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RESUM

9f LINBaASyd GNBolFft O2NNBalLlRy | dzy R200G2 NI
S.A.U., ddicada al desenvolupament i produccié de reactius pel diagnistic

vitro, i la Universitat de Vig! YAGSSNRAGF G / SyaNr € RS [/ Fdlf
f QSalddzRA G aSNI £t QSadGlofAYSYyd RQdzy LINROSaA

~ A

Toxoplasma gondique fai a Ay guAf a LISt SaSy @2t dzLJ YSy

serodiagnostic de la toxoplasmosi.

La toxoplasmosi €s una zoonosi estesa amb un impacte important en pacients
immunosuprimits i critica en dones embarassades degut a la seva transmissio als

fetus. La diagnogier metodes serologics depén principalment del lisat heterogeni

del parasitToxoplasmagondi |j dzS S& RA T N@mbunaRep&dei Yy Rl NRA
produccié. En canvi, els antigens recombinantsTdreoplasma gondson molt

GGAfta LISNI £ RSGSOOA seruRiPodgnisarpdduitseéts Sy Y2 a
manera assequible eBscherichia coliA més, els @ancos en el sistema CRISPR

Cas9if OAf A 4GSy f QS Rriolisrganises, incb&rgseheérichiaR @i

Aix0 permetgenerarsoques de bacteris que produeixen antigens recombinants

Utils pel diagnostic de malalties amb avantatges potencials en termes de

LINE RdzOOA s RQIOZP¥NESF A I Iyvde ¥ QSELINB&A&As RS &z
amb plasmidi.

En aquesta tesi es presenten soques recombina@saherichia caljue han estat

generades, via transformaciéo amb plasnuodiia ediciégenética per produir els

antigens deToxoplasma gondiSAG2, GRA2, tots dos, o la nova proteina

guimerica SAGEERA2. També es demostra que aquests antigens son Utils pel
RSaSy@2tdzLd YSY(d RQAYYdzy2F aal A3JazelsaSyd €I

millors resultats.



RESUMEN

El presente trabajo corresponde a woctorado industrial entre la empresa
Spinreact S.A.U., dedicada al desarrollo y produccion de reactivos para el
diagndsticain vitro, y la Universitat de Vi¢ Universitat Central de Catalunya. El
objetivo del estudio fue el establecimiento de un proceso de produccion de
antigenos recombinantes d&oxoplasma gondique fueran Utiles para el

desarrollo de un reactivo de serodiagnéstamla toxoplasmosis.

La toxoplasmosis es una zoonosis extendida con un impacto importante en
pacientes inmunosuprimidos y critica en mujeres embarazadas debido a su
transmision a los fetos. La diagnosis por métodos seroldgicos depende
principalmente del §ado heterogéneo del parasifboxoplasma gondiique es

dificil de estandarizar y con un alto coste de produccion. En cambio, los antigenos
recombinantes deToxoplasma gondison muy Utiles para la deteccién de
anticuerpos en muestras de suero y puedenmeducidos de manera asequible

en Escherichia coliAdemas, los avances en el sistema CRC2BR facilitan la
edicién del genoma denuchos organismos, incluyendescherichia coliEsto
permite conseguir cepas de bacterias que producen antigenos recontbina
Gtiles para el diagnostico de enfermedageson ventajas potenciales en términos

de producciéon de antigenos cuando se compara con la expresion de cepas

transformadas con plasmido.

En esta tesis se presentan cepaskEteherichia coljue se han genedwo, via
transformacién con plasmido via ediciongenética para producir los antigenos

de Toxoplasma gondBAG2, GRA2, ambos, o la nueva proteina quimérica-SAG2
GRA2. También se demuestra que estos antigenos son Utiles para el desarrollo de

inmunoensayossiendo la proteina quimeérica la que obtiene mejores resultados.
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SUMMARY

This work corresponds to an industrial doctorate between the company Spinreact
S.A.U.,devoted to the development and production of reagents for vitro
diagnosis, and the Univetgiof Vic- Central University of Catalonia. The aim of
the study was the establishment of a production proces3 afoplasma gondii
recombinant antigens that would be useful for the development of a

serodiagnosis reagent.

Toxoplasmosis is a widespread zoonosis with an important impact on
immunocompromised people and critical in pregnant women because of its
transmission to the fetusedDiagnosis by serological methods mainly relies on
heterogeneousl oxoplasma gondiysates, which is hard to standardize and with
high cost. Recombinaritoxoplasmayondiiantigens are very useful for antibody
detection inserumsamples and they can be mhoced affordably irEscherichia
coli. Besides, hie breakthrough of the CRISERSs9 system facilitates genome
editing inmanyorganisms, includingscherichia colThis has allowed establishing
bacteria strains that produce recombinant antigens usefuldigease diagnosis
and with potential advantages in terms of antigen production when compared

with expression from plasmittansformed strains.

Here in this dissertation, it is presented straindsstherichia colhat have been
generated, by plasmid traf@mation or by genome editing, to produce the
Toxoplasma gondiantigens SAG2, GRA2, both or the novel chimeric protein
SAGZ2GRA2. Also, it is shown that such antigens are useful in immunoassay

development, being the chimeric protein the one with bettesults.
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1.INTRODUTIO

9fa R200G2NI (& AYyRdzAOUNRLFIfa GSySy tQ2062S00A
internacionalitzacid@e les empreses mitjangant la captacié de talent i la formacio

de R2OU2NE RAya RS LINRP2SOGSa RQwbs5bLD® !y
empreses és efet de poder col-laborar amb grups o centres de recerca
capdavanters i poder accedir als seus equipaments i infraestructures per
desenvolupar projectes de recerca estrategics. A més, els doctorats industrials

permeten generar sinergies i actuen comapod NJj dz8 f QSy (i 2 Ny dzy A @S N,
GNI YyATSNAN St &aSdz 02y SAESYSyid | tQSyid2z2Ny |
ljdzSad LINEP2SOUS RS R2002NI G AYyRdzZAUNRLFE @I
S.A.U., dedicada al desenvolupament i produccié de reactius pel diagmostic

vitro, amb la col-laboracié de la Universitat de YidJniversitat Central de

Catalunya. Actualment, Spinreact S.A.U. té entre els seus productes el kit Toxo

[ GSEX 1jdzS Sa dzy lFaalA3da RQFIAtdziayl OAs | dzS
positiusinegatiusde | G2E2 L) FaY2aAd [ AydiSyOAs RQI |
estudiar la produccido de matéries primeres alternatives que possibilitessin el
desenvolupament de nous reactius de diagnostic de la toxoplasmosi sense
RSLISYRNB RQSYLINE a S duir 8lEaadilNge Saataxoplasmosih EN & dzo

actual la produccio del qual és externa.
1.1 TOXOPLASMOSI

La toxoplasmosi és una malaltia zoonotds distribuci6 mundial causada pe
Toxoplasma gondiun protozou que es desenvolupa com a parawiacel-lular
obligato holoparasit. Els parasits obligats depenetalmentRS f QK2a i S>> &2 @)

vivint en estat simbiotic, per tant, no poden completar el seu cicle de ivida
12



L2 RSy &2 0 NB DA dzNRyondiidfgcta gairéb® & tatsi efs aurdbmals tle
alya OlFfSyidlrzs aSyid -€lethduasevBl @ i@(Tentbideth Y dzf § A
al., 2000; Dubey, 2016).

Malgrat aquesta malaltia parasitaria sol ser asimptomatica o amb simptomes lleus
inespecifics en adults immonompetents €és necessari diagnosticar a temps les
AYFSOOA2ya NBOSyda 2 1jdzS fI GNIXyavYAaais
embarassades slfetus suposa un risc important pel nounat (Mombro et al.,

2003).

{ QK'Y RS&AONR UG 8SiNEeises rngsdesambinahtd dg gondidl f

amb virulencia i distribucié geografica variables. El tipus I, juntament amb les

formes recombinantsgs considererls més virulents, és a dir, amb els nivells meés

alts de parasitémia, mentre que els tipus Il i Il harstrat menys agressivitat en

estudis amb ratolinsHowe i Sibley, 199%3aeij et al., 2005).
1.1.1ORGANISHEI CICLE DE VIDA

El parasit protozouT. gondii que pertany al filum Apicomplexa (familia
Sarcocystidae, subfamilia Toxoplasmatid&ea ser descrit per primer cop al 1908

per Nicolle i Manceauxpresent en un rosegador noréhfrica anomenat
Ctenodactylugondii(Mombro et al., 1995)T¢é un cicle biologic complex amb tres

formes parasitariesels trofozoitso taquizoits, que s6n mobils i de forma

arquejada graciesalaqualrepelseurjamued G 2 E2 ¢ &AAIYAFAOL &l NDE

00cCitso esporozoitsi els cisto bradizoits (Dubeyteal., 1998).

El trofozoit o taqizoit, que és la seva forma replicativa, té entre 5 i 8 um de

f2y3AGdz2R A SYGNB H A o XY RQFYLXIRIFEXZ A y2

epitelials. Les immunoglobulines especifique$ skrum IgM i 1gG indueixen

f Qénitdacioi fagocitosi del taquizoit per la qual cosa no és facil trébar

desprésdetmn RAS& RS& RS fI LINAYSNI AYyFSOOAs |
13



j dz§ 3ISYSNYItYSyd Sa Ga4Neol | f£Sa FSya RS 3l (
pum, és ldformaRS NBaA &GSy OAl |+ tQFYoASYyd SEGSNYy &
gue alhora contenen quatresporozoits cadascumer ultim, és cists parasiten

diferents cel-lules del cos, principalment en els sistemes musculars del cervell i de

f Qdzf t @ &WSYINE ROSKRAINS pn A wHan xY A 02y Sy
Aquests cistO2 Yy a G A GdzZSAESY fF FT2NXI RéciesdBaArAaisyoO.
f QSYo2ft OF ff | dzS LIS NI §Montdyadd LigseérfedJ2004,3A RS Y ¢
RobertGangneux Dardé,2012).

EIT. gondiipot dur a termeun cicle vital en un unic hoste o bé en diversos hostes.
Enelprimercag, QK2a (S asy Sfta 3rda 2 fGNBa Fst Al
ha un hoste definitiuque soénels felidsi un hoste intermediari que podeser

diverses especies de mamifecem araels humans, els rosegadoosels ocells

(Montoyai Liesenfeld, 2004

Els humans es poden infectar mitjancant diversos mecanismes de transmissio,

O2Y N} fI Ay3aSaidl RS YSyeal NdmbatHzaz L2 O Oc
través de larutaordF SOl f RS&LINBa RQdzyl O2y il YAYIl OAs
ique menysabituaEl | G N} @S& RS fF LIXFOSydl A Sta i
transfusions de sang de pacients infectats (Bowie et al., 1997; Tenter28G0).

¢c20Sa |ljdzSaiSa @oAaSa RS (UNryavYAadaais (SySy
LI NraAdGa | fQAYyGSadN Kdzyro 'y @S3lFRI | f
circulacié sanguinia, els parasits poden arribar a qualsevol organ o teixélsent

més freqients el mascul ocular i el sistema nerviés central, perd mai infectant
fQAYyGSaaN 2 t£Sa OstifdzZ Sa al yadzqNyASao

Quan els parasits envaeixen diferents cél-lam®mencen una fase coneguda com

a fase proliferativa, en la qual es divideixen rapidamemeben elnom de

taquizoits. Un cop la cél-lula hoste envaida no pot contenir més taquizoits, es

trenca la membrana i allibera taquizoits comencant la parasitacio de noves
14



cel-lules i organs on continuen dividse rapidament. El parasit prolifera fins que

el sisema immunitari presenta una resposta destinada a reduir la velocitat
RQFIljdzSaidl FIFaSo 58SaLINBISipaasts e dividdbBramé® a G A Y
lentament i desenvolupen una coberta cistica protectora formant els cis de

gondile ! £ QAqyidstS N2 NJhaRet3 [ parasits dividset lentament,

anomenats bradizoits, els quals es caracteritzen en aguesta nova fase cistica per
mantenir-se actius durant un llarg periode de tempdios i tot, per tota la vida

RS f Qé&b@uit (ind senyal immitaria basall  f QA Y RA GRigRaz; Ay FSOG I
Montoyai Liesenfeld, 2004

Intermediate hosts: Definitive hosts:
mammals, birds Felids

Brain, heart, lung, eye,
muscles, placenta...

Cyst
(bradyzoites)

Blood flow
dissemination

’ Endodyogeny Carnivory

Monocyte invasion
K (Y ) Intestinal
44 Tachyzoites

—} Micro &/macro @ gametes

Intestinal

cells Sporulated oocyst

(2 sporoblasts each
Sporozoites Ingestion containing 4 sporozoites)

sporogori/oocySt

External environment

Figural. El cicle vital deT. gondii. Les tres formegesultants de les tres vies
reproducciq trofozoits oocistsi cists,poden envair un&eél-lula hoste i continuar el ci
vital. La fase sexual es desenvolupa exclusivament en les ceél-lules epitelials dejsié
dsy f QK2 aila$aseRasekull gs\deserimlupa en els teidts mateixos felids
RQI f (i NSconsideta intSrinediarjscom ara els ocells i els humagRobert
Gangneux Dardé, 2012).
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1.1.2EPIDEMIOLAGI PATOLOG

La toxoplasmosi és la zoonasidemicaamb més prevalenca del mon ja que
aproximadament el 30 % de la poblaci6 mundial esta inticembToxoplasma

(Dubey, 2016)Els estudis epidemiologics mostren que existeix una amplia

variacio en la prevalenca de la infeccié segons la distribucio geografica i, per tant,

que esta relacionada amb factors ambientals, habits culturals i estatus
sociaeconomic. Per exemple, en climes calids i secs hi ha una baixa incidencia de

la toxoplasmosi, mentre que en climes temperats i humits la incidéncia
AQAYONBYSYyGl® [ Sa (S YCKpedsatade® AT pbddrNJ a4 2 6 NB |
destruir els cists de bradizOG 4> 1ljdzS asy fF F2N¥YIF YSa KI
humans. En paisos desenvolupats com els Estats, ingsroprevalenca és de

fQMMImMn 22 X Y Pof &b al B0d¥si alBradil &mésHey50 % (Dubey

et al., 2012; Jones et al., 2018; Malaryakt 2018). La seroprevalenca a Espanya

y2 Sait 0SYy RSGUSNNAYIFIRFS @GFENARFY(d SYyiNB f Q
Manchon, 2009; BaquerArtigao et al., 2013), i a Catalunya es troba al 28,6 %

(Mufioz Batet et al., 2004).

La toxoplasmosi és unafeccio parasitaria amb un ampli espectre de simptomes

clinics, des de asimptomatics fins a condicions severes i potencialment mortals.

Tot i que, com el 90 % dels casos presenten infeccid asimptomatica o simptomes

lleus, la majoria de pacients no es digga G A [j dzSy @ { QKIy RS&ONMA
malaltia en funcié de la seva transmissibilitat, la toxoplasmosi congenita i la
toxoplasmosi adquirida. | dos tipus més funcidde la fase de la malaltia, la

toxoplasmosi aguda i la toxoplasmaosi cronica.

Latoxoplasmosi congenita és la forma més habitual de la malaltieriaquesta
rad, un diagnostic preco¢ és extremadament necessari per evitar el risc de
transmissié al fetus. La transmissié transplacentaria pot dgeaturant els nou

mesos de gestaci&ldany és més sever quan la transmisssddona durant el
16



primer trimestre comportant un part prematur, ceguera, malformacions

neonatals o avortamenpero la transmissio sol ser més frequent durant el tercer

trimestre quan la malaltia és menys perillosall§ért et al., 2013; Jones et al.,

2003). A més, la infeccid cronica materna no esta associada a la malaltia
congénita.La incidéncia de la toxoplasmosi congé@it® K Sa :x YF & aSy nzIwm

Estats Unit§Guerina, 1994)$ Yy ™ 3 Bspanya (Baquedrtigaoet al., 2013).

Per altra banda, en el cas de la toxoplasmosi adquirida, el sistema immunologic

RSt LI OASyd 2dzaAlF dzy LI LISNJ Of Fdzd [/ 2Y &aQKI
immunocompetents la malaltia sol cursar asimptomatica. Pero la toxoplasmosi

adquirida & LJ OASY (& AYYdzy202YLINRYS&az2asxs 02y ¢
transplantament o els de quimioterapiaot sercausa de mortQuanla immunitat

dQ I |j dz%éidngicay la parasitacio es reactiva com a conseqiiéncia de la

ruptura dels cists, alliberant els bradi=oi envaint noves cél-lules on tornen a

adquirir el caracter de taquizoits multiplicas¢ rapidament. Aquest procés

explica perque la malaltia es manté en fase aguda en les persones
immunocompromeses causant continuament la destruccio cel-lular. Elasdrga

principals de disseminacié sén el sistema nerviés central, el cor, el fetge i els

pulmons, on la resposta immunologica €s limitada, causant lesions cel-lulars

extenses que comporten miocarditis, pneumonia intersticial, encefalitis severa o

fins i tot, malalties neuropsiquiatrigues com el trastorn bipolar o la depressié

(Henriquez et al., 2009; Perei@hioccola et al., 2009).

En la toxoplasmosi aguda, que és la primera fase de la malaltia, es produeix una

rapida proliferaci6 dels taquizoits en un graimrero de cél-lules hoste destruint

les | consequentment causant un procés inflamatori. El parasibntinua

multiplicantse rapidament fins que hi ha una resposta immunologica

f Q2NHBI yAaYS K2adGS RdzNT yic 14zes. LABmMEMIEER S R QA y (

normalment remet autolimitarise després de 3 0 4 setmanes, pero existeixen

17



casos cronics amb consequéncies significatives (Montoya i Liesenfeld, 2604).

la toxoplasmosi cronica, els bradizoits es divideixen lentament i formen els cists

del parasitalsNB | ya A (GSAEAGA RSt K2a0S8S RdNIyid £ O
fase sovint és asimptomatica, al contrari de la fase aguda, i pot durar mesos o

anys.
1.1.3DIAGNOSI

La diagnosi de la toxoplasmosi pot arribar a ser un repte ja que ésdifiicigir

entre la infeccié agudala infecciocronica. La toxoplasmosi es pot detectar per
métodes directes o indirectes. Els métodes directes consisteixen en la
visualitzaci6 del parasitlamostradel pacientquey 2 Y S & acondzinfetbde G |
de confrmacié ja que commat amb un baix rendiment, ®é en la diagnosi
molecular per PCR, que detecta el DNA del pafagjondiiperd que encara no

€s una tecnica estandarditzada i comporta un cost massa alt. Per aquesta rao, la
toxoplasmosi es detecta rutin@ment mitjancant metodes indirectes, també
anomenats serologics, que en molts casos es combinen per obtenir un diagnostic

complet (Montoya, 2002; Remington et al., 2004; Bourdin et al., 2014).

[ RAIF3Iy2aAr &ASNRfS53IAOlF Sa euificitontr&Tly €I RSO
gondii Entre els metodes serologics més importants es troba el test de Sabin i

Feldman (test SF), també conegut comya test(DT), que va ser el primer test

fet servir perdiagnosticala toxoplasmosi (Sabin i Feldman, 1948). A méanés

GSad Fyo Ffdadr aSyaroAtAdlrd A SALISOATFAOAGI
a metode de referencia. Altres métodes indirectesels que es basen productes

que es troben al mercatdasy f QKSYLl 3f dziAyl OAs AYRAN
immunofluorescéncia YiRA NB O | OLLCUOUSE fQAYYdzy2l aal A3
f QF 3t dziAylF OAs Sy fLGSE o6[! ¢0X 1jdzS aQdziAf A

de la toxoplasmosi (Taula Ybafiezt al., 2@0).
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Taulal. Comparacio @ | a adé diagréstiade la toxoplasmosi.

Assaig diagnostic Avantdges Desavantages
Microscopiaoptica - bSOSAAADG
- Alta sensibilitat i microscopi
especificitat - Dificil obtenci6 de
SabinFeldman - MR mostres
referencia - Lensino
- Repetibilitat de automatitzables
resultats - Altcost
Immunofluorescéncis
indirecta
- Inestabilitat
Hemaglutinacio - Més mostres/hora RQS N u.l,\us |
indirecta gue la microscopia ) E)mC” obtencio
Rdntigens
- Baixa especificitat
Aglutinacio en latex - Dificil obtenci6
- Mésmostres/hora RQIyuaN3aS:
gue la microscopia - Qualitat variable
- Automatitzable depenent dels
ELISA antigens

La majoria dels testde diagnostic que es troben al mercat utilitzen dues
SAGNF (8 3A S indrecta® | 8 QB2 X gz DR dindlitedted Sy T AYLGAO

ElstessR QI 3 f dnflifefal OAs5YSa O2yONBGlF YSyd Sta RQl 3
el ToxeLatex que actualment ven Spinre&:A.U., requereixen de particules de

fLt0SE NBGS&EGARSE Yo FyaGN3ISya RSt LI Nraa
anticossos aniToxoplasma 9y LINB & 8§y OA | les B&ticyldas fadi2 & & 2 &
antigens en suspensié formen agregats amb els anticossos multivalents

aglutinines. Aixo permeant la seva visualitzacio a ull som la determinacio de
19



la concentracio dels anticossos especificstpemiques de dispersio de llymom

la turbidimetriao la nefelometria(Figura 2). La turbidimetria mesutaQl G Sy dzI OA s
de la llum causada per la dispersid, és a dir, la reduccié de la intensitat de la llum
transmesa, mentre que la nefelometria mesiaantensitat dda llum dispersada

directament oa un angleconcret.

- S Y
, |

N\ # -, .
— ;
Ad, Ad, ) R RY/

2 X SR ¥

e

Detector
B forward light scatter
Detector, nephelometry
90° light scatter
[nepheiometry;

Figura2. Elements de l'aglutinacié en latexa) Particules de latex de 300 nm de la
comercial Ikerlat utilitzades habitualment per Spinreact S.A.U. b) Esquer
f QI 3t dziAyl OAs Sy fLGSE AYRANBOGE 2y

detectaranh O2 &34 2a SaLISONFTAOad® OO0 wSadzZ G

toxoplasmosi utilitzant el test Toxdoatex. d) Esquema amb els principis basics ¢
técniques de dispersié de llum (turbidimetria i nefelometria).

Per altra banda, els BA indirectes es basen &nuni6 dels antigens a una fase

solida on son capacos de detectar anticossos especifics formant complexos

ax
(0p))
O
o
N

[

antigenc anticos. Els rentats i la postericdRA OA 5 RQdzy Iy iA O35 a

a un enzim permet quantificar la rezié colorimétrica (Figura 3).

@ & «S %TS

Wash % ‘;— Wash
R 3 e

Wash
-

le e o o |
Antigen-coated well Specific antibody binds  Enzyme-conjugated secondary g hstrate is added and
to antigen antibody binds to specific color is developed
antibody

Figura3. Esquema dels passos 8EQISA indireet (Liu et al., 2015).
20



[ aSYaArAoAtAll G A svaléhalihOAdE diversas fadiprsR QI Ij dzS & i
aSyid Sf YSa AYLRNIFydG fF ljdz2rftAGFG RS £ 1 LN
- YFOGSNAF LINAYSNI @ 9f fToxaptasma Rdate ghtighrd Sy a v I {
(TLA)gs el més freqlient i consisteix an extracte soluble de totes les proteines

de les cel-lules detaquizoit cultivades en ratolins o en cultius de teixits i
posteriorment lisaes. Els TLA comporten una produccié laboriosa, amb un alt

0240 RAFTNOAE RQSA(I yRIesHadesi dmNEna grand 2 OA I+ R
variabilitat entrelots. Per aquestes raonalgunesempreses grups de recerca
Ky RSaSy@z2tdzaJ i Sy Sta g¢gftdaiava Fye

Qx

dzy
recombinants mitjancant, majoritariament, bacteris cdscherichiacoli (Holec

Gasior, 2018
1.1.4ANTIGENSECOMBINANSENIMMUNOASSSS

5dz2NJ yi RS8OI RS&4X RAOSNBE2a 3INHzZIA RS NBOSNDI
T.gondilj dzS aQlF fft A6 SNBY Sy St LINE ESisteixéhS LI NI & A
j dzF G NB 3ANF ya 3INMHzLJA RQI y H\adigeysaés ranlS 3 dzi & F A
densos (GRA)Jj dz§ S& &aSONBGISYy RdzNF yid £ LINKAYSNI Tl
i tenen un paper clau en la formaci6 de la membrana del vacuol on es
RSaSy@2tdzlJSy Sta LINraAdga Folya RQSY@F AN
micronema (MIC)|j dzS G Sy Sy I Fdzy OAs RQIFIRKSaiAs A LIS
Els antigens de la roptria (ROP), daeiliten la formacié dels vacuols de

parasitaci6. | els antigens de superficie (SAG¢, es troben a la membrana

externa dels taquizoitguen a terme el reconeixement dels receptors superficials

de les cél-lules hostgekutis et al., 200Dpiner i Roos, 2002; Mercier et al., 2002).

[ QF Sy e Sy St 02y SAESYSY gondihddoha®lSaal i NHzO (i dzNJ
desenvolupament de nous reactius de diagnastigancant la tecnologidel DNA
recombinant. Aquestdecnologiapermet obtenir les proteines amb una alta

LJdzNE & | A RQdzy | F2NXYI Ysa SFTAOASYyOG A &
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desenvolupament de kits amb alta redfmlitat de resultats i una facil
estandarditzacioDiverses proteines antigéniques @exoplasmadnadequades

per aquest proposi{Aubert et al., 2000; Li et al., 2000; Beghetto et al., 2003;

Remington et al., 2004; Buffolano et al., 2005; Golkar e28D8; Holed>asior,

2013) Dues de ledJNR (1 SOy S& bsurfla & 8AQKISYSE RQSE LN
recombinant amti. colsonSAG2, que té un rol central com a lligameractuant

amb les molécules de superficie de la cel-lula h(Rsmley et al., 19924uang

et al.,, 2002), i GRA2, qga f QI yGA3ISy OSYyuNrf Sy I 02y
f QK m#wiintSen la viruléncia i supervivéncia del pard@iolecGasior et al.,

2009).A mésexisteixen els primers estudis de SAG2 i GRA2 com a candidats per

la rodiagnosi de léoxoplasmosamb resultats satisfactori&€hing et al., 2013;

Costa et al., 2017).

9y Sta ¢gftiauAayYa || yelacombinga e dbbKriés aRti§enOd A G  |j dzS
T. gondiipot millorar el rendiment dels testde diagnostic augmentant la seva

sensibilitat (Pietkiewicz et al., 2004; Hol8asior et al., 2009; Costa et al., 2017)

aSd NBOSYylYSyilst a@®X | RRSHAGR DR 0YWAR (lj dzA Y S NA |j d:
immunodominants de diferents antigens qual cosdact A G f QSadl YRl NRA
del test de diagnosticla reduccié dkscostosde produccigBeghetto et al., 2006;

Lau et al., 2011; Dai et al., 2012; Hegasior et al., 2012a, 2012b; Dai et al., 2013;

Ferra et al., 2015; Ferra et al., 2019

A més, el coneement dels antigens especifics de la toxoplasmosi aguda i de la
toxoplasmosi cronica serveix com a eina per desenvolupa dealiagnostic que
discrimiren entre les dues fases, reconeixent preferentment immunoglobulines
IgM i 1gG per separat determinart fadditat deles IgG (Flori et al., 2008;
Remington et al., 2011; Ching et al., 2014; Villard et al., 2013).
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A Ybafez et al. (2020) es faaurevisid exhaustiva i actualitzadde tots els
antigens recombinantgle T. gondiiproduits fins ara, tant indigualment, en
combinacions o en forma de quimera, i dels seus resultatdiersos tests de

diagnostic.
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1.2BDICIO GENETICA

El graninterés per ampliael coneixement sobre el genoma i els diversos gens

codificats va impulsar el progrés en la sequienciacié del DNA. Pero, a partir de la
ASINSYOAI OAs O2YLX SGI RSt elditgresyos vak dzyt A R
virar cap a unanovaA Y O53y Al > fF O2YLINByais RS f1I
RQSAYy Sa RIQSRA® DA S fud Biffosaver @l tecnologia del DNA

recombinant dels anys 70 (Venter et al., 2001).

5dzN> yid Sfa gtdavya lyea aQkKlky RSaSyg@g2ft dzJ i
basades en enzims de restriccié naturals o bé enzims artifieisimegnucleases

(MNs), leszincfinger nucleases (ZFNs), lésnscription activatoilike effector

nucleases (TALENS) i el sistarhiestered regularly interspaced short palioatic

repeat¢ CRISPR associated protefCRISPRas9).

1.2.1BDiCcIO GENETICA A TRRABEL TADSHBEN EIDNA

[ QOSRAOAs RSt 3ASy2YF Yo tSa ydzOf SIFaSa Y2RA
insercions o delecions, també coneguts comdels o bé modificacions precises,

conegudes com &nockin, provocant una ruptura de la doble cade(@ouble

strand break DSB) en un locus especific del DNA. Aquest tall DSB activa els
mecanismes de reparacid@on-homologous engoining (NHEJ) ihomology

directed repair(HDR) en gairebé totes les cél-lules i aigmes. A través del

procés propens a errors de NHEJ, els talls DSB es relliguen priodigistjue

resulten en mutaciongom ara un desplacament en la pauta de lectura. En el cas

RSt 15w St (GNByOlIYSyl Sa ®gBddadéha LINBSOA ALl
homologa utilitzant recombinacié homologa (Figura 4; Sander i Joung, 2014; Li et

al., 2020).
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Nuclease-induced
double-strand break

Deletions Mo
------- J )T

template

L — HDR
Variable length

indels +
v

—
Precise insertion or modification

Figura4. Processos de reparacidel DSBnon-homologous engoining i homology

directed repair El procés de NHEJ és susceptible arerr pot resultar en insercions

RSt SOAz2ya Obtdzalyd OFy@ia Sy 1 LI dzil

molt precis on les cadenes germanes o un motlle donador introduit indueixe

reparacio precisa, a alteracions o bé a inserc{@asnder i Joung, 2014).

Tots dos mecanismes es poden utilitzar per dur a terme modificacions genétiques

dirigidesa sequencies de DNA especifiques. En cél-lules eucariotes, el procés de

NHEJ és un esdeveniment més freqiient @@®RQdzl vy & QA Y RdzSAE dzy 5.
SEs O2RATAOFIY(G RQdzy 3Sy S&E&LISONFAO fI NBLIT
mitjancant codons stopnematurs, és a diprovocantel knockout del gen (Ran

et al., 2013)En canvila reparacio via HDR es pot fer servir per introdaiDNA

SE53Sy TFflylidzSalid LISN aSIiNsyOASa RQK2Y2f 2
resistencia a antibiotics altres oligonucleotids de doble cadena o de cadena

simple Aquesta recombinacié homologa es damab una eficiencia més alta que

la dels metodes utilitzatanteriorment (Chen et al., 2011; Tan et al., 2013).

Les meganuclease®rs enzims de restriccid que tenen llargusequéncies de

reconeixement de DNA que sovint es trobahgenoma. El disseny de les
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meganucleaseésRA FNOAt 2 1jdzS t QFaasSyoefl33S RSt 5
troben unides en un sol domini (Khan, 2019). Les segones nucleases dissenyades

per induir DSB van ser lgincfingernucleases, que consisteixen eq 8 dominis

zinefingerR Q dzy” A 5, dels quald dada un pot reconéixec @ bases de DNA o

RNA. Elzincfinger es troben fusionats a un domini de la nucleasa Fokl no

especific de la sequer. Aquest domini Fokl només pot tallar el DNA quan es

dimeritza, per tant, es dissenyemues ZFN per unirse upstreami downstream

del lloc de tall desitjatv dzI Y & Q dzyiues\ ZES sfs dénSnis Fokpoden

RAYSNRGT I NJ A LINE RdzA NJ OF R sinQldsyfandbyelak NXzLJG dzNJ
SSB), resultant en un DSB. Malauradament, el disseny de leé<rNlt laborios

i lent, i produeixen una quantitat alta def-targets (Font i Mackay, 2010; Khan,

2019). Per altra banda, les TAlENue van sorgir conjuntament amb les ZFN

GFYoS a2y LINRBGSOySa RA&ZaASyelrRSa 1jdzS O2yaai
fusionat al domini FokiSent lleugerament millors en especificitat i eficiencia que

les anteriors, tamb suposen un repte de disseny i modificacié (Li et al., 2020).

El fet de poder induir multiples talls DSB en paral-lel amb la Cas9 fa que el sistema
RQSRAOAs 3ISys (A OLkCadd,didgi (in akdbtide vnticlerEreldcidv L { t w

a les meganucleases, &[Nso a les TALEN

1.2.2CRISRRAD

N>

9f RSAO020NAYSYyldl RQdzy y2dz YSOFryAaYS RS R
anomenat sistema CRISBRs@ I T SNJ | dz3 Yeyldiskvilaplicacid ¢ni S NB a

f QS RA OA sAquBsbgisterinal €St donsiderat com el sistemanunologic

adaptatiu dels bacteridMojica et al., 2005Barrangou et al., 2007).

Al voltant del 40 % dels genomes dels eubacteris i gairebé tots els genomes dels
arqueobacterissequienciats contenen un o médsci de CRISPR, generalment

flanquejats per gens associats a CRIGR&nenatsCas (Makarova et al., 2006;
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al NN FFAYA A {2YGKSAYSNE HAdaipihavaried S SO | f
repeticions necontigies de 24¢ 48 nucleodtids separades per seccions de

sequencies variables anomenadgmcers Aquestspacersie 21¢ 72 nucleotids

contenen sequencies de DNA extracromosomic de virus, plasmidis o transposons

gue mostren & resposta immunologica (Bolotin et al., 2005; Mojica et al., 2005;

Makarova et al., 2006; Hale et al., 2008; Garneau et al., 2010).

Aquesta resposta immunologica gmrta a terme mitjancant dos passos,

f QF RFLIGIF OAs A [ €80 A G SREE RiEas@adNEr S

f QI RIj dzA & A Ospacers éeBvatsy de dBNA exdgen, coneguts com a

protospacerE | f QS E (i NBcvsCRISREGaRuArage Rréntinologic,

com per exemple una infeccié viral (Horvath i Barrangou, 2010; Marraffini i
Sontheimer2010). Aquesta adquisici6 fa que la cél-lula sigui immune als patogens

portadors de seqiiéncies idéntiquder altra banda, 8 QS G LI+ RQA Y (i SNF SNB
transcriu elocusCRISPRS & R Qdzy LINR Y 2 bb&iBulel., POOB.E i NBY RS
Un complex protei talla f RNA resultant, anomenat pr@RNA, erfragments

curts deCRISPR RNA, anomenats crRNA (Gesner et al., 2011). Aquests crRNA es
dirigeixen aleshores als DNA o RNA exogens per complementarietat de bases i,

per tant, faciliten el tall dirigit mitjancat nucleases funcionals Cé@darraffini i

Sontheimer, 2008; Hale et al., 2009; Jinek et al., 2012).

Hi ha tres tipus de sistemes CRI€RRque difereixen en el processament dels

pre-crRNA. En els sistemes 1 i Il elsq@iRNA es processen amb endonucésas
SALISOALFEAGT T RS&® vdzZZy Sta ONwb! &2y Yl RdzN
complexos amb varies proteines Cas per reconeixer i tallar acids nucleics

complementaris.

En el sistema II, en canvi, el gndRNA es processa de forma diferent. Un crRNA
transactivador, tracrRNA, el qual és complementari a les seqliéncies repetides del

pre-crRNA, és necessari no nomeés per iniciar el procés de maduracié a crRNA sin6
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també pel tall dirigit a acids nucleics extracromosomics exogens. El processament
esrealitzaaNl @S & R Qdzy l-espetificai He dable cadem# €n preséncia

de la nucleasa Cag¢®lohanraju et al., 2016)

Les proteines Cas sovint porten dominis funcigr@sn ara nucleases, helicases,

L2f AYSNFrasSa 2 LINRGISOySa RQddiwersitat les y dzOf S5
proteines Cas realitzen multiples funcions a diferents nivells dins del sistema
CRISPRas. La Cas9 és una endonucleasa amb la capacitat de tallar tant cadenes

de DNA linealitzat corsupercoiledA mésconté dos dominis nucleasa, un domini

tipus RuvC a{&erminal i un domini HNH al mig de la proteina (Makarova et al.,

2006; Sapranauskas et al., 2011).

El complex de crRNA i tracrRNA guia la nucleasa CasSa aeqléncia
extracromosomica diangue contéun llocprotospacer adjacent mot{PAM) per
dur a terme el tallEls llocs PAMuxtaposata la regio dianaconsisteienen NGG
(Figura 5). El domini HNH de la Cas9 talla la cadena simple complementasia a
basesupstreamR St t ! a ® [ Q kallaimkidca kel @dnyhitipus RuvC
en un punt entre els & 8 bp upstreamdel PAM (Jinek et al., 2012; Ran et al.,
2013; Wei et al., 2013).

Cas9 programmed by crRNA:tracrRNA duplex  Cas9 programmed by single chimeric RNA

protospacer
PAM

target DNA

TS T

I~ . N

AAELLARRERRR
5'r

linker loop

IIIIIIIIIIIIIIIIIII

‘ S20mt [ )
. |||||||||||| 200t
chNA -
-
——— tracrRNA

crRNA-tracrBNA chimera

Figura5. Sistema |l deCRISPRZaS).[ QSYR2y dzOt S al / Isaghend
DNA diana pel duplex crRMracrRNAJinek et al. (2013)an aconseguir un tall dirig
equivalent de la&CasQuiada per una estructura de RNA quimeiinéant la forma de
duplex crRNAracrRNA (Jinek et al., 2013).
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Com es mostra a la Figusa Jinek et al. (2013) van publicar que el sistema Il de
CRISPRas9 podia simplificage dissenyant usingleguideRNA (sgRNA), és a dir,
una quimera de crRN#&acrRNA. Aquesta guia RNA no només evita el pas de
processar el prerRNA sind que també redix el nimero de components

diferents que es necessiten sense perdre capacitat de tall en el lloc diana.

El sistema CRISPR- a¢p Sa @I LI2RSNJ aAYLI AFTAOI NI INL (
f QSa i NHzOG dzNI RSt ONWwb! A RSt (deltadiNwb! = [ dz
aixi poderlo aplicar per editar geneticament mitjancant un DSB i dissenyant un

sgRNA diana per sequencies especifiqltsang et al., 2013; Jinek al., 2013

Ran et al., 2013; Yang et al., 2013).

CAya | uRAF QRRA @A s YCGasocha Yuedsst una /amentica w

revolucié en el camp de la geneticaoncretament per la producci6 industrial de

bioproductes haperméseditar amb extrema precisi&f & ISy 2YS&d RQ2NAHI y.
tan diferents com elde bacteris|levats, insectes, plantes o mamife@hp et al.,
2018;PickarOliver i Gersbach, 2019; Manghwar et al., 2019; Khan et al.) 2820

f Q200G dz0 NS RSt HAHANYX RdzNY yd I NBERI OOAs
Emmanuelle Charpentier i Jennifer A. Doudna van rebre el premi Nobel de

vdzZNYA OF LISt G R&EBRASRESY dallar SYFHRSR LISNI £ QSRA (
ASYSGAOlI ¢ o

1.2.39STEMA DE DOS SMADISN ESCHERICHIA COLI

Tot i el descobriment del sistema CRIERR9 en bacterigquesta einaa QK I

utilitzat principalmentLJISNJ Y2 RAFA OF NJ St 3ISjdauélen RQI £ 4 NS
molts bacteris efall DSB és letal per les cél-lulBanecanisme de regracié NHEJ

no ésgenshabitualen la majoria dels bacter{Billingham i Kowalczykowski, 2008)

i la recombinacié homologa amb una sequéncia exogena, anomedaa

recombineeringtampoc mostra una alt&ficiencia La recombinacié homologa
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per recombineeringes basa en edistema<-Red,derivat del bacteriofag-Red i

utilitza les proteines Exo, Beta i Gany LINB a8y OAl RQdzy 5b! f AyS
RQK 2 Y 2nfajgrade 60 bpf | LINP G SOyl 9E2 | YROROGADBAG
degrada el DNA lineal deixant @wxtrem en cadena simplda proteina Beta
LINEGSISAE A LINRY2dz tQlySttlYSyid aRQl |jdz§4 i
sequencia complementarial finalment, la proteina Gamimpedeix que les

nucleases endogenes RecBCD i SbcCD degradin el DNA lineal. La &edgienci
recombinacio derecombineeringy 2 NY | € YSYy i Sa ROdn0° L2 aAlAdz
colonies(Yu et al., 2000; Constantino i Court, 2003; Sharan et al., 2009).

Amb eldescobriment del sistema CRISB&9, el grup de recerca de Marraffini

va desenvolupar un mgtRS RQSRA OA s E. Bofdue uflifrsgva ¥al RQ
maquiraria de recombinacié del fagRedconjuntament amb el sistema CRISPR

Cas9 com a pas de seleccio per augmen&ai@ficiencia (Jiang et al., 2013).

Aquest desenvolupament consisteix en un sistema de dos plasmidis, pCas9 i
pCRISPR, que codifiquen per la Cas9 i per la guigr&dgActivament Ambf Qg a

de cél-luleE. colique expressen el sistemsaRed i f @R'A O AnsDNARddmiador

lineal que funciorm com a motlle de reparaciéd QI 02y 8S3dzSAE f QSRA
recombineering es seleccionen les cél-lules on no hi ha hagut recombinacio

homologa amb CRISRRS9.

Més endavant, Jiang et al. (2015) va publicar onbora del sstema de dos

plasmidi€ SaLISOAFfYSYyd STAOASY(H LIStqueRAadaaSye
LISNYSGALF Y2RAFAOI NI St 3IASyerastte YSa RQdzy 02 LJ
En aquest cas, el plasmpaiiargetFeonté tres elements a destacar. Per una banda,

codifica perla guia RNARANA IARI | &£ HS35 ROKY(ISANE aRA A&
sintéticament, sota el control del promotor constitutiu J23119(9peTambé

codificaper la resisténcia a espectinomiciha O2y (i S f Q2NA3ISYy RS NI LI
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H pCas en canvi, expressa la proteit@as9a 2 G St O2y G NRf RQdzy
constitutiu, codifica peta resisténcia a kanamicina i conté els gens del sistema de
recombinases Exo, Beta i Gaota el control del promotor pBAD induible amb L

arabinosaEl DNA donadé) 1lj dz§8 a4 QlF FS3ISAE O2mifjancanty2it S R

una cotransformacio amb el pTargetfa de ser de doble caderfgigura 6).

J23102

Homology arms

gRNA scaffold
pTarget i . o + IO
> o 3 Repair Template with

l Complex-formation

s ¥
Cas9:gRNA complex

l Target Binding

Target + PAM

ATTEEERTET RN RN gs
Gene of interest

l Target Cleavage (DSB)

l HDR

AUVEEER R AR A R Rn

Figura6.{ A2 G SYlI RS R2& LX I aYERAIPiaigstnl, HES).
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[ QSTAOASYOA Il RQF |j dzS éstunasdélecit, BY %, odbE NIl aS32y
AYaSNODAsS 1ljdzS§ RSLIBY RS I f2y3AadddzR RS fSa
sent 6 % per 40 bp i 28 % per 400 bp. A més, en aquest estlelnostiaque es
podenduratermelv NA S& N yeR Gndesp& 2l5tiRamem curt de temps,

ja que els plasmidis pTargetF i pCas es poden eliminar de les cél-lules mitjancant

un procés anomenaturingb t SNJ dzyt o6FyRIFX St LY I & AyOf
d3wb! 1jdz§ S$a& R kxepkasiddebpTargetft, p\#BN,JscliaSlconRdb

RQdzy LINRPY20G2N DYRGaRSa &  ¥BANXIE ¢Ha L2 G & dz &
gue contéuna guia RNAspecificgper unpTargetF amb unaova guia RNAPer

altra banda, eturingdel pCas es pot dur a terme tjancant el creixement a 37

c/ > 2 1jdz§ ftF NBLX AOIFIOAs RQIIjdzSaid LI} I &yYaA
0SYLISNI GdzNF wSLY mam 1jdzS FdzyOA2yl O2NNBOG I
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2.0BJECDS

[ Q2 06 ASYISANGz tBsDdotitadabeéminarcadaR A ya RQdzy LINRP 2SO0 !
{LAYNBI Ol {o! o & SNI f QSaddzRA RQdzy LINROS
de T. gondiilj dz§ F2aaAy ¢gdAfta LISt TFdzidzNJ RSASyYy O+
serodiagnostiade la toxoplasmosiPer assolir aquest proposit generak van

plantgar quatre objectius especifics:

i.  Obtenir cassettesR Q S E LIN@r#igesssde TR gondij incloent els
elements per la induccid i la posterior purificacid, adients per la produccié
enE. colBL21 (DE3).

i. DSYSNI NJ BA Xili®Ds (DE3N editles genéticamentper la
producciéRdntigens del. gondides dediversodoci.

i. Avaluarels®@Sff & RQSELINBSaais A NBOdzZISNI OAs R
comparant soques transformades amplasmidi i soques editades
geneticament.

iv.  Comprovar la funcionalitalels antigens produits per detectar anticossos
anti-Toxoplasma estudiar la viabilitat dgenerar un kit de diagnostic en
dos formats diferentsi Sa i RQF 3t dz{LAilimbnhrmwassaiy f £ G SE
enzimatic ELISA
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3. MATERIAUMETOLES

3.1 MATERIALS

3.1.1KQUIPS | APARELLS
Taula2. Llista d'equiisi aparells.
' 3AGF R2NJ RQAY Odzo IKA

Agitador Orbital i Rotabit 3000974  JP Selecta
Agitador magnetic RCT Basic/ HCT

. IKA
Basic
Ampolles Pyrex 50 ng2 L Corning
Autoclau per esterilitzacié a vapor IP Selecta
Presoclave 1175
Balances analitiques i de precisié ,
Sartorius

Series Mpact
Bany termostatic Precisbat 6000148 JP Selecta

Bioreactor BIOSTAX Sartorius
Bomba peristaltica de flux variable C Dinko
25VT

Cabines de seguretat microbiologice

BIGIIA, BIQIA/P,BIGIIA/M Telstar

Centiifuga Allegra Microfuge 16 Beckman Coulter
Centifuga Allegra Microfuge 22R Beckman Coulter
Centrifuga 5415C Eppendorf
Cubetes espectrofotometre VWR

Espatules VWR
Espectrofotometre UM 600PC VWR

Estufq bacteriologica i de cultiu IP Selecta
Incubig

Filtres esterils 0.2 um Sartorius

Flascons Erlemeyer Dur&f, 100mL DWK Life Sciences
Flascons Erlemeyer Durbaffled : .

250 500 mL DWK Life Sciences
cC2yid RQlIfAYSyYyGl O

PowerPac 1646050 BioRad
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Gels MiniProtean TGX

Guants
Iman agitador

Bio-Rad
VWR
VWR

Lector de microplaques MultiScan E Thermo Scientific

Maquina de gel

Membranes de nitrocel-lulosa

Microones

Mini-Protean TetraCell
Mini TransBlot Electrophoretic
Transfer Cell 143930/ 1703935

NanodropONE
Nevera

Nitrogen liquid
Paper Whatman
Parafilm

pHmetre BASIC 30+

Pipeta automatica Powerpetté®lus
Pipetes PIPETMAN 1, 2, 5, 10, 20, -
50, 100, 200, 1000 pL

Plaques 96 pous Costar

RQSt SOG N

{AaGSYl
DNA
{AAaGSYl
Simplicity

Sonicaor Model FB120 Sonic

Dismembrator
SpinTech 240

Termobloc sec TDR20
Termociclador C1000 Thermal Cycle
TransiluminadotJV THx20M

Tub amb membrana de dialisi
SpectraPor FloatA-Lyzer G2 1, 5 mL
Tubs Eppendorf 1,512 mL

Tubs Falcon esterils NUNC 15, 50 n

Tubs PCR 250 pL

Ultracongelador Revco E8BC ULT

Upright
Versadoc 4000
Vortex Q861

LJdzZNA F

JP Selecta
Bio-Rad
LG
Bio-Rad

Bio-Rad

Thermo Scientific
Beko

MVE

SigmaAldrich

VWR

Crison Instruments
Jencons

Gilson
Corning

Bio-Rad
Merck-Millipore

Fisher Scientific

Spinreact

Biosan

Bio-Rad

Life Technologies

SigmaAldrich

Eppendorf
Thermo Scientific
Eppendorf

Thermo Scientific

Bio-Rad
CGoldenWall

37



3.1.2FTWARE

Taula3. Llista de tot el programari utilitzat.

Blast https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
CRISPOR http://crispor.tefor.net/
Everyvector https://everyvector.com
Gene Snap Syngene

Primer 3 https://primer3.ut.ee
QuantityOne Bio-Rad

3.1.3REACTIUS QUIMICS

Taula4. Llista de reactius quimics.

Acetat de sodi SigmaAldrich

Acid acétic (996) SigmaAldrich

Acid clorhidric 1 M Thermo Scientific
Acid etilendiamintetraacétic (EDTA) Thermo Scientific
Acid tricloroacétic (TCA) PanReac AppliChem
Acid sulfaric 1 M SigmaAldrich
Acrilamida/Bisacrilamida (40 %) SigmaAldrich
Agaros SigmaAldrich
Albumina(BSA SigmaAldrich
Antiescumant SES SigmaAldrich
Ampicil-lina SigmaAldrich

I -mercaptoetanob0 mM Thermo Scientific
Blau brillant Coomassie 250 Merck Millipore
Bromofenol blue Merck Millipore
Clorur de calci PanReac AppliChem
Clorur de magnesi PanReac AppliChem
Clorur de potassi PanReac AppliChem
Clorur de sodi PanReac AppliChem
CompleteMini (coctel inhibidors de Roche Diagnostics
proteases)

Dihidrogen fosfat de potassi PanReac AppliChem
Dimetil sulfoxid (DMSO) SigmaAldrich
Ditiotreitol (DTT) SigmaAldrich
Dodecilsulfat sodic (SDS) SigmaAldrich

38



Etanol (100%) PanReadppliChem

Etanolamina Merck Millipore
Espectinomicina SigmaAldrich

Etil dimetil carbodiimida (EDC) Thermo Scientific
Glicerina (9%0) SigmaAldrich

Glicina SigmaAldrich
Glucosa PanReac AppliChem
Hidroclorur de guanidin@GuHCI) SigmaAldrich
Hidrogenfosfat de sodi PanReac AppliChem
Hidroxid de sodi 1 M Thermo Scientific
Hidroxietil cel-lulosa (HEC) SigmaAldrich
Imidazoé SigmaAldrich
Isopropanol SigmaAldrich
I(_IPa}ré)LJleLtﬂzgalactoplrano&d SigmaAldrich
Kanamicina SigmaAldrich
L-(+)}Arabinosa SigmaAldrich
Metanol PanReac AppliChem

N-Hidroxisulfosuccinimida (suHdHS) Thermo Scientific
t SNRdzE FIF G RQI Y2y Thermo Scientific

PolietilenglicoBOOO(PEG) Promega
Proteina A conjugadapgeroxidasa SigmaAldrich
TEMED SigmaAldrich

Tris (Trizima Base) SigmaAldrich
TrisHCI1 M SigmaAldrich
Tween 20 Thermo Scientific
Urea SigmaAldrich
X-Gal Promega

3.1.4MEDISSOLUCIONSANIPONS

Taulab. Llista de medis, solucions i tampons.

Latex 300 nm A30 Ikerlat

Latex 300 nm A30 COOH Ikerlat

Luria, Base de Caldo (LB) PanReac AppliChem
Marcador DNA 1 kb Plus Invitrogen

Marcador proteines

Kaleidoscope Prestained BioRad
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Medi delbioreactor

Medi LB

Medi SOB

Medi SOC

PhosphateBuffered Saline (PBS)

PBST
wSI OlAdz RQlI aal
protein assay

Solucié Blau de Coomassie

Solucio de destincio
Solucié de competeéncia |
Solucié de competéncia Il

Soluciéo KCM

Solucio PEG

SYBR Safe 10000X

Tampo de bloqueig

Tampo de carregéXal gel de
poliacrilamida

Tampé de carrega 6X reductor
Tampé de carrega al gel

RQIF 3 NR &I

Tampo decoating ELISA
Tampo de dialisi 1

Tampo de dialisi 2

¢l YLIs RQSf SOGN
proteines

Tampo de lisi

Tampo de purificacibinding

5 g/L extracte de llevat, 20 g/L triptona, O
g/L NacCl, 0,2 g/L KCl, 4,9 g/L Mg3BO i
7,2 g/L glucosa

0,5 % etracte de llevat, 1 % triptona, 10
mM NacCl

0,5 % etracte de llevat, 1 % triptona, 10
mM NacCl, 2,5 mM KCI10 mM MgS®@7H0
0,5 % etracte de llevat, 1 % triptona, 10
mM NacCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgS®tO
i 20 mM glucosa

137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 8 mM
NaHPQ:-12HO i 2 mM KEPG

PBSi 0,1 % Tween 20

Bio-Rad

2,5 g blau Coomassie, 450 mL metanol,
mL acid acétic i fins a 1 L amb aigua

200 mL metanol, 150 ndcid acetic i fins a
1L amb aigua

60¢ 200 mM CaGi 10 mM HEPES a pH 7
60¢ 200 mM Ca@l 10 mM HEPES i 15 %
glicerol

1 M KCI, 0,3 M CaCl0,5 M MgCGl

10 % PEG 8000

Invitrogen

TBST i 5 % de llet en pols

375mM TrisHCI,9 % SDX0 % glicerol i
0,03 % bromofenol blue

¢l YLl c - -kercapYostanolR S

Invitrogen

0,1 M NaHC®& pH 9,6
1 M urea, 50 mM TrisipH 8
0,1 M urea, 50 mM Tris i pH 8

25 mM Tris 192 mM glicina i 0.1% SDS

20 mM NaHPQ, 0,5 M NaCl pH 7.4, cocte
ROAYKAOARZ2NE RS LINI
50 mM KHPQ, 300 mM NacCl, 10 mM
imidazole i pH 8
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Tampé de purificacivashl
Tampo de purificacidvash2

Tampo de purificaciélution

Tampo de purificacio
desnaturalitzanbinding
Tampo de purificacio
desnaturalitzanwashl
Tampo de purificacié
desnaturalitzanwvash2
Tampo de purificacié
desnaturalitzanelution
Tampo de solubilitzacio
Tampo de transferencia de
proteines
Tetrametilbenzidina (TMB)
Tris buffered saline (TBS)
TBST

Tris AcetateEDTA (TAE) 10X

3.1.5KITS ENZIMS
Taulab. Llista de kits i enzims.

AgarosaNi-NTA

Enzims de restriccid
Lisozima

Lligasa T4 Ligase
NZYMaxiprep
Polimerasa Klenow DNA

Polimerasa KOD Hot Start DNA

QlAprep Spin Miniprep
QIAquick Gel Extraction
Solucié NBT/BCIP

Substrat Clarity western ECL

ToxoLatex

50 mM KHPQ, 300 mM NacCl, 20 mM
imidazole i pH 8

50 mM KHPQ, 300 mM NaCl, 50 mM
imidazole i pH 8

50 mM KHPQ, 300 mM NacCl, 250 mM
imidazole i pH 8

8 M urea /6 M GuHCI, 0,5 M NaCl, 20 ml
NeeHPQipH 7,8

8 M urea /6 M GuHCI, 0,5 M NaCl, 20 ml
NaeHPQi pH 6

8 M urea/ 6 M GuHCI, 0,5 M NacCl, 20 ml
NaeHPQIi pH 5,3

8 M urea/ 6 M GuHCI, 0,5 M NacCl, 20 ml
NaHPQIi pH 4

8 M Urea, 50 mM Tris, 0,1 M DTT

25 mM Tris, 192 mMlicina i 20 % metano

SigmaAldrich

10 mM Tris i 150 mM NaCl
TBSi0,1 % Tween 20
SigmaAldrich

Qiagen

New England Biolabs
Fluka

New England Biolabs
NZYTech

New England Biolabs
Toyobo

Qiagen

Qiagen

Bio-Rad

Bio-Rad

Spinreact
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3.16 PLASMIDIS

Taula?. Llista de plasmidis.

pCagq62225) Addgene
pTargetH62226) Addgene
pTargetcadA generat
pTargetfecA generat
pTargetlacZ generat
pTargetompA generat
pTargetybbD generat
pTargetcadA (Amp) generat
pTargetfecA (Amp) generat
pTargetlacZ (Amp) generat
pTargetompA (Amp) generat
pTargetybbD (Amp) generat
pTargetpanD (Amp) generat
pET28a (+) Novagen
PET28-SAG2 generat
PET28-GRA2 generat
PET28-SAG2GRA2 generat
pBlueScriptl SK (+) Agilent Technologies
pBlueScriptSAGplacz generat
pBlueScripiGRARcadA generat

3.1.7LINIES CHLULARS
Taula8. Llista de linies cel-lulars.

Escherichia coliop 10(C404003) Invitrogen
Escherichia coBL21 (DE3) cél-lules

competents(C25271) New England Biolabs

3.1.8DNAGENOMIC

EIDNA genomide Toxoplasma gondioca RH50174D)es va adquiriaf AQCC.
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3.1.9ANTICOSSOSERUMS

[ @tlcos antthistidines (Hisprobe G18: se804) es vaadquirir a Santa Cruz

Biotechnology.

Els anticossosecundaris de cabranti-lgGde conill conjugas a peroxidasg12-

348) o fosfatasa alcalinfl2-448) es van adquirir aSigmaAldrich

El sérum de cabra, previament caracteritzat com a positiu pel kit-Tatex, va
ser facilitat per Spinreac.A.U.per utilitzarlo com a control positiu en els

immunoassaigs.

Els serum$iumans es van caracteritzar amb el kit Tdvadex i van ser facilitats

per SpinreacS.A.U, previament adquirits a Cerba Specimen Services.
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3.2METODS

3.2.1 PREPARACIBELDNAGENOMI®E TOXOPLASMA GONDIELSLASMIDIS
PCASG PTARGEF

Tant el DNA genomic degondiicom els plasmidis pCas i pTargesfvan adquirir

en forma liofilitzada. Per tangs van reconstituir Yo St @2f dzy I RS dz G

YSRA [ . RQI O2NR delyroveilobEn el kaglélsiddeGsyie? v 4
contenienels plasmidis, posteriormers vafer una estria en plaques LB amls
antibioticskanamicinapelpCasj espectinomicinapelpTargetkFinalmentges va

TSN ONBAESNI dzyl O2t5yAl AYRAGARdAzZ t Sy
corresponent per poderne purificar els plasmidis amb el KQIAprep Spin

Miniprep, seguint les instruccits del fabricant.

3.2.2AMPLIFICACIO PERR

;

dz

Les sequéncies de tots glsmersdzd A f AGT I Ga Sy IljdzSadl GSaa

(Taula S1).

[ S& NBIFOOA2Yya RQIFYLX AFAOFOAs RS 5b! LIS NJ

polimerasa KOD Hot Start DNA. Seguintissuccions del fabricant, el protocol

RQI YL AFAOIFI OAs SadLyRINR Sa @I RgzNJ I SN

primersespecifics i aigua. A la Ta8laes mostra un exemple de reaccio i a la Taula

10 un exemple de condicions de reaccio:
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Taula9. VolumsR Q dayhplificacidestandard per PCR

Component Volum (IL)
DNA 20 ngjuL) o dil 1:10 cultiu O/N 1
KOD polimerasa 1
Tampd KOD 10X 5
dNTPS2AmM de cada 5
M@SQ (25 mM) 3
PrimerFW(10 uM) 1,5
PrimerRV (10 uM) 1,5
HO Fins a 50

Taulalod / 2y RA OA 2 y &staRdaddsy LIt A FA OF OA s

Temperatura Temps
95°C 2 min
95°C 20s
55°C 10s | 25x
70°C 30s
70°C 5 min
4°C K

l £ 3dzyda LI NLYSGiINBa RSfta OAOfSaxz O2Yy I 4S

RQSt2y3F OAsX @I NRI @Sy fdrifazatiftatay Sy asS3az2ya

En el cas de laverlapPCR, la PCR inversa ctdonyPCR, variaven parametres

com el numero de motllegn lesoverlap PCR, el nimero de cicles en la PCR

inversa, passant de 25 a 35, o el tipus de motlle emllanyPCR. En aquest Gltim

OFasx aQKlI@Al RS LRAOChe&witul RIS FaalulR QA F G BINKJI:

com a motlle per la reaccioé de PCR
3.2.3E.ECTROFORESI EN GREAROSA
[ aSLI NFrOAs RS 5b! LISNI St SOUNR2FR NBaA Sa

RQF 31 NP &L dd SYBR perXara 50 mL de TAE 1X. Es van carregar entre 5
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i 50 L de mostra amb & 5 pL de colorant de carrega i es vian correr a 90g
120 V durant 45c don YAY ® 9f NBadzZ dFd RSta 3ISta
RQAYIFG3IS&8 SNAIR200®

w»
ax

3.24 REACCIONENZIMATQUES

Les dgestons enzimatiques es maur a terme amb els enzims de restricdé
New England Biolabs i el tamp6 corresponent per cada enzim. Un exemple generic
dereacciRS RA IS a i A ses rRoStdey la Taubl:a YA R A

Taulall Exemple de digestié enzimatica.

Component ReacciduL)

DNA £50 ngfuL) 5

Enzim 1

Tampol0X 3

H0 21
1 jdz§840GSa NBIFIOOA2y a REdRahtAR A iielsprodiicies y Odzo | @S
RS fF RAISAGLIBNI S3OSYHNRFRNBEY Sy 3ASt RQF Il
Laligaci6Sy T AYLGA Ol T Sy OFy @Az S& RdzZAl F GSNXS

o

RQdzy FNJIAYSYyld LINBDAIYSY(d RAISNPespiésl YO Sf &
de la digestio, egurificaven amb el kit QIAquick Gel Extractiprseguint les
instruccions del fabricdni es quantificavzen llegint la Absso al Nanodrop. Un
SESYLX S 3ISYysNAO RS NBI OOAs RS tfA3lFOAs RQ

la Taula 2:
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Taulal2. Exemple de lligacié enzimatica.

Component ReacciduL)
DNAplasmidi 0 ng/uL) 3
DNA insertX00 ngfiL) 2
T4 Ligase 1
Tampo T4 10X 2
H0 12

9y FljdSaisa NBIOOA2ya S& YIYyGSyAl dzyl NBf
MYo®d {QAYyOdzol @Sy I GSYLISNI GdzNI FYOoASY(d Rdz
NEI OOA s Ayl OUG ditayt fi0 minCES yrbductes de les lfigacions es

verificaven per digestio enzimatica previa transformacié bacteriana.

Un tercer tipus de reaccié enzimatica que es va dur a terme é€s la realitzada per la

L2t AYSNFal YfSy2¢ 5b! 3 [jdzS aQdziAf AGT I LISNJI
NEYE Yradelyce yEGARE RARASt RS Iy dOOSEGNBY p¢
Rbeta | fOYSEGNBYE (dQNBl OOAs Sa RA&a2f Al Sf
la T4 Ligase suplementat amb 3@ de cada dNTP (Taul8ll® { QA y OQzo | g | H

RdzNY yi wmMp YAY A &aQl (dzZNm@de chneenttd@IHiddA 5 | FS 3,
a 75 °C durant 20 min.

Taulal3. Exemple de reaccio amb la polimerasa Klenow DNA.

Component ReacciolL)

DNA £30 ngfuL) 30
Klenow 1
dNTPs 4

Tampo T4 10X 5

3.2.5PROTOCOL DE €ElILES COMPETENTS

Per dur a terme la generacié de cel-lules competents es va seguir un protocol
SAGLYRIFNR® LYAOAFfYSYld aQKF@Al RS FSNJ ONB?
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LBa3? A Hpn NLY -0dzid NizA QNRDOG0alibddbad v dzl Y f
0,375, és air, previsiblement al mig de la fase exponencial, es recollia el cultiu

en tubs Falcon de 50 mL i es deixava en gel durant 10 min. Després es
centrifugaven a 1600xg durant 10 min &4 sense desacceleracio. Posteriorment

es descartaven els sobrenedarites resuspenien en 10 mL de soluci6 esteril de

CaGl 60 mM i HEPES 10 mM. Es tornava a repetir el rentat un segon cop
centrifugant a 1100xg durant 5 min i es deixava en gel durant 30 min. Finalment

es repetia un tercer rentat amb les mateixes condicigu®e el segon i es

resuspenien en 2 mL de soluci6 estéril de £aCmM, HEPES 10 mM i 15 % de

3t AOSNRf ® ! LI NIAN RQIljdzSada w Y[ Sa 3Sy

rapidament en Mliquid per emmagatzemdes a-80 °C.
3.2.6 TRANSFORMACIO BACTERIA

La transformacio bacteriana, que consisteix en la introduccié de DNA exogen a
f QAVGSNA2NI RS fF Os8tifdzZ | RSt ol OGSNAZT Sa
Es descongelava una aliquota de 1@0de cel-lules competents i es barrejava

amb 1¢ 100 rg del DNA amb sals, com es mostra a Taula 14:
Taulal4. Preparacié de DNA i sgier latransformacio bacteriana.

Component ReacciolL)

DNA £50 nghiL) 2
Solucio PEG 27
Soluciéo KCM 10

HO 61

{ QAYy Odzo I @ Sy 3AStf RdzNI yd on YAY A aS3dzARI
ol yé& RQI°G didatt 60Is. EB retornava la preparacio al gel durant 2 min i
FAYLFEYSY( @ladnedSacSy ynn
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1 jdz§&ad Odzf GAdz RQOmM Y€ dudtil hR & 256 dprdi lUn cONB A E S NJ |
finalitzat, es dispensaven 1Qf Sy dzyl LI I OF [ . Yo fQFyd
O2NNBalLRySylG €EOMOQAYyOdzn |l @ | orT

[ QF Yyttt AdaA RS O2YLISG8YyOAlIXT 2 STAOASYOAl RS

del seguient calcul: Eficienciacoloniesfig de DNA.
3.2.7 QULTIU BACTERIA

La majoria de cultius que es van realitzar eren de petit volum, entre 315 mL, amb
Y2 (Adz RQlindiviida pfasntidis © &lans individuals. En canvi, per produir
proteines recombinantssevan dur a terme dos tipus de cultius bacterians, e
flascOR QI 3 A in bidbgaator. A S

Els medis havien de ser estérils, per tad,vanautoclavar a 122C durant 20
mn{ QFr FS3AASy Sta FIYyiAoA5S5GA0a O2NNBaLRySyis:

aguesta 5Qug/mL per kanamicina i espectinomicina, i 1@mL per ampicil-lina.

Hi havia diversos flascomsQ I 3 Joril és @ddien fer créixer volums de cultius
entre10i 100 n A V2X0dzf || @SY | YO dzydcultiiRfdt Eréizdrlas mYwmn R
LI NI ANJ RQdzyl OZCiBYrprhO/M.Y RA GARdzZL £ |+ orT

Per dur a terme el creixement amb densitats cel-lulars superiors es va utilitzar el

bioreactor BIOSTAA amb una cuba de 2 L. Es va inacufepre-cultiu de 100 mL

en 1,5 L denediesterilitzat El pHi el pQ 6 LISNOSyYy (| 43S eR@2 EA3ISY R}
mesurar amb sonek introduides al bioreactor En el cas del pH es mantenia el

Gt 2N FaaArAdayld Yabaerycelyid.rPeOmdRBIWGAs RS |/
LISNOSy Gk i3S RQ2EA3ISYy RAadaaztd S& NBIdAI &
OFolFtft NYSGUNBE YLaaArOoe 9t YSRA RS Odz GAdz &
bA2NBI OG2NJ 21 Ydzydrd A €F 3fdz02al aQl ¥S3A
filtraci6 amb un filtre estérilde @um.[ I &2 dzOAs | yiASaoOdzylyid a
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amb el mateix procediment i a una concentracid maxima de 10 mg/L per evitar
alteracions af QSljdzA ft AGNA RS f Q2EA3ISYy RAaaztid Sy

dificultessn la seva transferencia.

5dzN} yi Sta OdzZ GAdzazr Gryd Sy Ftlalds RQFIAG!
LIS NJ Qe bjoindssia dngsuranfl! edo@LJS NJ f Qe pybteiied el SDS
PAGE.

3.28 H.ECTROFORESI EN GEL DE POLIACRIBAMIBAGE)

La separacio de proteines per electroforesi es va realitzar en gels Mini Protean
TGXdel 8¢ 16 % de poliacrilamida seguint el protocol recomanat pel fabricant. Es
van preparar les ngires amb el tampo de carrega 6X reductor dilni.:6, es

van escalfar durant 5 min a 10G i es van centrifugar durant 2 min a 13000 rpm
abans de carregdes. Els gels es van fer correr a unes condicions de 35 mA per
cada gel de poliacrilamida duradt5 ¢ 60 min. Posteriorment, els gels es
dipositaven en la solucié de tinci6 Blau de Coomassie durant 1 h. Finalment, es
destenyien els gels amb la solucié de destincio durayit@h. El resultat dels gels

es visualitzava a ull nu i es fotografiaven eis@doc.
3.2.90LUBILITZACIO DE PROTEINES RECOMBINANTS

Els cultius de soquek. coliinduits amb IPTG per expressar les proteines
recombinants es centrifugaven a 3000xg durant 15 mirf@.42osteriorment es
resuspenien en tampo de lisi en un volum corresponent al 10 % del volum del
cultiu inicial i es procedia al trencament cel-lularigrapcio cel-lular per métode
fisic mitjancant un sonicador. Finalment es centrifugaven a 9400xg durant 45 min

a 4°C per separar les fraccions soluble i insoluble.

Les proteines recombinants es poden produir en forma soluble, pero en alguns

casos agreguerf 2 NI yi 0234238 RQAYyOfdzaAs Ayazf dzo:
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RQAYOf dzaAs Sa LIRRSYy a2ftdzoAfAGT N dzGAfAGT |

abans de la purificacio.

Per dur a terme la solubilitzacié de les proteines es va resuspendre la fraccid
insolubleSy Gl YLIs RS &2t dzoAfAlGTFOAsST | YO LINBAS\
en un volum corresponent al 10 % del volum del cultiu inicial. Es va fer rotar la

fraccio insoluble durant h a temperatura ambientes vacentrifugara 9400xg

durant 10 min. Posteorment es valialitzarcontra 500 volums dels tampons de

dialisi 1 i 2 durant 1 h. Finalment es dialitzardos cops contr&00 volums de

PBS a4Cdurant24 hidurant 1 hf I ¥ NI} OOAs NBadzZ GFyd RQI |jo
centrifugara 9400xg. B NJ f Cde yhasfres &m SBDBAGEes va recollir una

aliquota del sobrenedant i es vasuspendreel pellet en PBS.
3.2.10PURIFICACIO DE PROTEINES RECOMBINANFNAMS

El sistema de purificacio ®i¢ ! Sa ol al Sy dzyl ONRY!Il (23N
YSGI ff &adz2y1 fcOBSIIME)s 2 Odad RQKAAGARAYS&:=Z (S
metal-licscomelRix St ljdzZ- € S&a GNROI AYY20AtAGT I 4G S
jdzSt I yi LOAR YAGNRE2GNRIFIOSGAO 6be¢! 0d [ QAY,
per unirse al NiNTA i aix0 permet la purificacié de les proteines amb aquesta
SGALdzSGl ®© 9y Sf LI aaza RQdzyAs A NBydlrda S
ROQAYARFIT2tSY SyiNB wmn A pn YaX LISNI SGAGI N
OFLy@As Sy f QgftdayAly FLOMGar SG2 yNBSjydaSNNBOME RQA YA R
eluir les proteines amb 6xHis. El procés es va realitzar seguint les instruccions del

fabricant.

9y OF&a RQIFLI NROAs RS O23da2d8 RQAYOfdzaisz ||
NTA també permet realitzael procés sota condicions desnaturalitzants
ddzoaldAlddAayld fQAYARFT 2SS LISN F3Syida RSayl
f QKARNR Of 2 NHzNJ RS 3dzt yYARAYl oDdzl / £ 0% 02y 2dz
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3.2.11PRECIPITACIO DE PROTEINES G¥AB

[ QF Yt A-BAGE 8 yhostfedpfovinents de la purificacié en condicions
desnaturalitzants de GuHCI 6 M faegmun precipitat de color taronj@roc quan
es tracenamb SDSPer evitatho caldiluir lesmostres1:6 amb HO, dialitzades

0 bé separatesde la guanidinaa través de la precipitacio amb acid tricloroacetic
(TCA).

Primeresdiluien lesmostres fins a 100 pL afegint volums iguals de 10 % TCA.

Després es@lxavenen gel durant 20 minescentrifugaven 15 min a 13000 rpm

i 4°C. Posteriorment eentavenelspelletsl Yo pnn k10 RA@BEC y 2 f

i escentrifugaren5 min a 13000 rpm4 °C Finalment, es €ixavzenassecar 5 min

i esresuspaien en tampo decarrega 6X reducto/ I £ RS &0 OF NJ Ij dz§ & QK
carregarles mostresmmediatament desprgéde bullir durant 10 min a 100C per

evitar precipitacionsle possiblesraces deGuHCI
3.212WESTERN BLOT

Els Western bloSa NBIFf AG1 1 @Sy RSALINBA RQdzy LINROS
proteines des del gel de poliacrilamida a una membrana de PVDF a 400 mA i

durant 90 min, seguint les instruccions del fabricant. Un cop completada la
transferencia es bloquejava la membrana amlotpina de llet durant 1 h a

temperatura ambient. Per detectar les proteines recombinants amb cua
ROKAAUARAYSA:I aQAyOdz:ol @ fF YSYONIryYylL Sy dz
His diluit 1:500 en tampd de bloqueig durant 16 h 4C4 Posteriorment es

realitzaven cincrentatsamb TRS F IAGFy d F mnann NLIY A aQAyO
secundari conjugat a peroxidasa o fosfatasa alcalina a una dilucié6 1:2000 o
MYMannny NBALISOGADI YSY (i ©12b Git edNBcadiaRQdzy | A Yy (

fercincrentatsambTBS A FAY I € YSyd Sa RSGSOGF G 1 &S

es detectava per quimioluminescencia amb els read@ilasity western recollint

52



fl AYFG3S Ff +£SNAIFTR2O0OX Sy OFy@As QI OGAD

reactius NBT/BCIP i es podia reea ull nu.
3.2.13QUANTIFICACIO DE PROTEINES

Es va seguir el métode colorimeétric Bradford utilitzant el regutidein assayer
RSGUSNNYAYIFENI £ O2yOSYiGNI OAs RS LINRGSOY!Il (2
AyaiNdHzOOA2ya RSt FILoONROFIyGd [ NBIFOOAs Sy
proteines forma un complex proteifagment que es pot mesurar a 595 nm. La

concentt OAs S& @F RSGSNNAYEFNI I LI NOAN RQdzy |l |
albumina BSA.

3.2.14CALCUL DE PRODUCTIVITAT

La productivitat volumetrica és la relacio entre la quantitat de producte obtingut

per unitat de volum i temps.

Es realitzava el calcul de productivitat volumétrica de cada cultiu al final dels
cultius bacterians induits amb IPTG durant 16 h i després del procés de purificacio

amb NiNTA i quantificacié mitjancant Bradford.

3.215BExTRACCIO DENAGENOMIC

[ QSEG NI OOA s Rredithalpicaitsina EotonidindiSidual de la soca

0l OGSNXI yilresuBp@rferyai W NBOR[ R QI A 3 dzlbé uSlitzant NA £ =
directament 100y RS Odzt G A dz O NXRescéfaziel tibkaO®PC 5 S & LINS &
durant 5 mini escentrifugaraa 10000 rpm durant 5 min recollint el sobrenedant

Aquest sobrenedant es podia emmagatzemangelant-lo a-20°C, o bé pdiaser

utilitzat, directament o diluit com a motlleen unaamplificacié pelPCR.
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3.216 PRECIPITACIO DNA

La precipitacié del DNa&mb acetat sodic i etanol es va utilitzar per concentrar i
RS&&FtEAYAGT F NI LINBLI NI OAz2ya |ljd2ausSa RQLOAF
RQIFOSGlFi{i a5RAOpo0aRQASAHY DEumAN RS Sapndl LINR D
del DNA en una soluci6 de 10D. (5 & LINBa RQI FSAANI £+ alf A
amb vortex i es mantenia la mostra-20 °C durant 30 min. Posteriorment es

centrifugava a 13000 rpm durant 25 min i es feia un rentat amb etanol 70 %.

Finalment, es deixava assecar el pellet a temperatarhiant durant 15 min i es

resuspenia en el volum desitjat. La concentracio del DNA es podia comprovar

llegint la Abssoal Nanodrop
3.217 BEDICIO GENETICA

[ QSRA OA 5 E.X8liirbiiels GistemR Qe dos plasmidis és un tipus de
transformacié bacteriana on es transforma primer el pCas i g@saosformen

finalment el pTarget especific i el DNA donador.

Diferia del protocol estandard de transformacio bacterianatess parametresla

temperatura de creixemeran SO@ RQAYy OdzoF OAs RS £ S&a LJX I |j dzS
era30 = St (SYLA RQAYyOdzo I (36l ileR Quartit&tside LI | Ij dzS &
pTarget i DNA donador en la-tansformacié venien donades pel protocol

dissenyat a Jianet al. (2015). A la Taula 15 es pot veure un exemple genéric de

co-transformacio:

Taulalb. Preparacié de DNA i sals per I'edici6é genética.

Component ReacciolL)
pTarget (10 ngjuL) 1
DNA donador (40 ngL) 10
Solucio PEG 27
Solucié KCM 10
HO 52
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3.2.18CRIBRATGE BLGBLANC

[ QFyEtf AaA RS QS RAMYPER bilfzynrimarrdicaois FSA | LIS
RQSRAOAs @ ¢ 2 { lodusldcZedpbdia febuh arflfsi prévi, tnés Raid

i facil que lacolonyPCR.

Utilitzant el cribratge blag blanc es podien distingir les colonies que havien patit

disrupcio del geracZsegons si tenien color blau o color blanc. Aixo es dona

gracies a que el gdacZ que codifica per la-galactosidasa, es troba a dins de

f Q2 LABINBSELINB&aAs RSt ljdz2r f S& AyRdzO6f S LISN.
fl OG2al O2Y i{danttasitiadatés ¢apas geitrdndar el substraiaX

gue conté una galactosa uni@ghpigment blau insoluble-dloro-3-bromo-indigo.

5QF ljdzSadt F2 NYI-Gali$yG édpddignddiStangir lcotonies blaves

(sense disrupcio6 &c2 i blanques (amb disrupcidacy.
3.2.19PES HUMIT | PES SECLCERAR

Una forma de quantificar laiomassa més acurada que la densitat optica és la

mesura del pes humit cel-lular i del pes sec cel-lular.

Per comparar pesos entre soques es van fer créixer cultius en condicions

SljdzA @t Sytdaz Sa || RANE Y0 YSRAed h/ X AYyRO
durant 16 hia 30C. Ales4 hiales 16 h es van prendre mostres de 30 mL, es va

Y S & dzNJ ed¥d désprés @sivan centrifugar a 4500xg durant 10 min per mesurar

el pes dels pellets (pes humit cel-lular). Posteriorment es van resuspendre els

pelletse/ on Y[ RQdzyl &2fdzOAs RS o 3Ik[ blk/f A
durant 10 min. Finalment es van deixar assecar &88urant 24 h fins a mesurar

un pes sec cel-lular constant.
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3.220BMMAGATZEMAT®@ELLARG TERMINI ABIBCEROL

Els estocs bacterians amb glicerol tenen una gran importancia en
ISYYF3AFGT SYlLFLd3as | £ NB GSNYAYyA RS 3ASy20ALl
f QSYYLl 3 (1°GdepldgaeS LBo20f/ RS L FaYARAAI fQSaiz
a-80°C ésestableduran | y2dad [ QFr RRAOAs RS It AOSNRE ||
estabilitza els bacteris congelats impedint el dany de les membranes i, per tant,

assegurant la seva supervivencia.
3.221 SENSIBILITZACIO DEL LANBMUNOTURBIDIMETRIA

La sensibilitzacio deltkEx es podia dur a terme via adsorcié passiva 0 via unio

covalent.

9y f QI RA2NDAs LI a&4A QI X j dz§ S a R2VY I o2y
St SOGNRaGLGALdzSa A F2NOS& RS Oly RSNJ 21| ¢
en compte la carrega eléctrica delstigiens directament relacionada amb el pH

del medi. Es van fer les adsorcions en tampd Tris a pH 8 amb 1 % de latex final

durant 3 h i a temperatura ambient, havent afegit 0,2 % de HEC com a

anticoagulant i 6,5 mg/mL de BSA com a estabilitzant

Per la uniécovalent, per altra banda, es necessitaven particules de poliestire

OF ND2EAf I RS&Y S& | RANE | Yd 3INHzIa OF ND2EA
FYd H Ya RQ95/ ANHSprostafiarmeR s & d=alzar el

revestiment en un tampd PBS a pH 6bain% de latex final durant 3 h i &@,

KFE@Syad FFSAAG nZtp YIKY[ RQSGlLYy2Ff YAYIl A

de BSA com a estabilitzant.

A

t SN) gt GAYEZ fQlF&aalA3dl AYYdzy2ddzNDARAYSUGNRO
barrejant mostres de serum solucio salingd9 g/L NaClamb un tampd6TBS amb

0,2 % de HEEZ t 2 & G S NJA 2 NiN Segah tanip® fue iSchia Bl latex
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sensibilitzat amb antigen8urant el procés de reaccio es feien dues lectures de
f Qlootd f QRY X Qi Alkap de 5 min.

3.222 IMMUNOASSAIG ENZIMAGELISA)

[ QAYYdzy2laalAa Syl AYLGAO Sa @b dziA€tAGT F NI I

recombinants amb serunositius i negatius per la toxoplasmosi.

Les plagues de poliestirde 96 pouses van recobrir @b les proteines

antigeniquesa una concentracié de 2ag/mL mitjancant el tamp0d decoating

durant la nit i a £C.Com a control positiu es va afegir una preparacio de TLA

facilitada per Spinreacs.A.Ui com a control negatiu hi havia la proteina GST

produida i purificada ek.coli. Es van realitzar dos rentats amb PBSBSA 4,5

%, | posteriorment es va readr un bloqueig amb el mateix tampo durant 1 h a

37°C. 10QuL delsgpoolsde serums humans, diluits a 1:25 en el tamp6 de bloqueig,

es van afegir als pous i es van incubar durant 8 min a 37°C i 100 rpm.
5SaLINBa RSt LI a RQdeyunsentat andb ellmatéidtanpéd a2 a > Sa
utilitzat anteriorment i es va realitzar una incubacié amb proteina A conjugada a
peroxidasa diluida entre 1:10@QL:25000 en PB¥® a 37°C i durant 20 min agitant

a 100 rpm. Finalment, després de sis rentats amb el taRR®T | BSA 0,5 %s

van afegir 10QuL del substraTMB i es va incub#a placadurant 15¢ 60 min a 37

°C. La reacci6 es va aturar amb 100deH,SQ1MiS & @I Y Saer\al NJ f Q! 6 &
f SOG2NJ RQO[ L{! @
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4. RESULATS

¢ f O2Y &QKI AYGNRBRdzOG LINBOGALF YSYyGx

A

RSaSy@2ft dzLd YSYy(d RQdzy aAaiGSYlF RSMéJINRE RdAzOOA s

O2yONB UGl YSYyldsx Sy FljdzSaalr GdSair Sa Y2aidN

plasmidii soqueseditades genétiament amb la capacitat de produir antigens de

T. gondivalids pel diagnostic de la toxoplasmosi.

4.1 GENERKIODE SOQUES TRANSFORMADES AMB PLASMIDI

ComaprimerpaS a @y Sai E.colitkahsforinadigsdadia plaBhei
per la qual cosa calia seldonar els antigens d€oxoplasma A partir de la
literatura cientifica es van poder triar els antigegse obtenienuna alta
sensibilitat i especificitat compaisaamb el TLA. Posteriorment es van clonar les
sequencies genetiques rellevantsislantigens en un plasmidi adequen relacio

ala soca bacteriana.
4.1.1SLECIODELS ANTIGENSTGEXOPLASMA GONDII

Es va decidir treballar amb les proteines SAG2 i GRAZ representatives de la
superficie i ded granuk del Toxoplasmarespectivament SegonsHolecGasior

(2013), SAG2 i GRA2 mostren ambdues una sensibilitat %9@n serums
previament classificatde fase aguda i >6% en serumgreviament classificats

de fase cronica

Les sequénciede DNAque codifiquen els antigens de gondiiSAG2 i GRA2 es

gy 260SYANI RS tF 6Fas RS RIFIRS& DSy. Iyl

respectivament). En el cas de SAG2, la seqiéencia genética anava del residu 28 al

172, corresponent al 1006 de la proteina madura excloent el peptid senyal
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mSYyGaNB 1jdzS 1 &aSINSYyOAlF RS Dw!H Iyl @l RSt
2 (Gterminal) el qualconté el 85% de la proteina madura excloent, també, el

peptid senyal.

Les squéncies de SAG2 i GRA2 es van amplificar per PCR a patitAigenomic

deT.gondid SAdzZA Yy i dzy LINRP G202t SaltpgiRerask RQI Y LI A
amb activitat correctorecKOD(apartats 3.21 i 3.22). El disseny delgrimersva

tenirencompS €I LI dzit RS £ SOGdz2NI RS fI OdzZ RQK)
i els llocs de tall dels enzims de restricci6 BamHI i Hindlll es van incloure per

facilitar el clonatge dels fragments

Després de fer la reaccidna aliquota éls productes de PCR es va correr en un
gelaf :0M RQ ThpaNR FAW)LISNI GSNA FAOF NJ |jdzS & QKI @Al |
desitjat Figura?).

500 bp

Figura7. AnalisiSy 3St RQI 31 NP #ié lesR&iiencd cedificih peli
antigens SAG2 i GRAZs sequéncies codificants per SAG2 i GRA2 es van amplif
PCR utilitzant DNA genomisprimerssag2_FW/sag2 RWUna aliquota de cada reac
es va analitzar per electroforéSiy 35St RQI 3| NP & [ 20GRA2. NN

Previsiblement, els fragments de SAG2 i GRA2 eren de 435 bp i 408 bp,
NBaLISOGAGIYSyled 9f ISt RQSt SOUNRT2NBar g

i els fragments es van purificar amb el@®itAquickGel Extraction

60



4.1.2GENERBIODELEASSETTE®XPRESSIO

Per generar elsassettesRQSELINB&aaAsz (It O2Y &aQKIlI SELJX .
sequencies parcials de SAG2 i GRA2 es van amplificar per PQOitiraers

especifics utilitzanel DNAgenomic. Aquests fragments, conjuntament amb el

plasmidi, es van digerir amb els enzims de restriccio BamHI i Hapdittat 3.24),

O2al 1jdzS LISNXYSGAI NI a&LIS GasterddmenQagedisSy i OA s |
fragmentses van lligaral vector pET28% Yo f QSy 1l A ¥npautadé A Il &S A
lectura ambf QS G A lj dzS ( | tedm& fresentieR dl plaSraidi, ljue serveix

per facilitar la purificacio i deteccié de les proteines (Fig)raEls plasmidis

resultants es van transformar en cél-lules competéntsoliTop 10 épartats3.25

i 3.26).
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Figura 8. Estratégia de clonacié dels plasmidis pET-Z3G2 | pET28GRA2.

Després de la transformacio, colonies de les soques desitjades es van fer créixer
en cultius O/N dpartat 3.2.7 en presencia de kanamicina per pogr purficar
els plasmidis amb el KRIAprep Spin Minipregomprovarne la mida per digestio

SYTAYLGAOF dziAfAGTI FYyd t@dzLLd '°gelD2LI NBI f |
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LI FEYARAE RAISNAGA 84 Oty FylFtAdl NI Sy dzy

dels fragments resultants del tall (Fig®a El patré dels fragments en el gel
indicava que els plasmidis contenien els inserts esperats. Per una banda, el

PET28SAG & QSAaLISNI @I 1jdzS F2& RAISNRG Sy

i NB a

kb; mentre que en el cas del pET2Bav! H a4 QS & LISNI @I dzy NBadz (

fragments de 100 bp, 1 kb, 1,7 kb i 2,9 kb.

Figura9. AnalisiSy 3 St &Qddigestiki@nairhatica dels plasmidis pET28AG.
ipET28eGRA2] I RA3IS&AGAs RS RdzSa O2t5yASa |
donar com a resultat tres fragments en el cas del pETR28a2 (carrils 1 i 2) i qua
fragments en el cas del pET28RAR (carrils 3 i 4).

5SEaLINBA& RS f QI yi t A ashanlpififichr BiddBsSoiasmids peB y T A YL {

confirmarne la seqiiéncia via seqiienciacié de SanBigua SRS f QUY Y SE
cop comprovat que els plasmidis pET28a contel@siseqiencies codifiats fels
antigens SAG2 i GRA2, es va dur a terme la transformacio en cél-lules competents
E. colBL21 (DE3). Es va triar aquesta soca perque esta especificament dissenyada
per la produccido de proteines recombinants, degut a la seva deficiéncia en
proteases Lon i OmpT que prevenen la degradacié de protegxégenes i

perqué inclou el lisogerd 5 3j@e permet la sintesi de la T7 RNA polimerasa sota

St O2y iNRBft RQdzy LINBPY2U2NJ AYyRdzO6fS | Yo

Lt

fIF LIRfAYSNIAal Sa YIEAYAGTI I A fQSELINBAAAS

del promotor T7 del pET28a, es trobedinectament induides per IPTG.

¢

;

¢t O2Y aQKIl Ay i NRUblagdfia 186f rede hakderiNIQgE M dm dn |

de proteines quimériquesn la diagnosi de la toxoplasmosi. En aquesta tesi es va
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O2Y&aARSNI NJ f I LINE R dzO Gvaqudrantiyid seciidides S Oy | |j dz

de SAG2 i GRA2, ja que podia incrementar el rendiment del reactiu de diagnostic

a meés de reduir els costos de producci6.

Els plasmidis pET2&AG?2 | pET28aRA2 van servir com a motlle per amplificar

les sequencies de SAG2 i GRAfuest copamb una diaa de restricciéa un

extrem i amb una regié de superposi@étre fragmentst f QF £t G N SEGNBY:

manera que servis posteriorment per genefaQ | y i A 3Sy JBE2RYsSE NA O { ! D

overlap PCR La primera amplificacides va realitzar amb elgprimers
sag2_fusion_FW/sag_fusion_RV igra2_ fusion_FW/gra_fusiomeR\productes
RQI |j dBCR &s§an fer servir com a motlle per a la segona amplificabiéls

primerssag2_fusion_FWi/gra2_fusion_RV

El producte final de laverlap PCR es va purificar amb el KWAquickGel
Extraction i seguidament es va digerir amb els enzims BamHI i Hindlll. Després de
fl AyOdzml OAs> St LINRPRdzOGS RS I RA3ISAGAS

per avaluame la puresa i la mida (Figut8).

Figural0. AnalisiSy 35St Refl G WIREA FA OF OAs A fld
aSINSYyOAl O2RATAOI yi -GRA21atseytiéyicdiaicafioant |
SAG2GRAZ2 es va generar pmrerlapPCR i es va digerir amb BamHI i Hindlll. Una ali
RS fF RA3IS&aidAs Sa S FylFtAdl F N LGRNI S

El fragment que es mostra a FguralO correspon a la mida esperada de la

<‘

N

sequéncia quimérica SAGw! HX Sa | RANE yno 0L 5S3&LINJ

poder realitzar la lligaci6 amb el plasmidi pET28a préviament digerit amb els

mateixos enzims de restriccié (FigdH.
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Figurall Estratégia de clonacio del plasmidi pET2BAG2GRA2.
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¢t O2Y &AQKI @A LINBOSRAG | YOo-SASEGRA2I Yy (i SNA 2 N.
es va transformar en cél-lules competeftscoliTop 10.Posteriorment es va fer
créixer b soca en culius O/N en preséncia de kanamicina i es va purificar el
L F aYARA LISNJ O2YLINRB @I NJ ljdzS € €fA3F OAs aQF
digestié enzimatich Yo f QSy T AY2.- K2L O6CA3IdzNI ™

M 1 2 3

Sk B — — —

-~

:
)

650 bp —

i

Figural2. AnalisiSy 3St & d@dstidnzimatica del plasmidi pET28AG2
GRA2] I RA3IS&AdGAs RS (NBa O2fts5yASa o6OIN
havia de donar com a resultat dos fragments.

El patr6 de bandes esperat per aquesta digestiédaalues bandes amb mides
de 715 bp i 5495 bp. Com es pot veure a la Fig@raldes de les tresolonies

GOFNNAE&E H A o0 GSYASY ftOQAYASNI O2NNBOGI Y!

Finalment,es vaseleccionadzy’ R QI |j ¢i&sinidspETRRSAG2GRAer
poder confirmar la eva sequéncia via seqienciacio de Sangégufa Se
f Q! YiypSskeriormentges va transformar en cél-lules competefiscoliBL21
659003 GFf O2Y & QIGHRIPETIERA2. YO St LI9CHY!
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4.2 ProDUCCIO DE PROTEINA RECOMBINANT EN SOQUES

TRANSFORMADES AMB PLASMIDI

[ S&a & 20 d¢ofiBL21 ROE3) generades amb els plasmidis pESAGR,

PET28aGRA2 i pET288AG2GRA2 es van utilitzar en processos de produccio de

LINE 0 SOyl NBO2YoAYylyd Yo St LINRLSWaAG RS O
RQIljdz8ad aradsSyl o

4.2.1 DETERMINACIGN PROTOCOL DE PURIFICACIO ADIENT

Les soques transformades amb els plasmidis pET28a es van incubar en 5 mL de

medi LB amb kanamicina, concretamen3a°Ci a 200 rpm durant 16 h com a

pre-cultiu fins arribar a lfase estacionaria. Seguidament els bacteris es van diluir

10 vegades en medi LB amb kanamicina utilitzaritagtd deL00 mL Es va iniciar

aixiel cultiumantenintels parametres del precultiu fins arribar a unébsoo de

0,6 (fase migexponencial)moment en el ques va induitapreséncia dd7 RNA

L2t AYSNY &l YAG2alt ycel yirantfeRdultuAe® kam préd@en Ya Lt
Y2aliNBa LISNIfQlyttAair RS LINRPGSOySa Folya F
creixement.

Despés de 16 h de creixement del cultiu, i com a primer pas de purificacié

proteica, els bacteris es van recollir via centrifugacié dutdnnin a 3000xga 4

°C Els pellets es van resuspendre en un 1@é&kvolum original del cultiu en

tampo de lisi Tauh 5. Es va realitzar la disrupcio de les ceél-lules per sonicacio al

yn 22 RQIFYLI AGdzZR RdzNI yid y YAYyZ fGSNYylFyd w
bacteris es van centrifugar durant 45 min9400xg ia 4 °C El sobrenedant

correspona a la fase solublementre que el pelletorresporna a lafase insoluble.

¢FrYoS Sa @y F3FFIFINI Y2AGNBa LISNIfQFyLfAaa

de la fase insoluble.
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Totes les mostres es van analitar SDSPAGHapartat 3.28) i mitjancantla

tincié amb blau de Coomasgi€igura B).

M 123456 789

50 kDa
37 kDa

25 kDa
20 kDa

Figural3. Analisien SDSPAGE de la producci6 i solubilitat dels antigens SAG2, G
SAG2GRA22a) Els cultius de bacteris amb pET&3€G2 (carrils 1, 2 | $ET28aGRA
(carrils 4,51 6) i pPET2&AG2GRA2 (carrils 7, 81 9) es van induir amb IPTG per ar
fl LINRPRdzZOOAs RS fS& LINE Gir8l@ty. SarrilsR,BA 8/ 6 I£
IPTG. Carrils 3, 61 9: 16 h en IPTG. b) Analiss deafeions soluble i insoluble desg
de trencar les cél-lules amb pETZBAG2 (carrils 1, 2 i 3), pETZBRAZ (carrils 4, 5i ¢
PET28aSAG2GRA2 (carrils 7, 8 19). Carrils 1, 4 i 7: extracte total de cel-lules cul
16 h en IPTG. Carrils 2,& fraccio soluble. Carrils 3, 6 i 9:; fraccio insoluble.

A la Figurd3a, es pot veure qué Q AiafaRrdmscripci6 delsassettelR Q SE LINS & 4 A 5

i que hi haiaproducci6de S& LINPGSOySa RQAYGRANE®E {! DH X
ales 6 h com a les 16 esprésde la induccidLes bandes obtingudes van migrar

Sy St 23St aS32ya &selipdNhoBSld tetRrBAGRENIR | Y0
19,3 kDa, GRA2 és de 22 kDa i SBB2A2 és de 37,8 kp®&el que fa a la Figura

13b, es mostra quda solubilitat de les protees SAG2 i GRAZa bastant alta,

mentre que la nova proteina quimérica SAGRA2 es trobaamajoritariamenta

la fraccio insoluble.

Tenint en compte aquests resultats, on es va treballar amb unes condicions de

Odzt §Adz RQAYRdzOOA 5 iKoteRtfes piogeiiddénienivels Sa G Ly R D
R QS E L¥eRklaatperod la proteina quimérica SAGRAZrainsoluble és a

dir, formaval ANB 3l §&a OAG2LI FaYLiAO0a 2 0O23aa2a8 RQA
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AL X A~

Esvaoptarpef | &2 dzoAf AGT I OASS FRIS yIHQ I yUSAESSYWLIE 1jSdzAR
estudis de proteines quimeriques @exoplasmael serodiagnosti(HolecGasior
et al., 2012a; Ferra et al., 2015; Ferra et al., 2019).

Per dur a terme aquest pas de solubilitzae®va resuspendre el pellet provinent

del lisat cel-lulade la soca transformada amb pETZB&G2GRAZAcarril 9 de la

Figura Bb) en un 10 % del volum original del cultiu en tampo6 de solubilitzacio

(Taula 5, queincloia uea 8 Mcom a agent solubilitzan5 Sa LINSa RQmM K RQAYyO
atemperatura ambientes van separarlesfracconssoluble i insoluble, guardant

St LIStfSi LISNI fQFYyLtft AdA RS Yz2dénadddia LJ2 &G SNJ
gradual aPBSen un tub de membrana Floaf-Lyzer Taula 2 iapartat 3.29).

[ Q206 2S00Adz RQI |j dz&aéréalperfRchitarta pastériorSititzaci® t A YA y I NJ
de la proteina en immunoassaigss van obtenir un sobrenedant i un pellet

dialitzatsque es van analitzaan SDSPAGE (Figuradl

50 kDa

37 kDa

25 kDa
20 kDa

Figurald. AndlisienSDS ! D9 RS €I RA L AGRA2.DBsPrésfd&
solubilitzacié amb urea es va recollir el pellet (carril 1), i posteriorment a la dialisi ¢
a PBS es van separar per centrifugacié les fraccionbleqglsobrenedant, carril 2
insoluble (pellet, carril 3).

La proteina quimerica SA&RA?2 es va solubilitzar i no va precipitar en presencia

Rupea (Figura 4, carril 1). A més, com es pot observar als carrils 2 i 3, es va
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mantenir majoritariament solule en el pas a PBS i només una petita part va

precipitar.

Ly 02L) GSYNSY (2108 aen foNB soludlaeRaipBotediSaa RQAY (G S
purificar-les seguint un mateix protocol en condicions natives. Per purificar les

proteines recombinants que contéhy f QS G Alj dzSGl RQKAAGARAYSa

resina de Qiagen NNTA seguint el protocol de la casa comeré&il tres extractes

cel-lulars, correspants a les fraccions solubles de cada proteina es van purificar

LISNJ ONZR Y| ( 2 3NJ dolrhna ®idda® elggudiré tampdhy de

purificaci6amb concentracié creixerlR QA Y A Raulas fi &partat 3.20), la

qual cosaprovoca primer una competgi | Yo I OdzZa RQKAAUGARAYS
rentats de les proteines senseel tag A FAY Il € YSy 4 € QSt dzOAs RS

recombinants Es van recollir i analitzar mostres de totes les fases de purificacié

(Figura b).
M 12 3 4 5 6 7 8 9
a b
50 kDa 50 kDa
37 kDa 37 kDa
25 kDa 25 kDa
20 kDa 20 kDa

Figural5. Analisien SDSPAGE de la purificacio en condicions natives de SAG2, C
SAG2GRA2a) Fases de purificacié proteica de SAG2 (carrils 1, 2, 3i4) i GRA2 (
7, 819). b) Fases de purificacié proteica de SBRBA2 (carrils 1, 2, 3 i 4). Carflia, 6a
1b: extracte de proteines no unides a la columna. Carrils 2a, 7a i 2b: extracte de p
rentades de la columna. Carrils 3a, 8a i 3b: extracte de proteines eluides de la ¢
Carrils 4a, 9a i 4b: extracte de proteines precipitades & | SAa FSNBa R

La Figura 83a mostra que tant SAG2 com GRA2 van ser purificades amb exit
aS3dzAyld St LINRG202f SadtyRIFNR RQlFdZAYSyYyid R
f QSTAOASYOAL y2 @I &SN RSt wmnmx:haveO2Y Sa Lk
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LIS NRdzSa RS LINRPGSOYIl RQAYGSNBa 2F &aAaiddza LIS
deNib¢! 2 LISNJdz8 aQKIF @Al RS YAfE2NI NI St LJ a
RS NByiGlFlda 2 Y2RAFAOIYG tSa&a O2yOSYy iGN Oaz
proteina SAGGRAZFigura Bb) no es va poder purificar en condicions natives i
va tornar a agregar precipitant conjuntament amb les esferes, tal com es pot

veure al carril 4.

Per solucionar aquesta dificultat es va decidir treballar amb dos protocols de
purificaciodiferents, aplicant aixi condicions desnaturalitzaautsb uea 8 Ma la

proteina SAGEZLRA2 durant tot el procésAixi, en comptes @fegir

02y OSYy (Nl OA2y&a ONBAESYy(Ga RQAYWwdaBMBRt ST Sa ¢
es va anar reduint el pH progressinent per establir condicions restringents en
FoasyOAl RQAYARIFIT 2t So

Una nova produccié de SAG2w! H> Sy O2yRAOA2ya SldaglfsS
donar lloc a una fraccioé insoluble on molt majoritariament es trobava la proteina

quimerica. Aquest pellet es vasuspendre en el primer tampo de purificacié en

condicions desnaturalitzants, amlrea 8 M a pH 7,8. Després de carregar la

mostra a la columna, aquesta es va rentar amb dos tampons a pH 6 i pH 5,3.

Finalment es va eluir amb un tampé a pHdyla 5 Figura 16).
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M123 45

50 kDa
37 kDa

25 kDa
20 kDa

Figural6. Analisien SDSPAGE de la purificacié en condicions desnaturalitzgotea ¢

M) de SAGZERA2Fases de purificacié proteica de SAGRA2 amb urea. Carril 1: frac

insoluble de cel-lules cultivades 16 h en IPTG. Carril 2: extracte de proteines ren

la columna. Carril 3: extracte de proteines no unides a la columna. Carril 4: extr

proteines eluides de la columna. Carril 5: extracte de proteines precipitades &

Sa¥SNBa RQI3IlFNRAI @

Sota condicions desnaturalitzants, concretameNtS Iy a X f QF yGdA3ISyYy |
va poder purificar correctament, tot i que encara hi havia un perceptatgnor

de proteina que seguia precipitant (Figug).1

{A 0SS IljdzSald LINRBG202ft @I FdzyOA2yl NJ AYLISR,
OF Yy @A NI RQI IS yiNB INSIRdedufde Miaikisa (GHCI) per

intentar augmentar el rendiment del procés gderificacio i alhora perquka urea

podia causar carbamilacié a la proteina SABRA2. La carbamilacé& una

modificacié quimicgenerada per la reaccantre grups aminola molécula@ t O A R

isocianic Com que laurea en solucié aquosa existeix en eifilamb el cianat

R QI Yixaguast es degrada excid isocianicexistiael risc de carbamilacio, és a

R A NI caRvDestructural queesultésen la pérdua funcional de la proteina
RQAY.GSNEB a

La purificaci6 proteica es va realitzar duent a terme condicions equivalents a les
anteriorment mencionades, pero aquest cop en presencia de GUHCI 6 M durant

tot el procés (Figura7). Per poder analitzar les mostres amb GuHCI erP3E
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calia preparafles fent una precipitacié6 amb TCépéartat 3.2.1), ja que sin6 es

formava un precipitat per la interaccié entre GuHCI i SDS.

M 1 2 3 4

50 kDa

37 kDa

25 kDa
20 kDa

Figural?. Analisien SDSPAGE de la purificacioé en condicions desnaturalitzg@sHC

6 M) de SAGZERA2 Fases de purificacié proteica de SA&RA2 amb GuHCI. Carr
extracte de proteines no unides a la columna. Carril 2: extracte de proteines rente

la columna. Cailr3: extracte de proteines eluides de la columna. Carril 4: extrac
LINEPGSOySa LINBOALMAGIFRSa Yo t£Sa SafsSN
Com es pot observar a la Figurg ina part majoritaria de la proteina quimerica
no es va unir al niquel, pero la puresa amb la que es vda&haista de la proteina
de la columna va ser molt alta, evitant perduas els rentats i impedint la fe

agregacio proteica.
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Figural8. Esquema dels passos seguits en la purificacio de SBRA2.

4.2.2 OPTIMITZACIO DE LES CONDICIONSSDREAM

VeientSf a yA@Stta RQSELINBAAAE coliBlZ® DERNB ASY (| O
transformades amb pET2&AG2, pET28@RA2 i pET288AG2GRA2 es va

plantejar 2 LJG A YA GT I OAs RQF f 3dzya Lbdatoraédnb NEa RSt
flascoR Q I 3 Mdi5POdM A més, la produccid de la proteina quiméricaenoli

tenialaft A YAGF OAs RS fF F2NXYIOAs RS 02&aaz2za RQA
processos de purificacio relativament més complexos i més cars, principalment en

f QSaO0I t I 4 AY Rdziamides via dptat pSchldvis duptteanigie NI s
poguessin augnmgar la solubilitzacié de SAGZRA2
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