciamiento con 100ng/ml

anhidrotetraciclina (ATc, disuelto en etanol) durante 14-24 horas (108).
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7.5.7. Ensayo fenotipico

Se sembrd 100 pl de cultivo en placas de medio 7H10 con kanamicina (20 pg/ul),
carbenicilina (50 pg/ml) y con 100ng/ml de ATc a 37°C durante 3 — 5 dias.
Asimismo, también se usaron placas control con medio 7H10 con kanamicina (20
pg/ul), carbenicilina (50 pg/ml) y sin ATc (etanol al 5% diluido con agua MQ,

porque es la concentracion final de etanol en que se diluyo la ATc).

7.5.8. Cuantificacién relativa de la abundancia del ARN mensajero

A partir de los cultivos diluidos OD600nm: 0.1 - 0.2 en 10ml de medio liquido 7H9-
T con kanamicina (20ug/ul) y carbenicilina (50 pg/ml), se indujo el silenciamiento
con 100 ng/ml de ATc, el cual se dejo6 incubando durante 14 — 24 horas a 37°C, 300
rpm hasta legar aun OD600nm mayor a 1. Ademas, se cont6 con un control, cultivo

de M. smegmatis sin ATc.

7.5.8.1. Extracciéon de ARN

Las bacterias inducidas y no inducidas fueron centrifugadas en un tubo de 15 ml
libre de RNasa a 3000 g durante 20 min a 4°C, luego el pellet fue lavado con buffer
TE pH 8 a 3000 g durante 20 min a 4°C, después el pellet fue resuspendido en 1ml
de TRI Reagent (Zymo Research) en un tubo de tapa rosca con beads de zirconio
de 0.1 mm. Las células fueron lisadas a 6.5m/s durante 30 segundos, dos veces, con
un intervalo de tres minutos por cada ciclo en el equipo Fast Prep (MP

Biomedicals).

Los cultivos lisados fueron centrifugados a 12000 g durante 15 min a 4°C, se paso
el sobrenadante a un nuevo tubo de 1.5 ml, agregandole 200 pul de cloroformo, luego
las muestras fueron agitadas vigorosamente por 15 seg, y se incubé durante 5 min

en hielo. La mezcla fue centrifugada a 12000 g durante 15 min a 4°C, luego se

35



separ0 la fase acuosa, el sobrenadante, a un nuevo tubo, en el cual se afiadi6 el
mismo volumen de etanol absoluto frio y se mezcl6 por inversion durante 4 veces,
traspasando todo el volumen a la columna de purificacion Directzol RNA kit (Zymo
Research), en el cual se incubé durante 10 min en hielo, para luego ser centrifugado
a 16000 g durante 1min a temperatura ambiente en la micro centrifuga, se descarto
el liquido del tubo colector y se realizo el lavado a la columna con 400 ul de
Directzol RNA Pre-wash (Zymo Research) a 16000g durante 30 seg, luego se
realiz6 otro lavado con 700l de RNA Wash buffer (Zymo Research) a 16000g
durante 2 min a 4°C, se descart6 todo rezago de wash, con una centrifugacion al
vacio a 16000g durante 1 min a temperatura ambiente. EI ARN fue eluido de la
columna con 20ul de agua libre de RNAasas (DEPC), luego fue cuantificado en
nanodrop (Thermo Fisher Scientific) y se evalu6 su integridad en una corrida
electroforética de agarosa al 1.5% con buffer Tris Borato EDTA (TBE1X) a 90V

durante 1 hora.

7.5.8.2. Retrotranscripcion

El ARN extraido (1000ng/ul) fue tratado con Ambion DNasel (Thermo Fisher
Scientific) para eliminar restos de ADN, se realizé un mix con 4 pug de ARN, 2 pl
de DNasel y agua DEPC en un volumen total de 20 pl, se incubo la reaccién a 37°C

durante 30 min y para inactiva la enzima se incubo a 75°c durante 5 min.

A partir del ARN tratado con DNasel se formé una hebra de ADN con el kit de
retro transcriptasa SuperScript 1V (Thermo Fisher Scientific) en dos fases, la
primera fase, la hibridacion del cebador con el molde de RNA y una segunda fase,

preparacion de reaccion de la retro transcriptasa (Anexo 6).
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7.5.8.3. Reaccidn en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR)

ElI ADNc formado por la retrotranscripcion se usd para la amplificaciéon y
cuantificacion relativa de los niveles de ARNm de los genes de interés con SYBR
Green (Takara) y con cebadores especificos para cada uno de ellos; asi mismo, los
cebadores se disefiaron en el software primer-blast del NCBI, los cuales se ubicaron
a después de la region flanqueante del lado 3’ de las secuencias complementarias

de los ARNg de cada gen.

El master mix se realizd con 0.3 uM del cebador forward, 0.3 uM del cebador
reverse, 2.5 pl de SYBR Green, 4.5 pl de H,O PCR y 1 pl de ADNc en un volumen
total de 10 pul. Por cada gen se tuvieron tres replicas técnicas empleando el mismo
ADNCc para cada condicion y se realiz6 el gPCR en las condiciones: 95°C de
denaturacién inicial a 10 min, 40 ciclos de 95°C a 10 seg, 61°C a 20 seg, 72°C a 10
seg, Yy la curva de melting a 95°C a 5 seg, 65°C a 1 min y 97°C continuo en el
termociclador LightCycler Nano (Roche). Ademas, se evalud la eficiencia de
amplificacion para cada par de cebadores con diluciones de ADNc, 1:10, 1:100,
1:1000, 1:1000 y 1:10000 por triplicado. La cuantificacion relativa de la abundancia
del ARNm de los genes se evalué en base al método del Livak, con el gen
constitutivo MSMEG_2758, que se usé para normalizar los niveles de expresion

relativa entre cada las muestras tratadas y sin tratar con ATc (29,109).

7.5.9.Clonacion multiple de dos ARN guias en el plasmido pLIJR962.
Una vez que se corroboro el silenciamiento de los genes de interés por CRISPRI,

con el ARNg disefiado correctamente se pasoé a realizar la clonacion multiple.

En la clonacion multiple se usaron principalmente dos plasmidos recombinantes

con diferentes ARNg clonados. Al primer plasmido con un ARNg de un gen se le
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realizo un PCR, al segundo plasmido que contenia otro ARNg de un gen diferente

se linearizo con la enzima de restriccion Sapl (NEB: 10U/ul).

El primer plasmido recombinante con un ARNg clonado fue usado como blanco
para un PCR con los cebadores 2433 (5’-AAT ATG CTC TTC AGG ATC TGA
CCA GGG AAAATAGCC-37)y 2434 (5>-TTT ATGCTC TTC ACT GAA AAA
AAA AAC ACC CTG CCA TAA AAT GAC-3), los cuales tienen insertado la
secuencia de la enzima de restriccion Sapl (5°... GCTCTTC(N):...3’,
3’...CGAGAAG (N)4..5”). LA PCR se realiz6 en un volumen final de 20 pl con la
polimerasa 2x Phusion High Fidelity (Thermo Fisher), 0.5 uM de cebadores, 10 ng
de plasmido y el volumen se completdé con agua PCR, siguiendo las siguientes
condiciones: 2 min de denaturacion a 98°C; 27 ciclos de 45 seg a 98°C de

denaturacién, 30 seg a 62°C de hibridacion y 10 seg a 72°C de extension.

Los productos PCR fueron verificados en un gel de agarosa al 1% a una corrida
electroforética de 95 V durante 45 min, en el cual se us6 el marcador 1 kb plus DNA
ladder (Invitrogen). Luego los productos PCR fueron purificados de productos que
puedan inhibir la reaccion de digestion con las columnas de purificacion PCR

(ROCHE).

A los productos amplificados y purificados se les realizé la digestion con 10 U de
la enzima Sapl (NEB: 10U/pl), 1X del buffer CutSmart (NEB: 10X), 1-2ug del
producto PCR en un volumen final de 20 pl completado con agua PCR, se incubo
toda la noche a 37°C, luego para inactivar la enzima, comprobar y purificar la
digestion de los productos PCR se efectud una electroforesis en un gel de agarosa
al 0.8% con 1X de SYBR safe DNA gel stain (Invitrogen) a 96V durante 45 min,

se purifico el producto PCR digerido a través de un gel de agarosa al 0.8% con el
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kit Zymo clean™ Gel DNA Recovery (Zymo Research) y se midi6 la concentracion

final del producto en el nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific).

7.5.9.1. Digestién de los plasmidos recombinantes

El segundo plasmido recombinante con un ARNg diferente fue linearizado con la
enzima Sapl (NEB: 10 U/ul). Se mezcl6 2 pg — 5 pug del plasmido linearizado con
10 U de la enzima Sapl (NEB: 10U/ul), 1X del buffer CutSmart (NEB: 10X), la
enzima rSAP (1U/ul) y se completé con agua PCR en un volumen de 40pl, se
incub6 a 37°C durante 18 horas. Se comprob6 que el plasmido fue linearizado por
una electroforesis de agarosa a 96 V por una hora en un gel al 0.8% con 1X de
SYBR safe DNA gel stain (Invitrogen), a partir de ello se realizo la purificacion del
plasmido para eliminar residuos que pueden inhibir la reacciéon de ligacién con
Zymo clean™ Gel DNA Recovery kit (Zymo Research) y se midio la concentracion

del plasmido digerido en el nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific).

7.5.9.2. Clonacion maltiple por el método de Golden Gate:

La clonacion multiple se realiz6 a través del método Golden Gate con el plasmido
y el producto PCR digeridos con la enzima Sapl (NEB: 10U/ul) y purificados por
gel de agarosa. Las enzimas de restriccion Ils (BsmBl y Sapl) tiene la capacidad de
cortar el ADN plasmidico, 4 nucledtidos fuera del sitio de reconocimiento, los
cuales serviran para ensamblar y clonar multiples secuencias en un solo paso de

manera eficiente y facil (110,111).

A 75 ng de plasmido digerido se le agregd 75 ng de producto PCR, 2.5ul de Buffer
T4 ADN ligasa (NEB: 10X), 2.5 unidades de T4 ADN ligasa (NEB: 10 U/ul) y
agua PCR en 25ul. La mezcla se incubo siguiendo el protocolo de New England

Biolabs, (5 mina 37°C y 5 min a 16°C) 30 veces, seguido por 5 min a 60°C, luego
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toda la noche a 4°C y repetir finalmente 5 min a 60°C y el constructo fue
transformado por shock térmico en células competentes de E. coli Nova blue

(Anexo 1y 2).

7.5.9.3. Verificacion de la clonacién multiple por PCR de colonia

Las colonias de clonacion multiple fueron verificadas por PCR de colonia con los
cebadores 2436 (5>-TGC GGC GCT TTT TTT TTT GAATTC-3") y 2438 (5°-CTG
CGT TAT CCC CTG ATT CTG-3"), que flanguean el sitio de clonacion mdaltiple
con sitios de restriccion de tipo Ils con un producto de 506pb. Asimismo, se us6 un
control negativo, que fue el plasmido con un solo ARNg que amplific6 355pb. Para
amplificar los productos PCR se tom6 una asada de las colonias resuspendiéndolas
en 100 pl de Buffer TE, luego se homogeniz6 con el vortex durante 3 min y se
hirvid a 95°C durante 5 min, se tomé 1l del sobrenadante para hacer el master mix.
El PCR de colonia se realizé con 1X de ADN polimerasa 2X Phusion High Fidelity
(Thermo Fisher Scientific), 1ul de ADN extraido, 0.5uM de cebadores forward y
reverse en un volumen final de 20ul. El ciclaje fue como sigue: 30 seg de
desnaturalizacion inicial a 98°C; 27 ciclos del0 seg de desnaturalizacion a 98°C,
30 seg de hibridacién a 61°C, 11seg de extensiéon a 72°C y 2 min de extension final

a72°C.

El tamafio de los productos PCR fueron verificados en un gel de agarosa al 1% a 96
V durante 50 min. Luego se verifico la secuencia de los ARNg por secuenciacion
de Sanger (MACROGEN, USA) con los cebadores forward (5’-GGC TCC CTC
ACG ATA TCA ATA AACG-3’) y reverse (5’-CAC CTC TGA CTT GAG CGT

CGAT-3’) y andlisis en el software MEGA.
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7.5.9.4. Verificacion de la clonacién multiple por secuenciacion
En el analisis del secuenciamiento primero se localizé las secuencias completas o
parte de ellas, dependiendo del ruido, baja calidad del cromatograma, a los primers

2436y 2438.

El ARNg 1 se localiz¢ a partir de los nucleotidos de los primers 2433 (5°-TCT GAC
CAG GGA AAATAG CC-3)y 2434 (5°-AAA AAA AAA ACACCCTGC CAT
AAA ATG AC-3’), subrayado, en el interior se ubicaron una parte de los sitios de
corte de la enzima de restriccion BsmBI, (5’-GGGA-3’) en el cual inmediatamente
inicio el ARNg del gen, ARNg de MSMEG_3815, color rojo (5’-GCA CGG TGG

TCG CGG CGA CC-3’) (Esquema 3).

El ARNg 2 se ubicd segin un fragmento del sitio de corte de la enzima de
restriccion Sapl (5°-GGA-3’), seguidas por las secuencias de los primers 2433 y
2434 (5-GGA TCT GAC CAG GGA AAA TAG CC-3") y (5’-CTG AAA AAA

AAA ACA CCC

TGC CAT AAA ATG AC-3’) respectivamente, luego se encontraron los sitios de
corte de BsmBI seguido por el ARNg 2, MSMEG 0410 (5°-
GCCCATCTTGGCGAAACTCA-3") (Esquema 3).

AATAAACGAAAGGCTCAGTCGAAAGACTGGGCCTTTCGTTTATCTGTTGTTTG
AAAAAAAAAAGCGCCGCAACTGCGGCGCTTTTTTTTTTGAATTCTICTGACC
AGGGAAAATAGCCCTCTGACCTGGGGATTTGCGATCCCTATCAGTGATAGAT

ATAATCTGGGAGCACGGTGGTCGCGGCGACCGTTTTTGTACTCGAAAGAAG
CTACAAAGATAAGGCTTCATGCCGAAATCAACACCCTGTCATTTTATGGCAG

GGTGTTTTTTTTTTGTCGACTTGGGGACCCTAGAGGTCCCCTTTTTTATTTTTTI
GGATCTGACCAGGGAAAATAGCCCTCTGACCTGGGGATTTGCGATCCCTATC
AGTGATAGATATAATCTGGGAGCCCATCTTGGCGAAACTCAGTTTTTGTACT
CGAAAGAAGCTACAAAGATAAGGCTTCATGCCGAAATCAACACCCTGTCATT
TTATGGCAGGGTGTTTTTTTTTTCAGGAAGCTTAAAAAAAAAAGCCCCGCGAT
TGCGGGGCTTTTTTTTTTTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGC
AGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTA

Esquema 3: Analisis del secuenciamiento de la clonacién mdltiple de dos genes.
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7.5.10. Velocidad de eflujo del POA
Las cepas con los genes silenciados se cultivaron hasta llegar a fase logaritmica y
luego se diluyé a un OD600nm de 0.1 a 0.2 en 17ml de 7H9 - T para inducir el

silenciamiento con ATc (100 ng/pl) y sin ATc (control) a 37°C por 14 — 24 horas.

Los cultivos fueron centrifugados a 12500 rpm durante 20 min a 4°C, el pellet fue
resuspendido con 12 mL de buffer citrato 10mM pH7 hasta ajustar sus OD600nm
por igual. Posteriormente se prepararon alicuotas de 900 ul de la suspension en
tubos de 1.5 mL y se incub6 durante 20 min a 37°C, luego se incub6 con 100 pl de
10 mM de PZA (Sigma Aldrich) a 37°C en diferentes intervalos de tiempo 5, 10,
15, 20, 25 y 30 min, la reaccién se detuvo por centrifugacién a 14800 rpm por 2
min, de los cuales se guard6 500 pul del sobrenadante, fraccion extracelular, para la
reaccion de Wayne. Asi mismo, al tubo control, tubo 0, con 900 ul de cultivo, no
se incubo con PZA, se centrifugd y se tom6 solamente 450 pl del sobrenadante, al
cual se le agrego 50 ul de 10mM PZA y el pellet se resuspendio con 500 pl de 10
mM de buffer citrato a pH 7, luego fue hervido a 100°C por 20 min, centrifugado a
10000 rpm durante 10 min 'y el sobrenadante, la fraccion intracelular, se uso6 para la

cuantificacion por Bradford.

7.5.10.1.Reaccion de Wayne:

ElI POA, expulsado por la bacteria, fue cuantificado mediante la reaccion de Wayne.
La reaccion de Wayne detecta el POA debido a que se une con el sulfato de amonio
ferroso formando un complejo de color rojo que es detectado a 450 nm (112,113).
Se adiciono 10ul de 20% de sulfato de amonio ferroso a 500 pl de la fraccion
extracelular, se mezcld con el vortex y se incubd 5 min a temperatura ambiente,

luego se centrifugd a 10 000 rpm durante 5 min, se tomé 100 ul de sobrenadante y
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se puso en una placa de 96 pocillos de fondo plano (Costar) y se realiz6 la lectura
en el espectrofotdbmetro (Spectra mMax 190) a 450 nm. La cuantificacién se realizé
mediante una curva estandar de POA con concentraciones de POA 0.4, 2, 4, 8, 12

y 16 mM en 10 mM de buffer citrato pH 7.

7.5.10.2.Bradford

La técnica de Bradford es un método sensible y rapido para la cuantificacion de
proteinas a través de colorimetria utilizacion la luz visible (114). El objetivo de
cuantificar las proteinas de la fraccion intracelular es de obtener un nimero
aproximado de bacterias y asi poder normalizar la concentracién de POA con el
namero de células (POA mg/ proteinas). Las absorbancias obtenidas por el método
de Wayne en los diferentes tiempos, 0, 5, 10, 15, 20, 25 en los cultivos tratados con
ATc y sin ATc fueron divididas por la concentracion en mg de la proteina

cuantificada por Bradford respectivamente (27).

En una placa de 96 pozos se agreg6 20 ul de las fracciones intracelulares y se agregd
200 pl de la reaccion de Bradford diluida con agua MQ 1:4, se midio la absorbancia
a 595 nm. Ademas, se realiz6 una curva estandar para cuantificar las proteinas con

5, 10, 20, 50, 80 y 100 pg/ml de BSA.

7.5.11. Anélisis

La variabilidad del eflujo del POA entre las bacterias inducidas y no inducidas con
el sistema CRISPRI, en los tiempos 0, 5, 10, 15, 20, 25 y 30 min fue validada por
una regresion lineal multiple con un intervalo de confianza al 95% utilizando el

software estadistico Stata version 14.
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VIIl. RESULTADOS
8.1.Alineamiento de secuencias y seleccién de los genes homologos de M.

tuberculosis en M. smegmatis
La busqueda de las secuencias homologas en M. smegmatis de los genes Rv1258c,
Rv1634, Rv0202c, Rv3728, Rv2005c, Rv1183, Rv1250, Rv0934, Rv3239c, Rv1348
y Rv0507 de M. tuberculosis se realizé con el software en linea Blast de NCBI
(115). El anélisis fue realizado a partir del inicio de marco de lectura de cada gen a
nivel de aminoéacidos, buscando que las proteinas en M. smegmatis tengan un
porcentaje de identidad mayor al 20% y una cobertura mayor al 50% con los

amino&cidos de M. tuberculosis (figura 6) (Anexo 7).

b Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.
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drug efflux membrane protein [Mycolicibacterium smegmatis MC2 155] 474 A74  8B8% 8e-166 65.63% YP_888107.1
drug_transporter [Mycolicibacterium smegmatis MC2 155] 878 87.8 84% 5e-19 26.73% YP_887866.1
efflux membrane protein [Mycolicibacterium smegmatis MC2 155] 61.2 612 31% 1e-10 28.19% YP_889903.1

Figura 6: Resultado de la busqueda en BLASTp de la secuencia Rv1634 de M.
tuberculosis, encontrando como homdlogo el transportador de tipo MFS en M.
smegmatis mc?1555 con 65.63% de identidad, 88% de cobertura y con el nimero

de accesion YP_888107.1.
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En total se obtuvieron nueve genes codificantes de bombas de eflujo en MTB con

sus respectivos homoélogos en M. smegmatis (Tabla 3).

Tabla 3: Resultados de la homologia de los genes de bombas de eflujo de M.
tuberculosis en M. smegmatis. Quedando como candidatas por mayor homologia y
cobertura los genes MSMEI_4905, MSMEG_3815, MSMEG_0241, MSMEG_0410,

MSMEG_5046, MSMEG_5782, MSMEG_6554, MSMEG_3496 y MSMEG_0250

Numero de
Locus | Cobertura | Identidad | Gen Homologo accesion
1| Rv1258c |  68% 62.59% | MSMEI_4905 | AFP41349.1
2 | Rv1634 88% 65.63% | MSMEG_3815 | YP_888107.1
3 | Rv0202c | 100% 69% MSMEG 0241 | YP_834656.1
4 | Rv1183 97% 57% MSMEG_0410 YP_884823.1
5 | Rv1250 86% 64.47% | MSMEG_5046 | YP_889296.1
6 | Rv0934 7% 34.23% | MSMEG 5782 YP_890011.1
7 | Rv1348 99% 71.58% | MSMEG_6554 YP_890766.1
8 | Rv0507 95% 59.31% MSE\I"n 'fn%—li’)‘l % | vp 887800.1
9 | Rv0206c |  66% 77% Msé\r"n En(;—lg)%o WP_011726778.1

8.2. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de M. tuberculosis con sus
homélogos en M. smegmatis

Se comprobo los resultados de BLASTp de las secuencias homologas de los genes

Rv1258c, Rv1634, Rv1183, Rv0202c, Rv1250, Rv0934, Rv1348, Rv0507 y Rv0206¢C

de M. tuberculosis en M. smegmatis, por alineamiento simple global de las

secuencias de aminoécidos completas, comprobandose una vez mas que los genes

MSMEI_4905, MSMEG_3815, MSMEG_0241, MSMEG_0410, MSMEG_5046,
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MSMEG_6554, MSMEG_5786, MSMEG_3496 Y MSMEG_0250 codifican

proteinas homologas con una identidad mayor a 50% (Figura 7).

H37Rw 1 MTETAS--ETGSWRELLS-RYLGTSIVLAGGVALYATNEFLTISLLPSTI a7
R I S e e

mc2 1 MTETARAEAAGTWROLLGRRY LGASTWLAGGVLLYATHNEFITISLLPSAY =15 ]

H37Rw 48 ADIGGESRLYAWWTT LY LVGSWWAATTVNTMLLRVGARSSY LMGLAVFGLA a7
UL L DT e el e ez e L] -

mc2 51 ADIGEQRFYAWWT TWY LVASVWAATTVHSVLMRLGPRVAYLVALTVFGAG 10a

H37Rw 298 SLVCAAAPSMOILVAGRTLOGIAGGLLAGLGYALINSTLPEKSLWTRGSAL 147
LE L0 s DL L DT s s L5 [ s- 11

mc2 18l SLGCALAPSMOLLLAGRLVOGFAGGLLAGLGYAVINTALPHNTLHTKASAL 158

H37Rw 148 VSAMWOEVATLIGPATGELFAQLGLWRIWAFGWMTLLTALMAMLVPVALGAG 197
UL T L= L LT ss [T e]

mc2 151 VSAMWGYVGETWVVGPASGGLFAQYGSWRIWAFGVLVIL TAAMAV LVPLAL - - - 187

H37Rw 128 GVGPGGET - -PVGSTHEVPVWSLL LMGAAALATSVAALPNY LVOTAGLLA 245

lelesl el i e s s e lee ]|

mc2 198 -PGRGSDTLVPPG----IPVWSLYVLLGSAAMANVSVAGIPHDPRGTAALLL 242

H37Rw 246 AAAL LVAVAWVWVDWRIHAAVLPPEVFGSGP LEKWIYLTMSVOMIAAMVDTY 295
o ee Ll L 2L D ze L] T

mc2 243 VeVALVVAFIVVDRRAGASVLPPSTFGPGP LEKWIYMS LGV LMAATMVDMY 292

H37Rv 296 VPLFGQRLGHLTPVAAGFLGAALAVGWTVGEVASASLNSARVIGHVVAAA 345
R A N A R N R N R N A A R A R A KR

mc2 293 VPLFGQRLAHMTPVVAGFFGAVLSVGIWT FGEIASASLQNRKVIRRMVAVA 342

H37Rv 346 PLVMASGLALGAVTQRADAPVGITALWALALLIIGTGIGIAWPHLTVRANM 395
R R R e A R A NN R C AR R AR R RN

mc2 343 PLVMALGLAAGAVLVRNGMPVLLVVLWALALLVTGAGIGIAWPHLSAWAM 392

H37Rv 396 DSVADPAESSAAAAATINVVQLISGAFGAGLAGVVVNTAKGGEVAAARGLY 445
S IS T P P T

mc2 393 SSVDDPAEGPAAAAAINTVQLICGAFGAGLAGVVVNLVNVGNPSSATWLF 242

H37Rv 446 MAFTVLAAAGVIASYQATHRDRRLPR 471
IR IR R A A PR

mc2 443 AAFAVLAVAGTLASIRAVR-====== 461

Figura 7: Alineamiento por Clustal de la secuencia de aminoacidos de Rv1634 de MTB
H37Rv con la secuencia de su gen homologo MSMEG_3815 de M. smegmatis mc? 155,

con una identidad de 63.2%.

Asi mismo, se repitio el alineamiento de secuencias de los genes de MTB con los
genes que se obtuvieron por blast de M. smegmatis, corroborando que tienen una

identidad y similitud mayor al 20% (Tabla 4).
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Tabla 4: Alineamiento de las secuencias de MTB con los genes de M. smegmatis

por Clustal, en el cual se obtiene una identidad mayor de 30% y una similitud mayor

al 40%

Genesde MTB | Genes homologos en M. smegmatis Identidad | Similitud
Rv1634 MSMEG_3815 63.2% 75%
Rv0202c MSMEG_0241 69% 80.6%
Rv1183 MSMEG_0410 55% 72%
Rv1250 MSMEG_5046 55.8% 67.4%
Rv0934 MSMEG_5782 30.5% 45.3%
Rv1348 MSMEG_6554 71.4% 83.6%
Rv0507 MSMEG_3496 56% 72.3%
Rv1258c MSMEI_4905 42.7% 51.1%
Rv0206¢ MSMEG_0250 69.68% 66%

8.3.Disefio de los ARN guias

Se disefiaron un par de oligonucledtidos por cada gen, para hibridarlos, del cual se
obtendra el ADN molde, a partir del cual se generara un ARNg por cada gen cuando
este sea sobreexpresado en las micobacertias. Se obtuvo un ARNg para MSMEG
5782, MSMEG_3496, MSMEG_6554, MSMEG 1258, MSMEG_3815 vy
MSMEG_0241 y dos pares ARNg diferentes para MSMEG_5046, MSMEG_1258 'y
MSMEG_0410. Ademas, para el gen MSMEG_0250 se us6 la secuencia de ARNg

reportada previamente (Tabla 5) (29).
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Tabla 5: Oligonucledtidos disefiados a partir de las secuencias de los genes de

interés para formar los ARN guias del sistema de CRISPRI. Las letras rojas es el

nucledtido del inicio del ARNg. Las letras moradas los nucle6tidos necesarios para

clonar los ARNg dentro del plasmido pLJR962.

Oligonucleotido 1

Oligonucleotido 2

MSMEG_3815| F: |5 GGGA GCACGGTGGTCGCGGCGACC 3’

Rv1634 R: |5 AAAC GGTCGCCGCGACCACCGTGC 3’

ARN guia 5' GCACGGTGGTCGCGGCGACC 3’

MSMEG_0410 | F: |5' GGGA GCCCATCTTGGCGAAACTCA 3' 5' GGGA GGTGGTCTTGTCCTGGCTGG 3'
Rv1183 R: |5' AAAC TGAGTTTCGCCAAGATGGGC 3' 5' AAAC CCAGCCAGGACAAGACCACC 3'
ARN guia 5' GCCCATCTTGGCGAAACTCA 3' 5' GGTGGTCTTGTCCTGGCTGG 3'
MSMEG_5046 | F: |5 GGGA ATGCCGACGGGGACGTTGAC 3’ 5' GGGA GCGACACCGCGCCGGTTCGC 3'
Rv1250 R: |5 AAAC GTCAACGTCCCCGTCGGCAT 3’ 5' AAAC GCGAACCGGCGCGGTGTCGC 3'
ARN guia 5' ATGCCGACGGGGACGTTGAC 3’ 5' GCGACACCGCGCCGGTTCGC 3'
MSMEG_5782 | F: |5 GGGA GCGGCGGCAGTGAGGTACTT 3’

Rv0934 R: |5 AAAC AAGTACCTCACTGCCGCCGC 3’

ARN guia 5' GCGGCGGCAGTGAGGTACTT 3

MSMEG_1258 | F: |5 GGGA GACCGAGACGAGTCCCAGCA ¥ 5' GGGA ACCCCGCGCGGCCGGCCGCCTCGE 3
Rv1258c R: |5 AAAC TGCTGGGACTCGTCTCGGTC 3’ 5' AAAC CCGAGGCGGCCGGCCGCGCGGGGT 3'
ARN guia 5' GACCGAGACGAGTCCCAGCA 3’ 5' ACCCCGCGCGGCCGGCCGCCTCGG 3'
MSMEG_6554 | F: |5 GGGA ATGTACTCGTCGAGGCGGCG 3’

Rv1348 R: |5 AAAC CGCCGCCTCGACGAGTACAT 3

ARN guia 5' ATGTACTCGTCGAGGCGGCG 3’

MSMEG_3496 | F: |5 GGGA GCTGTCGCAGTGCGGCTCCCA 3’

Rv0507 R: |5 AAAC TGGGAGCCGCACTGCGACAGC 3

ARN guia 5' GCTGTCGCAGTGCGGCTCCCA 3

MSMEG_0241 | F: |5' GGGA GCAAGCGGTGATGCGCCCTGGTC 3'

Rv0202c R: |5' AAAC GACCAGGGCGCATCACCGCTTGC 3'

ARN guia 5' GCAAGCGGTGATGCGCCCTGGTC 3'

MSMEG_0250 | F: |5' GGGA GTCGGTAACGAAGTATGCCGA 3'

Rv0206¢c R: |5' AAAC TCGGCATACTTCGTTACCGAC 3'

ARN guia 5' GTCGGTAACGAAGTATGCCGA 3'

48




8.4.Clonacion de un ARN guia en el plasmido pLIJR962

8.4.1.Digestion y purificacion por gel del plasmido pLJR962

Los resultados de la digestion del plasmido pLJR962 con la enzima Sapl (NEB:
10U/ul) se muestran en la Figura 8. Se obtuvo 0.6 pg de plasmido purificado, el
cual se verifico el tamafio y purificacion del producto de 8881pb, junto al plasmido

sin linearizar (500 ng/pl),

bp
=12.000

~5,000

=2,000
~1,650

= 1L,000
-850

-650
=500
-400
=300
=200

=100

Figura 8: Electroforesis de agarosa al 0.8% con buffer TAE 1X. (1) Plasmido
pLJR962 sin digerir, (2) Plasmido linearizado con Sapl, migra menos a

comparacion de la forma circular del carril 1y (3) Marcador 1 kb plus DNA ladder.

8.4.2. Formacion de los ARN guias

Los ADN moldes hibridados de los ARNg de los genes MSMEG_0250,
MSMEG_3815, MSMEG_5046, MSMEG_0241, MSMEG_3496, MSMEG_0410,
MSMEG 5782, MSMEG_6554 y MSMEG 1258 tuvieron un tamafio aproximado de

30pb.
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8.4.3.Ligacién del ARN guia en el plasmido pLJR962

El nimero de colonias obtenidas, que contenian el vector ligado con el ARNg de
los genes MSMEG_0250, MSMEG_3815, MSMEG_5046, MSMEG_0241,
MSMEG_3496, MSMEG_0410, MSMEG 5782, MSMEG_6554 y MSMEG 1258
fueron més de 20; ademaés las colonias con el pldsmido autoligado representaron

menos del 10% de las colonias transformadas (Figura 9).

Ademads, se llegé a clonar un segundo ARNg diferente para los genes
MSMEG_0410, MSMEG_5046 y MSMEG 1258, codificandolo como ARNg 2 o

agregando el nimero 2 al gen para diferenciarlos del primer ARNg disefiado.

Figura 9: Clonacién de un ARN guia en el plasmido pLJR962. (A) Placa de
colonias de E. coli nova blue con el inserto del ARNg del gen MSMEG_5046 ligado
en el plasmido, (B) Placa control, plasmido ligado sin inserto, en la cual solo se

observa una colonia.
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8.4.4. Verificacion de las colonias transformadas con el plasmido recombinante
que contiene el ARNg por secuenciacion

A través del programa MEGA-X se compar0 el plasmido pLJR962 sin ARNg

clonado con los plasmidos con los insertos de los ARNg disefiados para cada gen.

Para el caso de los genes MSMEG_0250, MSMEG_3815, MSMEG_0241,

MSMEG_3496, MSMEG 5782 y MSMEG_6554 se analizaron una clona con un solo

ARNg; en cambio para los genes MSMEG_0410, MSMEG_5046, y MSMEG 1258

se analizaron dos clonas con ARN guias diferentes (Figura 10).

DNA Sequences | Translated Protein Sequences

Species/Abbrv

1. pLIRGE2

2. pLIRS62_MSMEG_0250_1

3. MSMEG_0250 oo oo oo
4. pLIRgs2_MSMEG_3815_1834EIRITRABIAI T A T A A

5. MSMEG_3815 .
6. pLIRe62_MSMEG_0410_1_1oERITIRIGIAI T A T A A

7. MSMEG_0410_1 oo oo oo
8. pLirgs2_MsMEG_0410_2_c1EPRITRAEIAI T A T A A

9. MSMEG_0410_2 Fooee e e
10. pLIR9EZ_MSWEG_3496_183EIRITRAIGIAI T A T A A

11. MSMEG_3495 oo oo oo
12. pLIR862_MSWEG_5046_1_1 ERITRAIGIAI T A T A A

13. MSMEG_5046_1 [
14. pLIR9E2_MSWEG_S046_2 CEIRITIRIGIAI T A T A A

15. MSMEG_5046_2 oo oo oo
16. pLIR®62_MSWEG_1258_1_1 EIRITRAIGIA T A T A A

17. MSMEG_1258_1 [
18. pLIR9E2_MSWEG_1258_2 CEIRITIRIGIAI T A T A A

19. MSMEG_1258_2 Foooe e e oo
20. pLIRSEZ_MSMEG_0241_183 S RITRABIA T A T A A

21. MSMEG_0241 [
22, pLirgs2 MSMEG 5752 183 ITRRIGIA T A T A A

23. MSMEG_5782 Foooe e e oo
24. pLIRSE2_MSMEG_6554_153SIRITRABIAI T A T A A

25 MSMEG_8554 b ool

Figura 10: Secuenciacion de los plasmidos recombinantes que contienen el ARNg

de los genes de interés.
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8.5. Transformacion de M. smegmatis por electroporacion con el plasmido
recombinante conteniendo un ARNg clonado.
Los plasmidos que contenian un ARNg fueron introducidos en M. smegmatis por

transformacion empleando electroporacion, con colonias visibles, y no se

encontraron colonias recombinantes en el grupo control (sin plasmido) (Figura 11).

Figura 11: Transformacion de M. smegmatis por electroporacién con el plasmido
pLJR962 con un ARN guia clonado. (A) Placa de colonias transformadas de M.
smegmatis con el plasmido pLJR962 con el ARNg del gen MSMEG_3815 en medio
7H10 con kanamicina, (B) Placa control de colonias de M. smegmatis sin plasmido

en medio 7H10 con kanamicina.

8.6.Ensayo fenotipico para determinar el efecto en el crecimiento bacteriano
debido a los genes silenciados por CRISPRi

El gen MSMEG_0250, se us6 como control ya que al ser un gen esencial se espera

una disminucién de crecimiento en las placas tratadas con el inductor a comparacion

de las placas control (Figura 12). Sin embargo, para los genes no esenciales
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MSMEG_3815, MSMEG 5046 (ARNgl y ARNg2), MSMEG 0241,
MSMEG_0410 (ARNgl y ARNg2), MSMEG_6554, MSMEG 5782 y

MSMEG_1258 (ARNgl y ARNg2) no se observo diferencia significativa en el

crecimiento bacteriano.

Figura 12: Prueba fenotipica de la co-expresion de dcas9si y el ARNg del gen
MSMEG_0250, (A) se observa menor crecimiento de la bacteria en las placas
tratadas con ATc, (B) placas sin ATc, por lo que se observa mayor crecimiento

bacteriano a comparacion de la placa A.

8.7.Cuantificacion relativa del ARNm de los genes seleccionados

8.7.1. Integridad del ARN total extraido

La concentracion obtenida del ARN total de M. smegmatis con los genes
MSMEG_3815, MSMEG 5046 (ARNgl y ARNg2), MSMEG_0241,
MSMEG_0410 (ARNg1 y ARNg2, MSMEG_6554, MSMEG 5782 y MSMEG_1258

(ARNgl y ARNg?2) silenciados por CRISPRI y sin silenciar fueron fue 1900ng —
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2000ng con la relacion de absorbancia 260/280 mayor a 1.75 y 260/230 mayor a

1.9.

Ademas, para verificar la integridad del ARN total, se realiz6 una corrida
electroforética donde se observé los ARN ribosomales bacterianos 16S, 23S y 5S
sin signos de degradacion. Sin embargo, también se observé ADN gendmico, por
lo que se realiz6 un tratamiento con ADNasa | (Invitrogen) previo a la

retrotranscripcion (Figura 13).

<«— ADN genomico
+«— 23S

<«— 16S

<«— B5S

Figura 13: Corrida electroforética en 1.5% de agarosa en buffer TBE 1X de 1 pg
de ARN total extraido de las cepas de M. smegmatis con el sistema de CRISPRI del
gen MSMEG_3815, (1) Marcador 100pb (Invitrogen) (2) Cepas tratadas con ATc,
genes diana silenciados, (3) Cepas sin tratar con ATc, genes diana no silenciados,

control. Ademas, se sefialan los ARN ribosomales bacterianos 23S, 16S y 5S.

8.7.2.PCR en tiempo real para la cuantificacion relativa.
Se disefiaron un par de cebadores especificos por cada secuencia de genes, ubicados

en la regién downstream flanqueante a la secuencia de los ARNg (Tabla 6).
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Los Cq de los genes MSMEG 0250, MSMEG_3815, MSMEG_0241,
MSMEG_5046 (ARNgl y ARNg2) y MSMEG 0410 (ARNgl y ARNg2)
silenciados, tratados con ATc, fueron mas tardios (Cq mas altos) entre 23 — 26 y los
que no fueron silenciados, sin tratar con ATc, estuvieron entre 15— 19. En cambio,
los Cqg de los genes MSMEG_5782, MSMEG_ 6554, MSMEG 1258 y MSMEG 3496
silenciados y no silenciados, no variaron, 24 — 25, por lo que al calcular el fold

change no hubo cambio en la expresion de los genes.

Tabla 6: Cebadores de los genes candidatos para realizar PCR en tiempo real

Secuencia Cebadores qPCR

F:

MSMEG_3815 ACGGTGTATCTGGTCGCTTC
R: GTGTTGATGACGGCGTACC
F:

MSMEG_0410 CCAGCAACGAAGGCAATCTC
R: CGGGTTTGTCGAGTCCCAT
F:

MSMEG_5046 CGGTCGGCATGTTCCTGAT
R: GTGTTCACCGACTGCCAGAA
F:

MSMEG_5782 CACCTACGAGATCGTGTGCT
R: CTCTTTGAAGGCGTTGGGCA
F:

MSMEG_1258 ATGGAGAGTGTGCTGTTCCC
R: TTCGACAGCACCGCGTA
F:

MSMEG_6554 ACCCCGAATCGGAATACCTG
R: CGTTCCGGTTTCGACGATG
F:

MSMEG_3496 CGGTCTCAACACGGGAATCA
R: CGGATCACCAAGGTGTCGAA

MSMEG_0250 F: CATCAGCGTCGCCTTGATTG
R: GAATCACGGTCTTGGTCGGT

MSMEG_0241 F: CAAGATCGAGGTGACCGACC
R: GACACTGATCGTCTGTGGGG

8.7.3. Cuantificacion relativa del ARNm de los genes silenciados por CRISPRi
A partir de las tres repeticiones del gPCR de los genes candidatos, se calcul6 el fold
change de los niveles de expresidn con los Cq obtenidos de los genes silenciados

con ATc y los no silenciados, normalizados con el gen constitutivo MSMEG_2758.
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Se observé alta represion de la expresion, mayor a 3 fold, en los genes silenciados
por CRISPRi MSMEG_0250, MSMEG_3815, MSMEG_0241, MSMEG_5046
(ARNgly ARNg2) y MSMEG_0410 (ARNgl y ARNg?2) (Figura 14). En cambio,
en el silenciamiento de los genes MSMEG_5782, MSMEG_6554, MSMEI_4905
(ARNgly ARNg2) y MSMEG_3496 se observo una baja represién, fue menor a 3
fold, por lo que se optd por no evaluar la velocidad del eflujo del POA con estos

ultimos (Figura 15).

Il Sin ATc
1 Con ATc

. | I Iﬂ Im I Iﬂ IH

-

Cuantificacion relativa de ARNm

MSMEG MSMEG MSMEG MSMEG MSMEG MSMEG MSMEG
0250 3815 0241 5046 5046 0410 0410
(ARNg1) (ARNg2) (ARNg1) (ARNg2)

Figura 14: Grafica de la diferencia de la co-expresion de dCas9si1 con los genes
MSMEG_0250, MSMEG_3815, MSMEG_0241, MSMEG_5046 (ARNg 1 y
ARNg2) y MSMEG 0410 (ARNgl y ARNg2) por medio de la cuantificacion

relativa del ARNm, se observa que la represidn de la expresion de los genes es alta.
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(ARNg1) (ARNg2)
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Figura 15: Grafica de la diferencia de la co-expresion de dCas9sthl con los genes
MSMEI_1258 (ARNg 1 y ARNg2), MSMEG_3496, MSMEG_6554 vy
MSMEG_5782 por medio de la cuantificacion relativa del ARNm, se observa que

la represion de la expresion de los genes es baja.

8.8. Clonacion multiple de dos genes

Una vez que se confirmé el cambio de expresion con el sistema CRISPRI de los
genes MSMEG_3815, MSMEG_0241, MSMEG_0250 y MSMEG_0410, se
procedi6 a realizar la clonaciébn multiple en combinacion de dos genes:
MSMEG_3815/MSMEG_0250, MSMEG_3815/MSMEG_0241 y

MSMEG_3815/MSMEG_0410.

8.8.1. Linearizacion y purificacion por gel del plasmido pLJR962 con un ARNg
clonado
Los plasmidos pLJR962 con un ARNg clonado de los genes MSMEG_0250,

MSMEG_0241 y MSMEG_3815 fueron linearizados con Sapl (Figura 16).
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Figura 16: Corrida electroforética en 1% de agarosa con buffer TAE 1X de los
plasmidos pLJR962 con un ARNg clonado de los genes MSMEG_0250,
MSMEG_3815y MSMEG_0241y linearizados. (1 y 3) Vectores digeridos, (2) 1 kb

plus DNA Ladder (Invitrogen) y (4) vector sin digerir.

57



8.8.2. Amplificacion del plasmido pLJR962 con un ARN guia clonado

La amplificacion de los plasmidos con un ARNg clonado de los genes
MSMEG_0410, MSMEG_0250 y MSMEG _3815 se realizé con los primers 2433 'y
2434 (los cuales tienen secuencias de corte de la enzima Sapl) obteniendo un

producto PCR de 177pb (Figura 17).
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Figura 17: Corrida electroforética en un gel de agarosa al 1%, (1, 2 y 3) productos
PCR de los plasmidos pLJR962 con un ARNg clonado, amplificados con los
primers 2433 y 2434, (4) control negativo y (5) marcador 1 kb plus DNA ladder

(Invitrogen).

8.9. Método Golden gate para clonar dos ARN guias en el plasmido pLJR962

El resultado de la reaccién de ligacion del plasmido linearizado con un ARNg
clonado (plasmido 2) y el producto PCR a partir del plasmido con otro ARNg
clonado, digeridos con Sapl (plasmido 1), transformado en E. coli Nova blue se
muestra en la figura 18. Se obtuvo méas de 20 colonias en la placa de LB agar con
la reaccion de ligacion a comparacion del control con plasmido autoligado en las

que se obtuvo 1 colonia como méximo.
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Figura 18: Clonacion de dos ARN guias dentro del plasmido pLJR962, (A) En la
placa se observan mas de 20 colonias que contienen el plasmido pLJR962 con dos
ARN guias y (B) en la placa se observa solo una colonia del control plasmido

autoligado.

8.10. Verificacion de la clonacion maltiple

8.10.1. Verificacion de la clonacion maultiple de dos genes por PCR colony y
secuenciacion

Los productos PCR de las colonias clonadas con 1 ARNg (355pb) y 2 ARNg

(506pb) y el control de plasmido autoligado se muestran en la figura 19.

Figura 19: Verificacion de la clonacion multiple. (1, 2, 3y 4) Productos del PCR

de las colonias transformadas con dos ARNg de diferentes genes en un plasmido
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pLJR962. (5 y 6) Colonias recombinantes con un ARNg en un plasmido pLJR962

(7) control negativo y (8) Marcador 1 kb plus DNA ladder (Invitrogen).

Luego de que los productos PCR fueron verificados, se secuenciaron por SANGER,;
obteniendo como resultado las combinaciones MSMEG_3815/MSMEG_0250,
MSMEG_3815/MSMEG_0241 y MSMEG_3815/MSMEG_0410. Se muestra el
analisis  de  secuenciacion de la clonacion de los  genes

MSMEG_3815/MSMEG_0410 en el plasmido pLJR962 en la figura 20 y figura 21.

I<1 Mi: Alignment Explorer

Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help

Sl EmE v b N -« B G +oar QQ Q9

DMNA Sequences lTransIated Protein Sequences]

Species/Abbry

1. pLIRSS2 T ATAA LS C
ZMmmijMWJj1G TATAA

3. MSMEG_3815/MSMEG_0410 |- - - - - - - - - - - - - - - [BICACEBETEETCEBCEBECEBACE - - - - - - - - -1t - - = oo oo o<

Figura 21: Comparacion de las secuencias del plasmido pLJR962 sin inserto con el
plasmido con los ARNg clonados del gen MSMEG_3815/MSMEG_0410 1; se

observa el ARNg del gen MSMEG_3815 en el software MEGA X.

<1 Mi: Alignment Explorer

Data Edit Search  Alignment Web Sequencer Display Help

(&3 % EmE = & 1 - Q|+ Planr QQqa

DMA Sequences lTransIated Protein Sequences]
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Figura 20: Comparacion de las secuencias del plasmido pLJR962 sin inserto con el

plasmido con los ARNg clonados del gen MSMEG_3815/MSMEG_0410_1; se observa

el ARNg del gen MSMEG_0410_1 en el software MEGA X.
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8.11. Transformacién en M. smegmatis por electroporacion con los plasmidos
pLJR962 conteniendo dos ARN guias

El resultado de la transformacion de M. smegmatis por electroporacion con el

plasmido pLJR962 con dos ARN guias y el control es mostrado en la figura 22.

Figura 22: Transformacion de M. smegmatis por electroporacién con el plasmido
pLJR962 con dos ARN guias clonados (A) Placa de colonias de M. smegmatis
transformadas con el plasmido pLJR962 con los ARNg del gen MSMEG_3815 y

MSMEG_0410 (ARNgl) y (B) Placa de M. smegmatis sin plasmido.

8.12. Evaluacion del silenciamiento de la expresion génica por dos ARN guias
A través de gPCR se realizo la cuantificacion relativa de los niveles del ARNm a
cada gen por separado, corroborando que el fold de represion de las combinaciones

sea igual al obtenido cuando se silencid cada gen por separado.
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8.13. Medicidn de la velocidad del eflujo del POA cuando M. smegmatis tiene
activado el sistema CRISPRI
Al medir el eflujo del POA cuando se co-expresaron los genes MSMEG_0250,
MSMEG_3815, MSMEG_0241, MSMEG 5046 (ARNgl y ARNg2) vy
MSMEG 0410 (ARNgl y ARNg2) con el dCas9sni con ATc, induccion del
silenciamiento y sin ATc, se observé que el Unico gen que cambié el eflujo
significativamente con P=0.0003 es el MSMEG_0250, a comparacion de los otros
genes y controles que tienen un P>0.05. Igualmente, se evalud la cinética del eflujo
cuando se silenciaron el gen MSMEG_0410 con el segundo ARNg
(MSMEG_0410_2), observando que no cambia el resultado con respecto a la

evaluacion del mismo gen con el primer ARNg (Figura 23).

Asi mismo, el silenciamiento de dos genes MSMEG_3815/MSMEG_0250,
MSMEG_3815/MSMEG 0241 y MSMEG_3815/MSMEG_0410 no mostrd
diferencia significativa en el cambio del eflujo del POA respecto a cuando estan
silenciados por separado. El silenciamiento en simultdneo de los genes
MSMEG_3815 y MSMEG_0250, mostrd disminucion de la velocidad de eflujo del

POA (P=0.000) (Figura 24).
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Figura 23: Medicion de la velocidad del eflujo del POA en M. smegmatis cuando
un gen esta silenciado con el sistema CRISPRI, inducido con ATc y sin silenciar,
sin ATc. (A) Control 1, M. smegmatis, no se observa cambio significativo en la
velocidad de eflujo (P=0.166), (B) Control 2, M. smegmatis con el plasmido
pLJR962, no se observa cambio significativo en la velocidad de eflujo (P=0.166),
(C) Gen MSMEG_0250, muestra diferencia significativa en la velocidad de eflujo,
cuando el gen esta silenciado y sin silenciar (P=0.000), (D) Gen MSMEG_3815, no
muestra diferencia significativa en la velocidad de eflujo (P=0.745), (E) Gen
MSMEG_5046 (ARNg 1), no muestra diferencia significativa en la velocidad de

eflujo (P=0.083), (F) Gen MSMEG 5046 (ARNg 2), no muestra diferencia
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significativa en la velocidad de eflujo (P=0.324), (G) Gen MSMEG_0241, no
muestra diferencia significativa en la velocidad de eflujo (P=0.082), (H) Gen
MSMEG_0410 (ARNg1l), no muestra diferencia significativa en la velocidad de
eflujo (P=0.733) e (I) Gen MSMEG 0410 (ARNg2), no muestra diferencia

significativa en la velocidad de eflujo (P=0.222).
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Figura 24: Medicion de la velocidad del eflujo del POA en M. smegmatis cuando
dos genes estan silenciados al mismo tiempo con el sistema CRISPRI, inducido con
ATc y sin silenciar, sin ATc. (A) Genes MSMEG_3815/MSMEG_0250, se observa
cambio significativo en la velocidad de eflujo (P=0.000), (B) Genes
MSMEG_3815/MSMEG_0410, no se observa cambio significativo en la velocidad
de eflujo (P=0.109), (C) Genes MSMEG_3815/MSMEG_0241, no se observa

cambio significativo en la velocidad de eflujo (P=0.534).
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IX. DISCUSION

La cinetica del POA en el modelo de M. smegmatis, cuando los genes que codifican
a las bombas de eflujo, homdlogos en MTB, estan silenciados por CRISPRI
demuestra que el gen MSMEG_0250 reduce la velocidad del eflujo del POA
(p<0.001), sugiriendo que este podria estar implicado en el transporte del POA en

la micobacteria.

Asi mismo, se repite la disminucién de la velocidad del eflujo del POA cuando se
silencia los genes MSMEG_0250 y MSMEG_3815 simultdneamente por CRISPRi
(p<0.001). Sin embargo, cuando el gen MSMEG 3815 es silenciado
individualmente no se observa cambio en la velocidad del eflujo (p>0.001), lo que
sugiere que solamente el gen MSMEG_0250 esta involucrado en la liberacion de

POA.

Las bombas de eflujo son las encargadas de generar la expulsion del POA en el
medio extracelular de la bacteria para su acidificacién (9,12,13). Resultados
preliminares de estudios en el laboratorio de bioinformatica y biologia molecular
del LID-UPCH sobre la velocidad del eflujo del POA con genes knock-out por
recombinacién homdloga indican que mas de una bomba de eflujo podrian estar
involucradas en el transporte del POA, ya que solo se visualizé reduccion o aumento
de la velocidad del eflujo, mas no reduccién total del POA (datos no publicados).
Ante la posibilidad de que las bombas de eflujo MSMEG_3815, MSMEG_5046,
MSMEG_0241 y MSMEG_0410 no puedan liberar POA por si mismas, pero si de
manera cooperativa, se evalué las combinaciones MSMEG_3815/ MSMEG_0250,

MSMEG_3815/ MSMEG_0241 y MSMEG_3815/ MSMEG_0410.
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El gen MSMEG_0250, que codifica a la proteina MmpL3, es un gen esencial en
condiciones in vitro en micobacterias y transportador del acido micélico en forma
de trehalose monomycolates (TMM) desde el citoplasma a la pared celular (116—
118); ademas, es un complejo unido a la proteina TtfA y al gen MSMEG_5308, el
complejo Mmpl3/TtfA se encargan exclusivamente del transporte del TMM; en
cambio el gen MSMEG_5308, ante el agotamiento del Mmpl3, se acumula la
proteina estabilizando al complejo Mmpl3/TtfA y asi preservan el transporte del

TMM y la biosintesis de la pared celular (119).

En la evaluacion fenotipica del efecto del silenciamiento del gen MSMEG_0250 se
observa que el crecimiento bacteriano disminuye en el medio agar 7H10; caso
contrario en caldo 7H9, en el que las micobacterias crecen tanto en las cepas con
los genes diana silenciados como en aquellas con los genes diana no silenciados,
por lo que se considera que la expresion del gen MSEMG_0250 no se silencia

totalmente o que podria estar siendo compensado por otros genes.

El medio liquido 7H9 permite crecer mas rapido a las micobacterias a comparacion
del medio sélido 7H10 (120). En la cuantificacion relativa de los transcritos
(ARNmM) del gen MSMEG_0250, la diminucion de los niveles de expresion de los
genes es parcial con un Cq no mayor a 30, lo que sugeriria que la represion del gen
MSMEG_0250 no es suficiente para disminuir el crecimiento bacteriano a pesar de

que es un gen altamente vulnerable (29,121-123).

La vulnerabilidad de un gen se mide en los genes esenciales, un gen altamente
vulnerable afecta el fitness de la bacteria, como el crecimiento, en cambio se
observa lo contrario en un gen con baja vulnerabilidad (123). El gen MSMEG_0250,

ademas de ser reportado como un gen esencial, se ha comprobado que tanto el gen

67



como su homélogo Rv0206c en MTB tienen alta vulnerabilidad, y afecta el

crecimiento bacteriano (123,124).

En cada experimento antes de extraer el ARN total y medir la velocidad del eflujo
del POA se cuantificaron las bacterias por densidad éptica (OD600nm) tanto en las
micobacterias con expresién de genes diana silenciadas y en aquellas con los genes
sin silenciar. Se verific6 que ambos cultivos tuvieran el mismo OD600nm en no
mas de 24 horas como sugiere el protocolo estandarizado de CRISPRi para

micobacterias (108).

A pesar de que el sistema CRISPRi es muy eficiente, existe la probabilidad de
encontrar mutaciones inesperadas en el sistema, principalmente en el ARNg oen la
secuencia PAM del gen diana (94,125-127). Entonces la no disminucion del
namero de las bacterias en medio 7H9 se podria explicar por la presencia de
mutaciones inesperadas en el sistema CRISPRI, por alta concentracion de ATc,
disminuyendo el fold de represion del gen MSMEG_0250. Por lo que algunas
bacterias tendrian el sistema CRISPRi inactivo, y otras bacterias tendrian el sistema
CRISPRI activo, suficientes para observar el efecto del silenciamiento del gen
MSMEG_0250 y en consecuencia la disminucion de la velocidad del eflujo del

POA.

La ATc es un derivado de tetraciclina, un eficiente inductor del promotor del gen
tetR, codificante del represor TetR que no afecta al crecimiento bacteriano del
Mycobacterium (29,97,98). Las concentraciones recomendadas para trabajar la ATc
como inductor para el TetR en las micobacterias es a partir de 50 a 100 ng/mL,

cuando se trabaja con concentraciones mayores de 250 o 500 ng/mL, el inductor

68



reduce su actividad sobre el promotor de tetR, disminuyendo el fold de represion de

los genes silenciados (29,97,98).

Asi mismo, estudios previos han observado la disminucién de la hidrofobicidad de
la pared celular de la micobacteria en cepas con mutaciones en el gen
MSMEG 0250 que codifica a la bomba de eflujo (118,128). Entonces, la
disminucion del POA en el medio extracelular no necesariamente estaria
relacionado con el silenciamiento del gen, sino que al reducir la expresion del gen
MSMEG_0250 podria decrecer la hidrofobicidad de la pared celular, dificultando

el transporte del POA a través de ella (129).

La velocidad del eflujo del POA en las cepas con los genes MSMEG_3815,
MSMEG_5046, MSMEG_0241, MSMEG_0410 y controles (cepa de M. smegmatis
sin plasmido de CRISPRI y cepa de M. smegmatis con el plasmido pLJR962 de
CRISPRi sin un ARNg) silenciados disminuyé o aumento ligeramente a
comparacién de cuando no estan silenciados, lo que podria sugerir toxicidad del
inductor ATc. Sin embargo, se controld el crecimiento bacteriano a través del
OD600nm y no se observd variacion entre las micobacterias con genes silenciados
y sin silenciar en medios de cultivo 7H9. Lo que reafirma lo reportado previamente,
que el ATc no es toxico para las micobacterias y la variacion de la velocidad del
eflujo del POA es causada por otros agentes, como la manipulacion de los cultivos
0 variaciones o adaptaciones fenotipicas, ajenas a la técnica de la medicion de la
velocidad del eflujo, ya que tiene una sensibilidad de 80% y especificidad de 100%

(15,97,104).

A pesar de que el silenciamiento de los genes MSMEG_0410 y MSMEG_5046 se

realiz6 con dos ARNg diferentes, diferentes secuencias PAM, y se obtuvo distintos
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folds de represidn, los resultados de la medicion de la velocidad del eflujo del POA
no variaron (p>0.001). Lo que reconfirma fuertemente que ninguno de estos genes

estd implicado en el transporte del POA.

En los genes MSMEG_3496, MSMEG_ 1258, MSMEG_5782 y MSMEG_6554, no
se observo una alta represion de la expresion genética a pesar de que el sistema
CRISPRI estaba activo y se uso la misma cepa de referencia, M. smegmatis mc?
155. La eficiencia de sistema CRISPRi depende de varios factores como la
seleccion de los ARNg para cada gen diana, tamafio y composicién de nucle6tidos
del ARNGg, el inicio del ARNg en A o G, contenido de GC en los motifs y estructuras
secundarias (90). Ademas, el sistema CRISPRi con dCas9si1 ha sido ampliamente
estandarizado para micobacterias demostrando un alto porcentaje de fold de
represion genética a comparacion de otros sistemas dCas9 (29,94). Por lo que no se
descarta al sistema CRISPRi como una gran herramienta para el estudio de la
resistencia a farmacos; no obstante, se deberia evaluar nuevos ARNg para estas

secuencias dianas que no tuvieron alto fold de represion.

A través del uso del sistema CRISPRi dCas9si se ha silenciado el gen homdlogo
del gen MSMEG_0250 en MTB, Rv0206c, también codificante de una bomba de
eflujo, y se ha validado que el gen es un blanco de unién para drogas contra TB y

el sistema puede ser usado para descubrir drogas antituberculosas (124,130,131).

A pesar de que existen otros sistemas para silenciar, delecionar genes de
micobacterias y evaluar su efecto en la velocidad del eflujo del POA, tales como
knock-out por recombinacion homologa que ha sido previamente estandarizado en
nuestro grupo de trabajo. Estos sistemas no pueden ser empleados para evaluar el

efecto del silenciamiento del gen MSMEG_0250, por ser un gen esencial, por lo
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tanto la importancia de usar el sistema CRISPRi porque regula la expresion genética

de un gen (95,106,130).

Asi mismo, se ha intentado usar el sistema CRISPR Cas9 para silenciar, delecionar
genes en micobacterias. El sistema de CRISPRI, a través del uso de un plasmido
gue permite la expresion de un TetR, se ha estandarizado con éxito empleando ATc
para inducir el silenciamiento de genes, usando la ventaja de que las micobacterias
no muestran resistencia natural a la ATc como si a otras moléculas (29,94,98,132).
Ademas de que el sistema CRISPRi estandarizado por Rock et al. 2017, es de facil
y répida manipulacion, gracias a la tabla de secuencias PAM con diferentes folds

de represion es mas sencillo disefiar un ARNg para una secuencia de interés (29).

Una gran desventaja del sistema de CRISPRI, es que al inhibir la expresién de un
gen esencial puede afectar la expresion de méas genes (132). Ademas de que tiene
un efecto polar, lo que significa que puede inhibir la expresidn de otros genes dentro
de un mismo operdn, que se encuentren en la region 5° del gen de interés y en menor
porcentaje a genes que se encuentren cerca de la region 3’ (29,94,95). Sin embargo,
recientes estudios afirman que el gen MSMEG_0250 no forma parte de un operon
con otros genes, lo que sugiere que el efecto del silenciamiento en la velocidad del

eflujo del POA es netamente a causa del gen MSMEG_0250 (123).

El efecto del silenciamiento del gen MSMEG_0250 sobre la velocidad del eflujo
del POA, se podria comprobar a través de una secuenciacion del transcriptoma
(RNA-seq) por Hllumina, a partir del ARN total de las micobacterias con los genes
silenciados con el sistema CRISPRI. Se corroboraria que el silenciamiento de la
expresion del gen MSMEG_0250 no afecta la expresion de otros genes (133-135).

Asi mismo se podria comprobar la vulnerabilidad del gen a través de un knock-out
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por recombinacion homologa, en el que se esperaria que la cepa con el gen
MSMEG_0250 KO no crezca por ser un gen esencial altamente vulnerable; en caso
de que se observe lo contrario, también se podria realizar una secuenciacion del

transcriptoma para reconocer el gen que compensa al MSMEG_0250 (106,123).

En conclusién, el gen MSMEG_0250, podria estar implicado en el transporte del
POA en M. smegmatis. Se tiene que confirmar por otras metodologias que
solamente el gen MSMEG_0250 es el responsable de la disminucion de la velocidad
del eflujo del POA, y no otros genes, o que la reduccion del eflujo del POA no es

consecuencia del silenciamiento del gen por ser esencial.
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X.  CONCLUSIONES

El silenciamiento del gen MSMEG_0250 reduce la velocidad del eflujo del
POA en M. smegmatis por lo que podria estar relacionado con la resistencia a
PZA.

El silenciamiento de los genes MSMEG_3815, MSMEG_0241, MSMEG_5046
y MSMEG_0410, de manera individual o conjunta no reducen la velocidad de
eflujo del POA en M. smegmatis.

El uso de dos ARNg diferentes en los genes MSMEG_0410 y MSMEG_5046

no varia los resultados de la velocidad de eflujo del POA en M. smegmatis.
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XI. DIRECCIONES A FUTURO
Silenciar los demas genes dentro del marco de lectura del promotor de los genes
gue no se lograron silenciar, MSMEG_3496, MSMEG_ 1258, MSMEG_5782 y

MSMEG_6554.

Evaluar el gen homdlogo del gen MSMEG 0250 en Mycobacterium

tuberculosis.

Secuenciar el transcriptoma de las micobacterias con el gen MSMEG_0250

silenciado por CRISPRI.

Evaluar la velocidad del eflujo del POA cuando el gen MSMEG_0250 esté

inactivado/delecionado por recombinacién homdloga (knock-out)
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XIl. LIMITANTES
- La principal limitante del sistema CRISPRI es que no se puede silenciar por
completo la expresion de un gen.
- EI CRISPRI al reprimir la expresion genética por tipo knock down inducido por
ATc, tiene un limite de silenciamiento de aproximadamente 24 horas en el

modelo de M. smegmatis.
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ANEXOS

Anexo 1: Preparacion de células competentes de E. coli.

Sembrar por agotamiento 1 colonia de la cepa deseada de una placa con LB-
agar sin antibiotico.

Pasar una colonia a 2ml de medio LB e incubar a 37°C con agitacion durante
toda la noche.

Tomar 1ml del cultivo e inocular 50ml de medio LB sin antibiotico en un flask
de 250ml e incubar a 37°C con agitacién hasta OD600nm: 0.35 a 0.45 OD
(aprox. En 2 horas).

Pasar el contenido a tubos de 50ml enfriados previamente e incubar en hielo
por 10min. Centrifugar el cultivo a 4000rpm y 4°C por 10min.

Descartar el sobrenadante y secar bien el pellet. Agregar 20ml de 0.1M CaCl2
frio y homogenizar. Incubar 15 min en hielo y centrifugar a 3000 rpm y 4°C
durante 10 min.

Resuspender el pellet con 1ml de 0.1 M CaCl2, 15% glicerol frio y
homogenizar.

Preparar alicuotas de fracciones de 50ul en tubos eppendorf en gradillas con

alcohol previamente congelados a -70°C y Guardar a -70°C.

Anexo 2: Transformacion de E. coli con plasmidos.

Afadir a un tubo de células competente plasmido pET28a (5 pl).

Incubar en hielo por 30 minutos.



- Colocar los tubos en un bafio Maria a 42°C por 1 minuto. Retirarlo y dejarlo
en hielo por 2 min. Inmediatamente agregar 1000 pl de medio SOC o caldo LB

estéril e incubar a 37°C por 1 hora en agitacion.

- Centrifugar los tubos a 6,000 rpm por 5 minutos. Descartar el sobrenadante y
resuspender el pellet con 100 ul de caldo SOC y Sembrar en placas con agar
LB + kanamicina (20 pg/ml) con un asa de Driglasky (usar etanol para

desinfectar el sembrador) e incubar entre 16 - 18 horas a 37°C.

Anexo 3: Preparacion de células electrocompetentes de M. smegmatis.

Inocular una colonia de M. smegmatis en 10ml de caldo 7H9 - tween 80 (0.05%
v/v) suplementado con 5% OADC (7H9 — T) e incubar a 37°C a 300rpm
durante 3 a 5 dias.

- Transferir 1 ml del cultivo a 100 ml de caldo 7H9 - T (Dilucién 1/100) y
continuar la incubacién a 37°C en agitacion constante hasta que el cultivo
llegue a un OD600 = 0.5-0.8.

- Centrifugar el cultivo a 8000 rpm durante 10 min a 4°C para concentrar las
células.

- Resuspender y lavar el pellet 3 veces en glicerol al 10% - tween80 frio, primer
lavado con 20ml, segundo con 10ml y el tercero con 5ml.

- Resuspender en 10 ml de glicerol al 10% - tween 80 y preparar alicuotas de

400ul y almacenar las células -70°C.
Anexo 4: Transformacion de M. smegmatis por electroporacion con plasmidos.

- Agregar 5 ul de ADN plasmidico (lug/ul) a 400ul de células

electrocompetentes de M. smegmatis e incubar durante 10 minutos en hielo.



- Transferir la suspension a una cubeta de electroporacion de 2 mm (BTX)
previamente enfriada en hielo.

- Colocar la cubeta en el electroporador (ECM 630, BTX) bajo las siguientes
condiciones: Voltaje de 2.5V, capacitancia de 25uF y resistencia de 1000Q.

- Transferir la suspension a tubos de vidrio que contengan 3 ml de caldo 7H9-T
e incubar por 3 horas a 37°C en agitacion.

- Posterior a las 3 horas, tomar 100ul del cultivo incubado y sembrar en agar
7H10 con sus antibidticos respectivos empleando un asa de Drigalsky. Las
placas seran incubadas a 37°C hasta que las colonias se hagan visible (3 — 5

dias).
Anexo 5: Extraccion de ARN
En cabina de cultivo

- Cultivar 10ml de M. smegmatis hasta un OD > 1.2.

- Centrifugar en un falcon libre de RNAsa a 3000g por 20 minutos a 4°C.
Eliminar el sobrenadante.

- Lavar el pellet con buffer TE pH 8 (Preparado con agua DEPc) y centrifugar a
3000g por 20 minutos a 4°C. Eliminar el sobrenadante.

- Afadir 1 ml de trizol al pellet y homogenizar bien y traspasar todo a un tubo
de 1.5ml con 500pl de beads de 0.1mm.

- Romper las células en el Fastprep-24 a 6.5m/s durante 30 segundos, dos veces
con un descanso de 3 minutos en hielo.

- Centrifugar las células a 12000 g por 15 min a 4°C



En cabina de ARN

Traspasar el sobrenadante a un nuevo tubo con cuidado de no sacar beads.
(Usar tips de 200ul). Incubar por 5 minutos a temperatura ambiente.

Afadir 200ul de cloroformo. Agitar vigorosamente por 15 segundos e incubar
por 5 minutos en hielo. Centrifugar las células a 12000 g 15 min 4°C.
Traspasar sobrenadante en un nuevo tubo de 1.5ml, sin tocar la fase blanca
(ADN). Anadir un volumen igual de etanol absoluto frio y mezclar suavemente
4 veces por inversion.

Afadir 350ul aproximadamente de la mezcla a la columna de purificacion
Direct-zol™ Zymo Research, incubar por 10 minutos en hielo y centrifugar a
16000g durante 1 minuto a temperatura ambiente en la microcentrifuga.
Descartar sobrenadante de tubo colector

Afiadir el restante de lisado a columna de purificacion y centrifugar a 160009
durante 30 segundos en la microcentrifuga.

Anadir 400l de Directzol RNA Pre-wash y centrifugar a 16000 g durante 30
segundos en la microcentrifuga. Descartar.

Cambiar el tubo colector, afiadir 700l de RNA Wash buffer a la columna y
centrifugar a 16000 g durante 2 minutos (4°C). Descartar.

Centrifugar el tubo vacio a 16000g durante 1 minuto a temperatura ambiente.
Transferir columna a un tubo de 1.5ml libre de RNAsa.

Eluir el ARN en 20ul de agua libre RNasas (DEPC) e incubar durante 5
minutos en hielo y centrifugar durante 30 segundos a 16000 g.

Cuantificar por nanodrop.



AnNexo 6:

Primera fase: Hibridacion del primer hexdmero con el molde de ARN:

50uM de Hexameros 1ul
10mM de dNTP mix 1ul
ARN con DNAsa 10pl
Agua DEPC 1ul

Se incubo a 65°C durante 5 minutos y luego en hielo.
Segunda fase: Preparacion de la reaccion de Retrotranscipcion:

5X Buffer de SuperScript IV 4ul

100mM DTT 1ul
Inhibidor de RNasa 1l
RT SuperScript IV 0.5ul

La reaccién completa se mezcl6 con la primera fase y se incubo en el termociclador
(Benchmark TC9639) a 23°C durante 10 minutos, 55°C durante 10 minutos y 80°C
durante 10 minutos. Ademas, se tuvo un control de presencia de ADN gendmico,

en la cual se omite la enzima SuperScriptlV y el inhibidor de RNasa.



AnNexo 7:

Busqueda de los genes homologos de MTB en M. smegmatis con el programa

BLASTp

Gen Rv0202c: Resultado de la busqueda en BLASTp de la secuencia Rv0202c de
MTB, encontrando como homologo el transportador de membrana en M. smegmatis
mc21555 con locus MSMEG_0241 con 69.04% de identidad, 100% de cobertura 'y

con el nimero de accesion YP_884656.1 (Figura 25).
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MmpL11 protein [Mycolicibacterium smegmatis MC2 155] 1221 1221 100% 0.0 69.04% YP_884656.1
integral membrane protein [Mycolicibacterium smegmatis MC2 155] 215 215  72% 3e-59 29.53% YP_889424.1
MMPL family transporter [Mycolicibacterium smegmatis MC2 155] 184 184 72% 2e-48 26.61% TBH39676.1
Chain A, Membrane protein, MmplL family protein [Mycalicibacterium smegmatis 182 182  72% 3e-48 26.61% BN3T A

Figura 25: Resultado de la busqueda con BLASTp del homdlogo del gen Rv0202c de

MTB en M. smegmatis.




Rv1183: Resultado de la basqueda en BLASTp de la secuencia Rv1183 de MTB,
encontrando como homologo el transportador de membrana en M. smegmatis
mc21555 con locus MSMEG_0410 con 57% de identidad, 97% de cobertura y con

el nimero de accesion YP_884823.1.
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MmpL protein [Mycolicibacterium smegmatis MC2 155] 1005 1095 97% 0.0 57.10% YP_884823.1
MmpL protein [Mycolicibacterium smegmatis MC2 155] 1016 1016 96% 0.0 52.59% YP_889000.1
Transmembrane transport protein MmpL10 [Mycolicibacterium smegmatis MC2 1016 1016 96% 0.0  52.59% AFP41075.1
hypothetical protein EYS45_32700 [Mycolicibacterium smegmatis MC2 155] 446 446  36% 2e-148 63.22% TBH26842.1

Figura 26: Resultado de la busqueda con BLASTp del homdlogo del gen Rv1183 de

MTB en M. smegmatis.




Rv1250: Resultado de la basqueda en BLASTp de la secuencia Rv1250 de MTB,
encontrando como homologo el transportador de membrana en M. smegmatis
mc21555 con locus MSMEG_5046 con 64.47% de identidad, 86% de cobertura y

con el nimero de accesion YP_889296.1.
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drug transporter [Mycolicibacterium smegmatis MC2 155] 625 625 86% 00 6447% YP_889296.1
MFS transporter [Mycolicibacterium smegmatis MC2 155] 624 624 86% 0.0 64.47% AlU10084.1
efflux membrane protein [Mycolicibacterium smegmatis MC2 155] 174 174 69% 9e-49 3252% YP 889903.1

Figura 27: Resultado de la busqueda con BLASTp del homdlogo del gen Rv1250 de

MTB en M. smegmatis.



Rv0934: Resultado de la basqueda en BLASTp de la secuencia Rv0934 de MTB,
encontrando como homologo el transportador de membrana en M. smegmatis
mc21555 con locus MSMEG 5782 con 34.23% de identidad, 77% de cobertura y

con el nimero de accesion YP_890011.1.

Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.
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phosphate ABC transporter substrate-binding protein [Mycolicibacterium smegmatis MC2 155] 124 124 77% 1e-32 34.23% YP_8900111
Periplasmic phosphate-binding lipoprotein PstS2 [Mycolicibacterium smegmatis MC2 155] 124 124 T7% 1e-32 34.23% AFP42064.1

Figura 28: Resultado de la busqueda con BLASTp del homélogo del gen Rv0934
de MTB en M. smegmatis



Rv1348: Resultado de la basqueda en BLASTp de la secuencia Rv1348 de MTB,
encontrando como homologo el transportador de membrana en M. smegmatis
mc21555 con locus MSMEG_6554 con 71.58% de identidad, 99% de cobertura y

con el nimero de accesion YP_890766.
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ABC transporter ATP-binding protein [Mycolicibacterium smegmatis MC2 155] 1192 1192 99% 0.0 71.58% |YP_890766.1

ABC transporter [Mycolicibacterium smegmatis MC2 155] 265 265 58% 1e-78 36.50% YP_889260.1

(<N N<

ABC transporter transmembrane region [Mycolicibacterium smegmatis MC2 155 265 265 59% 1e-78 36.50% AFP41326.1

Figura 29: Resultado de la busqueda con BLASTp del homdlogo del gen Rv1348 de

MTB en M. smegmatis

Rv0507: Resultado de la busqueda en BLASTp de la secuencia Rv0507 de MTB,
encontrando como homoélogo el transportador de membrana en M. smegmatis
mc21555 con locus MSMEG_3496 con 59.31% de identidad, 95% de cobertura y

con el numero de accesion YP_887800.1
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MmpL4 protein 160 1160 95% 00 59.56% [YP b
Mmpl4 p 132 132 95% 0.0 59.31% YP_884640.1
Mmp14a protein [Mycol gmatis MC2 155] 1109 1109 97% 00 56.61% YP_884794.1

Figura 30: Resultado de la busqueda con BLASTp del homélogo del gen Rv0507 de
MTB en M. smegmatis

Rv1258c: Resultado de la busqueda en BLASTp de la secuencia Rv1258c de MTB,

encontrando como homoélogo el transportador de membrana en M. smegmatis
mc21555 con locus MSMEI_4905 con 62.59% de identidad, 68% de cobertura y

con el nimero de accesion AFP41349.1
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Major facilitator superfamily MES1 [Mycalicibacterium smegmatis MC2 155] 323 323 68% 1e-110 62.59% AFP41349.1
H+ Antiporter protein [Mycolicibacterium smegmatis MC2 155] 96.3 963 17% 5He-256 70.83% AFP41348.1
4-hydroxybenzoate transporter [Mycolicibacterium smegmatis MC2 155] 28.9 289 12% 19 36.36% YP_890919.1
DNA integrity scanning_protein DisA [Mycolicibacterium smegmatis MC2 155] 281 281 22% 2.9 28.00% YP_890302.1

Figura 31: Resultado de la busqueda con BLASTp del homélogo del gen Rv1258¢ de
MTB en M. smegmatis



