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1. RESUMEN

La reciprocidad entre la ingenieria de proteinas y la evolucion permite que el area de la ingenieria, a
falta de conocimiento sobre las constricciones funcionales y estructurales de las proteinas, se
desarrolle por imitacion al proceso natural, a la vez que los resultados de la ingenieria de proteinas
aumentan el entendimiento de la evolucion. La recombinacion, tanto en la ingenieria de proteinas
como en el proceso evolutivo, ha sido un fenomeno fundamental en la generacion de variantes
proteicas. Las recombinaciones homoélogas aumentan la probabilidad de viabilidad del producto
quimérico al disminuir la probabilidad de inclusion de mutaciones deletéreas y actuan
predominantemente cambiando la especificidad al sustrato y/o la arquitectura del sitio activo. Por
otra parte, las recombinaciones no homodlogas entre varios genomas maximizan la exploracion del
area de secuencia, posibilitando la produccion de nuevos plegamientos. En el presente trabajo se
plantea una metodologia basada en ambos tipos de recombinacioén para capacitar la generacion de
un banco de proteinas complementadas con fragmentos de homodlogos distantes obtenidos a partir
de una muestra ambiental de DNA. Para probar el sistema —basado en el tamizaje por cloranfenicol
acetil transferasa, un reportero de plegamiento— se complementd la fosforibosil antranilato
isomerasa (PRAI) de E. coli —de dominio de Barril TIM, a la cual se le elimind un subdominio
correspondiente al (Ba);B4— con fragmentos de genes paralogos amplificados por PCR a partir de
oligonucléotidos especificos. Se obtuvieron cuatro clonas quiméricas plegadas y estables en el
citoplasma, dos de ellas con inserciones de complejos de oligonucledtidos, una con un fragmento
del dominio rio abajo del dominio de barril TIM y otra con un fragmento de un producto de PCR
inespecifico. Por otra parte, se sintetizaron cuatro pares de oligonucleo6tidos degenerados, disefiados
a partir de motivos y bloques —ambos representaciones de areas conservadas dentro de un
alineamiento multiple— de cuatro superfamilias de barril TIM. Los oligonucleotidos se probaron en
E. coli K12, genoma en el cual se logr6 la amplificacion de un barril TIM. En comparacion con la
complementacion por recombinacion de fragmentos obtenidos a partir de DNA genémico, la
complementacion por fragmentos amplificados por PCR genera un acervo reducido de secuencias
diferentes (el cual aumenta conforme mas pares de oligonucledtidos y mas genomas se incluyan en
el analisis); el barajeo de homologos distantes, sin embargo, puede aumentar las probabilidades de
éxito de las recombinaciones no homologas sin restringir la variabilidad de los productos. El
método que aqui se plantea se puede aplicar en otro tipo de plegamientos para generar variantes

proteicas utiles en la industria y en el entendimiento de la relacion entre la funcidn y el plegamiento.



2. INTRODUCCION
El definir vida —objeto de estudio tltimo de la Biologia—, ha sido (y seguramente seguira siendo)
un gran problema desde el punto de vista epistemologico para cualquiera de las ciencias o ramas de
la mismas que requieran de su planteamiento. La complicacion se puede evitar, sin embargo, si se
delimita su significado enlistando sus principales caracteristicas, las cuales son ser susceptibles a
adaptarse, a extraer energia de nutrientes, a crecer, diferenciarse y reproducirse. Asombrosamente,
los requisitos para estar considerado entre lo vivo dependen casi por completo, y al menos para la
vida conocida hasta hoy, de la armonia entre unos pocos fendémenos naturales y de unas cuantas
moléculas, de las cuales sobresalen entre las organicas cuatro: carbohidratos, lipidos, acidos
nucleicos y por su gran diversidad y funcionalidad, notoriamente, las proteinas. El estudio de las
proteinas y del por qué de sus caracteristicas es, entonces, una estrategia para acercarnos al
entendimiento de la vida misma.

La palabra proteina proviene del griego proteion, que significa primario o en primer lugar.
Su significado adquiere sentido al considerar que, por ejemplo, las proteinas estan en todo ser vivo
constituyendo (a excepcion de las plantas con abundante celulosa) mas de la mitad de su peso seco,
y que, por si fuera poco, erigen el basamento funcional y arquitectonico de la mayoria de los
organelos. Estas moléculas, de las mas grandes entre las biomoléculas, son cadenas de 8 hasta
100,000 aminoacidos unidos por enlaces peptidicos. Aunque se conocen mas de 300 aminoacidos y
teoricamente éstos podrian ser muy variados —pero siempre con la misma estructura quimica
conformada por un atomo de carbono central unido a un grupo amino, a un grupo carboxilo, a un
atomo de hidrogeno y a un grupo sustituyente—, las proteinas utilizadas por los seres vivos se
construyen a partir de solo veinte de éstos. Aun asi, el nimero de distintas combinaciones de
aminoacidos en proteinas del rango de tamafio existente resulta en un universo abrumador (= 20", en
donde 20 son los aminoacidos comunes y N es el numero de aminoacidos de la proteina) que
pudiera explicar la enorme gama de funciones especificas que pueden realizar pero pareciera
contradecir el limitado niimero, de alrededor de unas 10° a 10" variantes, de plegamientos o formas
tridimensionales finales que se estima que pueden adoptar (Koonin 2002). Y es asi, con esta
paradoja, que surgen las preguntas subyacentes a este trabajo: ;qué relacion hay entre la secuencia,
el plegamiento y la funciéon de las proteinas?; ;por qué existe un limitado repertorio de
plegamientos que las proteinas pueden adoptar?; ;como puede existir tal diversidad de funciones
ante la restriccion de posibles plegamientos?. Tanto como posible fenémeno participe en la
explicacion, como por el enfoque metodoldgico que su estudio confiere, la evolucién ha sido

esencial en la busqueda de respuestas en el tema.



2.1 EVOLUCION PROTEICA
La evolucion de las proteinas se puede estudiar desde cada uno de sus niveles de organizacion, ya
que cada uno confiere distintas restricciones evolutivas. Los niveles de organizacion de una proteina
son su estructura primaria, secundaria, terciaria y cuaternaria. La estructura primaria es la secuencia
ordenada de aminoacidos y determina todas las subsecuentes; la estructura secundaria es la
disposicion de esa secuencia de aminoacidos en el espacio, conformando o-hélices u hojas-j,
agrupadas en dominios. La estructura terciaria es el total de dominios interactuando en el espacio de
una forma dada, de tal manera que se genera el plegamiento proteico final. Por ultimo, la estructura
cuaternaria constituye la union por enlaces no covalentes de varias cadenas polipeptidicas con
estructura terciaria, al generar restricciones mayoritariamente en la evolucién de interacciones
moleculares y no en la evolucion de las proteinas individuales, no sera tema de estudio del presente
trabajo. A continuacion se presentan las caracteristicas evolutivas de los primeros tres niveles de

organizacion.

2.1.1 Evolucién proteica y estructura primaria. Al estudiar la evolucion de una proteina uno se
puede que remitir hasta sus origenes, lo cual, a su vez, requiere de la explicacion del origen de las
moléculas organicas mismas. En resumen de un interesantisimo y de igual manera extensisimo
tema, existen dos hipotesis principales: la que explica que la mayoria de las moléculas organicas se
generaron en un medio extraterrestre transfiriéndose posteriormente a la Tierra; y la que expone que
la mayoria de éstas se generaron aqui mismo debido a un ambiente propicio (reductor, oxidante o
neutro segun la escuela) con electricidad, algin sustrato o compartimiento provechoso y a eventos
repetidos de agregacion, seleccion y evolucion. Lo que sucedio posteriormente a la introduccion de
las moléculas organicas ha generado una mayor gama de hipdtesis con diferencias microscopicas;
una de las mas aceptadas es la teoria de “el mundo del RNA”, en la cual se explica que los acidos
ribonucleicos (RNA) una vez polimerizados pudieron catalizar distintas reacciones, incluyendo la
autopolimerizacion, y fungir, por tanto, como moléculas codificantes de sus propias cadenas y, en
un periodo posterior, codificar las secuencias de aminodacidos. Partiendo de aqui, no es dificil
postular, como se ha hecho formalmente, la modificacion del sistema codificante dependiente del
RNA al cimentado en el acido desoxiribonucleico (DNA), mas estable por naturaleza quimica y la
forma actual mas conspicua de codificaciéon de una proteina. El sistema consta de un gen con
informacion codificada en una secuencia de DNA que es trascrita a RNA mensajero, del cual tres
nucledtidos dados —un triplete— se traducen a un aminoacido determinado. Al irse traduciendo la
cadena de RNA se polimerizan los aminoacidos, formandose la estructura primaria. Ya que la

cadena de DNA es la “memoria” y la “fuente informativa” para la produccion de una proteina, la



evolucion de las proteinas depende inicialmente de la variacion que se sucinta en la secuencia de
DNA.

La variacion en el acervo de un gen o la diversidad alélica —en los organismos y en las
poblaciones hay de una a varias copias de un gen que codifican para variantes del mismo tipo de
informacion— se produce por mutaciones y recombinaciones. Las mutaciones pueden ser de dos
tipos: puntuales o de corrimiento de pauta (Futuyma 1998). En una mutacion puntual se modifica
una de las bases nitrogenadas, por lo cual se puede o no modificar la estructura primaria de la
proteina, dependiendo si el triplete nuevo sigue codificando para el mismo aminoacido (mutacion
sinénima) o para otro distinto (mutacion no sinénima). Cuando hay corrimiento de pauta, la
insercion, eliminacidén o duplicacion de la(s) base(s) —pudiendo ser desde un solo nucleotido hasta
toda la secuencia de un gen o varios genes— cambia la estructura primaria con mayor probabilidad.
Las recombinaciones intracromosomales son otra fuente importante de diversidad alélica. Estas
pueden ser homdlogas, como la recombinacion que se da en la meiosis, uno de los fendémenos que
hace de la reproduccion sexual un éxito evolutivo, o no homoélogas. En las recombinaciones
homologas se intercambia y yuxtapone informacion entre alelos de un mismo loci, mientras que en
las no homologas se permutan secuencias de distintos locus.

Sin importar la forma en la cual se haya iniciado la variacion génica, para que haya
evolucion, ademas de la produccion de variantes, se requiere que éstas se fijen, es decir,
permanezcan en la poblacion. La probabilidad de fijacion depende segun el caso de la adecuacion
de las nuevas mutantes, es decir, de la probabilidad de supervivencia y de reproduccion que el
nuevo caracter confiere al organismo, y de su frecuencia inicial en la poblacién (Futuyma 1998). A
grandes rasgos, en la Teoria Neutral de la Evolucion se propone que las mutaciones y
recombinaciones no incrementan ni disminuyen significativamente la adecuacion del caracter en
cuestion, por lo cual su fijacion depende mayoritariamente de la deriva génica, es decir, de la
frecuencia inicial del nuevo caracter, del tamafio poblacional y de la estocasticidad en la historia del
linaje. La Teoria de la Seleccion Natural, contrariamente, se basa en que generalmente se producen
variantes deletéreas o dominantes negativas y solo, muy pocas veces, variantes ventajosas, por lo
cual siempre hay un cambio significativo en la adecuacion (Futuyma 1998). Bajo este precepto, si el
nuevo caracter es deletéreo o dominante negativo, es altamente probable que se elimine de la
poblacidn, y, si es ventajoso, la seleccion positiva permitira su fijacion (Pal 2006).

Desde 1972, por una teoria de Susumu Ohno, se considera que la duplicacion de secuencias
genéticas es el factor predominante en generacion de nuevos genes, ya que una vez repetida una
secuencia hay menos presion selectiva, facilitindose la fijacion de cualquier mutacion subsiguiente

a la duplicacion (Patthy 2003). La duplicacion es también sinénimo de la abundancia que conlleva a



la complejidad del organismo por facilitar la modularidad y la corregulacion (Vogel 2006); las
mutaciones que le siguen, sin embargo, aunque permiten la diversificacion y exploracion del
espacio de secuencia —posibles combinaciones de aminoacidos en una proteina—, son dificilmente
trascendentes en la generacion de novedades en plegamientos y funciones (Bogarad 1999). Las
recombinaciones, por otro lado, han sido consideradas como el agente evolutivo principal de la
versatilidad del genoma debido a que permiten una exploracion mas drastica del espacio de
secuencia e incluso posibilitan cambios en el paisaje de adecuacion —nivel de adaptacion que cierto
espacio de secuencia confiere, en el cual hay minimos y maximos locales para distintos grupos de
combinaciones de aminoacidos- (Bogarad 1999, Souza 2001, Vogel 2006). Dentro de los tipos de
recombinaciones existen algunas diferencias en los resultados evolutivos a los que conllevan.
Bogarad y Deem, en 1999 (Bogarad 1999), realizaron simulaciones matematicas de la evolucion
molecular por distintos fendmenos recombinatorios que resultaron en una escala de los efectos
producidos a nivel del paisaje energético. Semejante al paisaje de adaptacion, el paisaje energético
constituye una representacion grafica en forma de embudo en la cual el minimo global corresponde
a al estado energético mas favorable que un plegamiento, a partir de una o un conjunto de
secuencias puede adquirir; los minimos y maximos locales —separados entre si por barreras
energéticas impuestas por la combinatoriedad misma— representan las distintas energias libres que
resultan de otras combinaciones de secuencia, y, por tanto, distintas configuraciones que conllevan
a un mismo plegamiento. De las recombinaciones, las homoélogas son las menos propensas a
traspasar las barreras energéticas; las recombinaciones no homologas a partir de varias pozas
génicas, las mas altas en la escala, posibilitan la generacion de otro paisaje energético, es decir,
permiten la generacion de un nuevo plegamiento (Figura 1) (Bogarad 1999).

Una vez fijada una variante empieza la divergencia. Los genes homologos son aquellos que
comparten un gen ancestral en comin. Estos pueden ser a su vez genes paralogos, ortologos o
xenodlogos. Se consideran genes paralogos cuando la divergencia se produce dentro del mismo
genoma por fenomenos de duplicacion como por ejemplo las hemoglobinas o y [ dentro de un
mismo genoma. Por otro lado, se conocen como ortdlogos a los genes diferenciados por fenomenos
de especiacion que descienden verticalmente de un gen ancestral comun y que tienden a tener la
misma funcién. Un ejemplo de genes ortdlogos son las hemoglobinas 3 en dos taxa distintos. Por
ultimo, se conocen como xeno6logos a los genes homologos que resultaron de la transferencia
horizontal desde otro organismo, como lo son los genes Fis de enterobacterias. Como fendomeno
contrario a la divergencia ocurre la convergencia, en el cual las secuencias de dos genes tienden a

realizar la misma funcién o a codificar productos parecidos sin compartir una historia en comun.



La evolucion de la estructura primaria, ademas de representar las restricciones evolutivas
iniciales de una proteina y la base de las posibles adecuaciones en los demas niveles de
organizacion, constituye la materia prima de los analisis evolutivos por medio de la comparacion de
secuencias tanto nucleotidicas como de aminodcidos. Con cerca de 600 genomas completos
secuenciados (KEGG 2007; Kanehisa 2006) y muchos mas genes individuales, se han podido
refinar tanto las historias evolutivas o filogenias de organismos como de las proteinas mismas, lo
cual genera informacion necesaria para explicar las causas de la diversidad, del funcionamiento y de

la distribucion de moléculas a nivel de especies (Marsden 2006).
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Figura 1. Efecto de procesos evolutivos en la exploracion del espacio de secuencia y propensidad a generar nuevos
plegamientos. Ordenacién jerarquica del efecto de los distintos procesos evolutivos numerados en el paisaje
energético al cambiar la composicion y asi posibilitar cada vez en mayor grado traspasar las barreras de energia
locales. Las recombinaciones no homologas a partir de mltiples pozas genéticas incluso se mueven a otro paisaje
energético representante de una nueva estructura terciaria (Modificado de Dill 1997 y Bogarad 1999).

2.1.2 Restricciones evolutivas derivadas de la estructura secundaria. La estructura secundaria es la
ordenacion espacial de los grupos sustituyentes libres establecida por puentes de hidrogeno y
resultante de las restricciones de los enlaces peptidicos planares a lo largo de un eje (Lehninger
1988). Los elementos mas comunes de estructura secundaria son las a-hélices, con un 60% de los
aminodcidos en una cadena formando este tipo de estructuras, las hojas-f3 y las vueltas-f3, las cuales
conectan a las estructuras secundarias entre si (Creighton 1992, Lehninger 1988). Las estructuras
secundarias intervienen en el proceso evolutivo al restringir las posibilidades del plegamiento final
o funcional de la proteina al ser las interacciones que se generan espontaneamente de la estructura
primaria al colocar en un medio a los aminoacidos con propiedades fisicas y quimicas especificas.

Asi, si hay cambios en la estructura primaria que generen estructuras secundarias inestables, la



nueva variante sera poco viable. Por otro lado, las estructuras secundarias asociadas entre si forman
estructuras supersecundarias, como el pasador-o. (a-hairpin), el pasador-f3 (B-hairpin) y la unidad
B/o/B, entre otras. Las estructuras supersecundarias son unidades estables que facilitan el
plegamiento y fomentan la estabilidad de la cadena polipeptidica en los subsecuentes niveles de
organizacion, ya que promueven la regionalizacion de caracteristicas fisicoquimicas del polipéptido,
por ejemplo, la necesaria para formar el centro hidrofobico de las proteinas globulares. A su vez, en
las proteinas globulares, las estructuras supersecundarias asociadas constituyen dominios. Las
definiciones de dominio varian segun la disciplina que los establezca. Un dominio puede
representar una unidad estable proteoliticamente, una unidad estructural, funcional, evolutiva o
termodinamica (Creighton 1992, Ponting 2002). En este trabajo se utilizara dominio como parte de
una cadena polipeptidica que forma una estructura compacta recurrente con mas interacciones
dentro de si misma que con cualquier otra parte de la cadena (Janin 1983), sin incluir
necesariamente requisitos de homologia ni similitud en funcionalidad entre ejemplares de un mismo
tipo de dominio. Los dominios, ademas de conferir estabilidad y poder dirigir el plegamiento,
fungen como bloques intercambiables en la evolucion proteica, lo cual ha resultado en que se
consideren como las unidades microevolutivas (Bono 2005).

Hasta el momento se han caracterizado alrededor de 93885 dominios que adoptan 40
arquitecturas distintas (CATH v.3.1.0; Orengo 1997). Su clasificacion, registrada tanto en bases de
datos como SCOP (Murzin 1995) y CATH, esta jerarquizada de tal manera que en sus niveles mas
altos los dominios estan definidos por la estructura tridimensional, mientras que en los mas bajos
por similitud de secuencia y consideraciones funcionales. La determinacion de la homologia entre
dominios no es trivial, ya que puede haber convergencias resultantes de las ventajas adaptativas de
ciertos dominios. Hoy en dia existen métodos para definir si son resultantes de fendmenos
convergentes o divergentes que incluyen tanto la secuencia como la estructura tridimensional y la
funcién. El parametro aceptado es que si un par de dominios presenta una identidad del 12% o mas
en posiciones estructuralmente equivalentes e igual o mayor al 35% en la secuencia, los dominios
son, muy probablemente, homologos (Ponting 2002).

Se sugiere que ciclos de seleccion, duplicacion, conglomeracion y recombinacion de genes
no homologos diversificaron y dieron origen a los dominios a partir de las estructuras
supersecundarias, mientras éstas se generaron, a su vez, de estructuras secundarias, y estas ultimas a
partir de pequefios polipéptidos (Figura 2) (Apic 2001; Pal 2006; Ponting 2002; Riechmann 2006).
Los grupos de Lupas y Riechmann plantearon que después del mundo del RNA, debido a la baja
fidelidad y eficiencia del sistema de transcripcion, solo se podian sintetizar pequefios polipéptidos

cuyos genes eran duplicados constantemente ante la falta de un control transcripcional y que no



poseian la capacidad de autoplegarse, si no que se conformaban en el espacio segun la interaccion
con distintas ribozimas. Posteriormente, segun la misma hipotesis, se pudieron seleccionar
pequefios polipéptidos que empezarian a oligomerizarse y a independizarse del RNA para
conformarse espacialmente y ejercer una funcion. Conjunto a la aparicion del DNA como templete
y a sistemas de reparacion, algunos genes consiguieron ensamblarse, optimizando asi la
termoestabilidad y el proceso de plegamiento, constituyendo las estructuras supersecundarias o los
subdominos (Lupas 2001; Soding 2003; Riechmann 2006). Riechmann y Winter probaron que el
ensamblaje de polipéptidos del tamafio de un subdomino sin capacidad de plegarse por si mismos,
los cuales llamaron protodominos al interactuar, pueden generar un producto estable e incluso
funcional (Riechmann 2006). Experimentalmente también se ha demostrado que la recombinacion
no homéloga de subdominios puede generar dominios plegables con propiedades tnicas (Bono

2005).
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Figura 2. Modelo de evolucién propuesto para cualquier nivel de organizacién proteica. Partiendo de un gen codificante
para un polipéptido y tras rondas de duplicacién, fusién, mutacién y recombinacién se puede obtener una estructura
secundaria, capaz de plegarse autbnomamente. El mismo proceso a partir de una estructura secundaria puede generar
estructuras supersecundarias y subdominios, y estos, a su vez, dominios. La recombinacién no homéloga de dominios
se considera como el fenébmeno més importante en la innovacion de plegamientos proteicos. (La imagen del proceso
evolutivo es modificada de Hocker 2002; las imagenes de los niveles de organizacién son modificadas de Salem 1999.)

2.1.3 Restricciones evolutivas derivadas de la estructura terciaria. La estructura terciaria es la
conformacion final de una proteina determinada por la suma de interacciones entre sus dominios,

aun cuando sélo se presente uno (Bornberg-Bauer 2005). Desde que Anfinsen en 1958 estudio la



desnaturalizacion y renaturalizacion de una proteina, se sabe que la secuencia de aminoacidos (por
si sola y aunque haya chaperonas implicadas) contiene toda la informacién necesaria para definir la
estructura tridimensional, y por tanto, su funcion biologica (Creighton 1992). El por qué entonces
atn habiendo infinidad de secuencias distintas se calcula que solo hay de 10° a 10* plegamientos
existentes y, ain mas drasticamente, se estima que el 80% de todas las proteinas se conforman en
tan solo 400 de estos plegamientos sobrerepresentados, es, como se planted anteriormente, una
paradoja (S6ding 2003; Koonin 2002).

Cuando ocurren mutaciones en la estructura primaria pueden suceder tres escenarios: (1) se
mantiene el plegamiento original, (2) se modifica o (3) ocurre convergencia con un plegamiento
preexistente. En el caso (1), en que la modificacion de la estructura primaria mantiene el
plegamiento original, puede no haber (1A) o haber (1B) cambios en la adecuacion del mismo. Si no
hay cambios en la adecuacion (caso 1A), la nueva proteina estara sujeta (mayoritariamente y casi
exclusivamente) a la deriva génica. Proyectando esta situacion a un proceso recurrente, la
explicacion del por qué de la distribucion de los distintos plegamientos y la razéon de su poca
variedad tiene que residir en el azar. Si las mutaciones en la estructura primaria generan cambios en
la adecuacion del plegamiento (caso 1B) por modificar su estabilidad, funcién, afinidad o
interaccion con otras moléculas, €stas estaran sujetas (no unicamente pero si evidentemente) a la
seleccion natural. Quizas la mejor evidencia que se tiene de la seleccion actuando en la estabilidad
per sé es la adaptacion termofila, en la cual proteinas de organismos termoéfilos, con la misma
funcion que sus homologas en mesofilos, son mucho mas estables. Las restricciones generadas por
la funcion del plegamiento pueden ser mas evidentes, ya que, una mutacion en el sitio activo o en el
sitio de union a sustrato generalmente produce mutantes deletéreas. Por ello se ha concluido que los
plegamientos proteicos pueden evolucionar conservando ya sea la arquitectura del sitio activo, el
mecanismo de reaccion y/o la especificidad del sustrato (Wise 2004). Al considerar que la seleccion
natural puede generar constricciones importantes en la evolucion de los plegamientos proteicos es
plausible plantear que el limitado numero de plegamientos se deba, al menos en parte, a las ventajas
evolutivas que algunos de éstos confieren. Es dificil plantear las fuerzas evolutivas que resultan en
los escenarios (2) y (3) debido al poco conocimiento que tenemos sobre los factores que determinan
el plegamiento a partir de la estructura primaria; sin embargo el estudio de ambos es de gran
importancia para entender la relacién entre la estructura primaria y la terciaria, y por tanto, la
paradoja anteriormente planteada.

Los mecanismos que generan cambios en las proteinas, resultando en cualquiera de estos
escenarios, incluyen generalmente duplicacion (seguida de mutacion y seleccion), permutacion

circular y recombinacion (Kinch 2002). Estos mecanismos constrifien la disyuntiva de generar



variantes con el riesgo de perder viabilidad. En el 90% de los casos de familias de proteinas con
plasticidad funcional, por ejemplo, la recombinacién de dominios resulta en un cambio significativo
en la funcion de las proteinas, modificando principalmente la especificidad del sustrato y los
complejos arquitectonicos funcionales (Apic 2001). Un ejemplo de la importancia del barajeo de
dominios son los anticuerpos de eucariontes, cuya maduracion es la forma més rapida de evolucion
adaptativa y la cual depende de recombinaciones y subsiguientes mutaciones. La incapacidad
(energética e incluso espacial) de tener informacion para todos los receptores especificos para todos
los antigenos posibles es superada debido a que los linfocitos que salen de la médula dsea tienen un
precursor de anticuerpo generado por la recombinacion al azar de segmentos de el gen VDJ. Si uno
de estos precursores reconoce a un antigeno, éste es expuesto a mutaciones al azar para optimizar la
afinidad, madurar y reproducirse (Loughlin 2006).

La versatilidad de combinaciones de dominios, sin embargo, esta restringida (Bornberg-
Bauer 2005). Partiendo del supuesto de que la duplicacion de secuencias génicas y la
recombinaciéon son fenémenos azarosos, la explicacion a la restriccion en la combinacion de
dominios muy probablemente esté en la seleccion natural. Si un dominio o una combinacion de
dominios persiste, es porque es hiperadaptable (ie. funcional en varios nichos) o fundamental en los
procesos celulares, y por tanto, propenso a la ubicuidad (Ponting 2002). La ubicuidad, por otra
parte, conlleva a que estos dominios tiendan a interactuar mas que aquellos menos distribuidos
debido a sus capacidades adaptativas, sus propiedades topoldgicas o a su relevancia en las redes
biologicas. El patron de sus combinaciones también se han explicado por estocasticidad debido
reflejandose en una distribucion tipo power law o ley de potencias, en la cual se explica que hay
pocos dominios muy conectados y dominios poco conectados por la alta probabilidad que existe de
que los nuevos dominios se unan preferentemente a aquellos que ya estain muy conectados (Koonin
2002; Vogel 2006).

Es importante puntualizar que el rearreglo de dominios puede generar tanto divergencia
como convergencia, promoviendo incluso que proteinas homologas pueden presentar distinta
estructura, lo cual dificulta su analisis evolutivo (Grishin, 2001; Ponting 2002). Sin embargo, al
considerar tanto la estructura tridimensional, la secuencia de aminoacidos, la similitud de la funcioén
a nivel molecular y la organizacion de los dominios se puede dilucidar mas facilmente la filogenia
de las proteinas y dominios. Por otro lado, el mismo andlisis permite abordar el entendimiento de la
relacion estructura y funciéon y dirigir las estrategias de ingenieria de proteinas a la busqueda
puntual o exhaustiva de los determinantes criticos de la estructura terciaria y la funcion de una

proteina (Grishin 2001; Kinch 2002; Marsden 2006; Watters 2004).



2.2 INGENIERIA DE PROTEINAS.
La naturaleza expresa solo una pequefia fraccion del espacio de secuencia de todas las posibles
proteinas, por lo cual buscar variantes en el laboratorio, en principio, representa una gran
oportunidad; la estimacion de la densidad de proteinas con funcion, sin embargo, es desde 1 en 10"
hasta 1 en 10”7 variantes (Arnold 2006). Por tanto, las estrategias metodoldgicas en la ingenieria de
proteinas tienen que optimizar la probabilidad de generar variantes propicias. Una estrategia es la
evolucion dirigida, en la cual se producen ciclos de evolucion in vitro para explorar aleatoriamente
el paisaje de adecuacion en funcion de la tasa de mutagénesis impuesta sin necesidad de poseer
previa informacion estructural o funcional detallada (Bornberg-Bauer 1999; Pal 2006; Yuan 2005).
Las librerias de clonas mutantes se pueden producir por distintas técnicas —imitacion de la
evolucion natural- generalmente por la acumulaciéon de mutaciones secuencialmente (eg., PCR
mutagénica) o por recombinaciones (eg., barajeo de DNA). Posteriormente al tratamiento
mutagénico, las cepas se tamizan, habitualmente por resistencia a algin antibidtico, a una proteasa o
por expresar la innovacién de otro tipo de sefal, y se puede proseguir con varios ciclos de
mutagénesis y tamizaje. Otra estrategia utilizada en la ingenieria de proteinas es el disefio racional,
el cual requiere de informacion previa de la estructura de las proteinas en cuestion, para lo cual se
predicen los cambios que maximizaran la probabilidad de generar las variantes deseadas. Los logros
obtenidos a partir del disefio racional se han confinado a modificaciones de la especificidad del
sustrato manteniendo el mecanismo de reaccion o la produccion de anticuerpos cataliticos (Peimbert
2003). La aplicacion del disefio racional para enfocar la evolucion dirigida es, sin embargo, de gran
utilidad. La evolucion dirigida, en sus multiples variantes, es hoy en dia la estrategia mas utilizada
para la generacion de actividades enzimaticas de novo y para la generacion de hipotesis acerca de la
evolucion y relacion entre estructura y funcion de las proteinas, generdndose en una tasa de

alrededor de 500 articulos del tema por afio en los ultimos tres, pero existentes desde los afios 70.

2.3 EL BARRIL TIM
El barril TIM, plegamiento de gran atractivo en la ingenieria de proteinas, es conocido como tal por
la enzima con la cual se describid el plegamiento: la triosa fosfato isomerasa (TIM), enzima
dimérica encargada de interconvertir la dihidroxiacetona fosfato a glicreraldehido-3-fosfato en la
glucolisis (Walden 2004; Wierenga 2001). El interés alrededor de los barriles TIM o barriles (Bot)s
en la ingenieria de proteinas se debe a algunas caracteristicas inherentes a su plegamiento. El barril
TIM, por ejemplo, se considera como el plegamiento mas ubicuo (Wierenga 2001; Livesay 2005).
Su ubicuidad en la naturaleza, suscitada por su presencia en bacterias, archeas y eucariontes,

conjunto a su alto indice de diversidad dentro de los genomas y transcriptomas, permite generar



conclusiones aplicables a muchas proteinas en distintos genomas a la vez (Finke 2005; Wierenga
2001); su ubicuidad en las bases de datos estructurales, constituyendo alrededor del 10% del total de
estructuras en el Protein Data Bank (PDB), permite manejar informacion incluyente y significativa.
Por otra parte, el motivo estructural del los barriles TIM pueden ejecutar distintas funciones
enzimaticas, incluyendo oxidoreductasas, transferasas, liasas, hidrolasas e isomerasas (todas las
clases primarias de actividades definidas por la Comisiéon Enzimatica menos la actividad de ligasa)
(Livesay 2005). Aunado a la ventaja de su diversidad funcional, los barriles TIM se caracterizan por
presentar sus sitios activos en el carboxilo terminal (C-terminal) de las hojas-B, lo que facilita su
analisis y manipulacion (Soberon 2004). Por ultimo, el barril TIM representa la paradoja dada por la
diversidad en secuencias y funcion y la limitacion estructural anteriormente planteada. El analisis
filogenético entre las familias de barriles TIM a partir de las secuencias puede incluso complicarse
debido a que la similitud entre las mismas se encuentra dentro de la llamada zona de penumbra o
twilight zone, con alrededor del 20% de identidad (Chung 1996; Nagano, 2002).

El plegamiento de tipo barril TIM consiste en una estructura central formada por ocho
hojas-f paralelas rodeadas por ocho a-hélices unidas entre si mediante asas, equivalente a ocho
unidades de estructuras supersecundarias conformadas por una hoja-B, una a-hélice y dos asas
(Hocker 2004; Shukla 2004). Las unidades de estructuras supersecundarias suelen numerarse segin
su orden de aparicion en la secuencia del 1 al 8 para simplificar su identificacion, de tal manera que
un dominio completo y normal estd conformado por un barril 1-2-3-4-5-6-7-8 y la (Ba.), se refiere a
la segunda hoja-} y a la segunda a-hélice en la secuencia. En un barril (p/a)g cerrado, cada hoja-f3
forma puentes de hidrégeno con sus dos vecinas, arreglandose de manera paralela, por lo cual se
puede detectar un anillo de puentes de hidrogeno (Wierenga 2001). Su sitio activo estd bien
delimitado por la region de asas de los extremos carboxilo de las hojas-f3, aunque las posiciones
exactas y las identidades de los residuos cataliticos pueden variar entre los barriles TIM (Figura 3)
(Gerlt 2003; Livesay 2005).

La estabilidad en los barriles TIM, al contrario de la funcién, estd comprometida hacia el
amino terminal (N-terminal) de las hojas-B (Gerlt 2003; Livesay 2005). Las unidades de estructuras
supersecundarias parecen ser de plegamiento auténomo e imprescindibles en la formacion de
contactos entre el extremo amino y carboxilo (Finke 2005; Shukla 2004). Los barriles TIM no se
pliegan de la misma manera, aunque existe una forma consenso en la cual las unidades contiguas se
pliegan secuencialmente, generando intermediarios de plegamiento. Las diferencias en el proceso
de plegamiento sugieren que la arquitectura proteica ultima no es suficiente para explicar la
sucesion en el plegamiento. Las diferencias en el proceso de plegamiento pueden estar

determinadas por desigualdades en la topologia de contactos debido a diferentes posiciones y



tamafios de las a-hélices y las hojas-f3, a los pesos energéticos de los aminoacidos constituyéndolas,
a contactos no nativos (nonnative contacts), isomerizaciones de prolina o diferencias en la

formacion de puentes disulfuro (Finke 2005).
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Figura 3. Caracteristicas del plegamiento Barril TIM ilustrado en TIM de Tripanosoma (PDB 5TIM). Las o-
hélices estan en rojo, las hojas-p en verde. A) Vista superior del barril; B) Vista lateral. Los extremos
carboxilo de las hojas-B y las asas que conectan con las siguientes a-hélices forman la cara catalitica del
barril, mientras el resto es importante para la estabilidad del plegamiento. Se muestran dos asas para
ejemplificar la forma en que se identifican los componentes del barril (Modificado de Hécker 2001 y
Wierenga 2001).

El barril TIM generalmente es de alrededor de 250 aminoacidos, aunque existen algunos
que llegan a estar constituidos Gnicamente por 150 residuos o hasta por 500. Las enzimas con un
plegamiento de este tipo van de monoméricas a tetraméricas, como la [-galactosidasa, de 1023
aminodcidos (Wierenga 2001). En la base de datos CATH v3.1.0 se cuenta con 1213 estructuras
clasificadas como barriles TIM, divididas en 27 superfamilias homologas (nivel H). Las enzimas
pertenecientes a una familia generalmente catalizan la misma reaccion, mientras que miembros de
la misma superfamilia suelen catalizar reacciones distintas pero similares en cuanto al mecanismo
de accion (Livesay 2005). La diversidad funcional del plegamiento, su ubicuidad y la poca
conservacion a nivel de secuencia dentro de las superfamilias de barriles TIM han provocado que
desde hace 20 afios se discuta si son convergentes o divergentes. Los enfoques que se han utilizado,
basados en la comparacion de secuencias por alineamientos multiples (Pirun 2005) y de estructuras,
sugieren que la mayoria de las familias de barriles TIM surgieron por evolucion divergente a partir
de una proteina ancestral por reclutamiento entre vias metabolicas (Reardon 1995; Copley 2000,
Livesay 2005, Pagano 2002). En un estudio realizado por Nagano et al. en el 2002 (Nagano 2002),
se concluyd que 14 de las 17 superfamilias descritas en el 2002 tienen relaciones de identidad en

secuencia, estructura y funcion tales que se pueden considerar como homoélogas lejanas, mientras



que las 3 superfamilias restantes pueden ser homologos extremadamente distantes o ejemplos de
evolucion convergente. Por otra parte, se ha planteado que las enzimas con arquitectura de barril
TIM pudieron evolucionar a partir de mitades (B/a),n, precursoras de las superfamilias, y que, por
posteriores duplicaciones, mutaciones y recombinaciones formaron la subsecuente diversidad
funcional y secuencial (Hocker 2004; Gerlt 2003). El entendimiento de la evolucion de los barriles
TIM es de suma importancia para el desarrollo de la ingenieria de estas proteinas al permitir

conjuntar estrategias de disefio racional y evolucion dirigida (Gerlt 2003).

2.3.1 La fosforibosil antranilato isomerasa. La N-(5'- Fosforibosil) Antranilato Isomerasa (PRAI)
es una enzima con topologia de barril TIM perteneciente a la superfamilia de Aldolasas Clase I
(CATH v3.1.0) que participa en la biosintesis de triptofano. En la mayoria de los organismos
mesofilos se encuentra en estado monomérico; en E. coli, sin embargo, la PRAI esta fusionada a la
3-glicerol-indol-fosfato sintasa (IGPS), otro barril TIM, su os estd reemplazada por un asa y
presenta un giro helicoidal adicional en el asa que conecta la g con la ag (Figura 4) (Priestle 1987).
El segmento (Ba);.4fs de la PRAI de E. coli (PRAIg) es el mas pequefio capaz de plegarse
auténomamente, por lo cual se sugiere que la enzima sigue un modelo de plegamiento 5+1+2 en el
cual, tras plegarse las (Ba);4Ps, el fragmento es estabilizado por la union covalente de la (Ba)s en
una primera instancia y posteriormente por las (Ba);.s (Akanuma 2005). Los mismos experimentos
de fragmentacion y permutacion circular que permitieron concluir lo anterior demostraron que el
segmento (fa);.4fs contiene interacciones esenciales en los eventos tempranos del plegamiento de
la PRAIg, por lo cual se sugiere que este es su centro de nucleacion temprana (Figura 4). Las
caracteristicas tipicas de los barriles TIM, aunadas al tamafio pequefio de la PRAIg., de apenas 197

aminoacidos, soslayan sus excentricidades y la hacen un gran modelo de estudio.

Figura 4. Representacion de listones de la estructura terciaria de la PRAI de E. coli en estado monomérico. Del
extremo amino (N) al carboxilo (C) las hojas-B y o-hélices son enumeradas de la 1 a la 8. La Bg esta interrumpida por
un giro helicoidal adicional y la hélice-o estd degenerada. Los aminoacidos del 15 al 50 se presentan en verde, son el
extremo amino, implicado en el ensamblaje de la estructura final; en azul se representan los aminoacidos del 51 al 105,
dentro de los cuales esta el fragmento (Ba);.4fs, Sitio de nucleacién temprana; los aminoéacidos del 106 al 197 se
comprenden en el fragmento rojo, extremo carboxilo que no se considera crucial para la determinacion del plegamiento
final (Modificado de Akanuma 2005).



3. ANTECEDENTES

El barajeo de DNA, técnica desarrollada por Stemmer en 1994, se consider6 la revolucion de la
nueva era de la evolucion dirigida. Imitando in vitro la recombinacién homologa, el barajeo de
DNA exponencia la exploracion del area de secuencia al generar librerias quiméricas de fragmentos
de alelos o genes homologos (Tobin 2000). La técnica consta en fragmentar al azar el conjunto de
genes a barajear e hibridar los fragmentos por PCR que puede ser mutagénica para ensamblarlos en
cadenas quiméricas y tamizarlas segun el objetivo del experimento (Bacher 2002; Yuan 2005). Los
factores limitantes en la técnica son la similitud entre los genes y el tamafio de los fragmentos.
Usando modelos matemaéticos del barajeo de DNA, se considera que la poza génica debe de
contener homologos con una similitud minima del 50 al 60% (la similitud experimental que se
considera para hibridar efectivamente es de 75 al 80%), incrementando la posibilidad de hibridacion
proporcionalmente con la similitud entre las secuencias (Moore 2001). La gran ventaja del barajeo
de DNA es que se adquieren en un solo ciclo mas mutaciones que por las técnicas de mutacion
secuencial; por otra parte, al utilizar homdlogos, derivados de secuencias ancestrales que
sobrevivieron a la misma presion selectiva y ser compatibles a una misma estructura, se pueden
acumular mas mutaciones en una secuencia sin introducir efectos deletéreos en la estructura o en la
funcion (Drummond 2005; Yuan 2005). Desde la invencién del barajeo de DNA se han
desarrollado variantes de la técnica para maximizar la versatilidad de los bancos de quimeras
generadas. El barajeo de modulos no homélogos (unidades funcionales, eg., dominios, motivos,
estructuras secundarias, etc.), en el cual se imita la recombinacién no homologa, es una manera de
generar variantes proteicas a cualquier nivel de organizacion y una estrategia que ha sido utilizado
satisfactoriamente en el laboratorio, superando la exploracion del area de secuencia que cualquier
otra técnica, hasta el momento, puede alcanzar (Yuan 2005). Mientras que con el barajeo de DNA
se busca optimizar una funcion, con el barajeo de mddulos se puede obtener variantes funcionales o
en la arquitectura proteica (Yuan 2005). Desde el punto de vista metodoldgico, en lugar de utilizar
PCRs para reensamblar los fragmentos, el barajeo de mddulos se logra por ligacién con enzimas,
aungue otros métodos han sido desarrollados con el mismo fin (Ostermeier 1999; Tsuji 2006; Yuan
2005). En el barajeo de mddulos, por tanto, no se requiere de un porcentaje de similitud
determinado entre las secuencias que se utilizan.

Un precedente importante a los trabajos de barajeo es el de Doi y Yanagawa (Doi 1999), en
el cual insertaron el dominio de la B-lactamasa TEML1 en la proteina verde fluorescente (GFP), con
lo cual lograron, tras algunas rondas de PCR mutagénica, obtener variantes que tuvieran cambios de
fluorescencia ante la inactivacion de la B-lactamasa por una proteina inhibitoria, generando, asi, un

biosensor. Las bondades de los barriles TIM no hicieron esperar iniciativas. En 1989, Kirschner y



sus colaboradores (Luger 1989) generaron variantes del barril TIM con permutaciones circulares
gue resultaron practicamente indistinguibles de la proteina inicial, mientras que en 1990 (Luger
1990) le aumentaron dos hojas-f3 al extremo N-terminal de la PRAI de levadura y la expresaron en
E. coli, en donde resultd activa y con un patrén de plegamiento similar a la nativa —concluyendo
que el plegamiento tiene una plasticidad intrinseca y que éste se controla termodindmicamente tanto
in vivo como in vitro—. Si bien estos tres trabajos no se basaron en el barajeo, son antecedentes
importantes ya que se sustentan en el mismo principio de movilizacion e intercambio de mddulos.
Al mismo tiempo que estos trabajos se realizaban, Goraj et al. (Goraj 1990) utilizaban el
conocimiento sobre el plegamiento de tipo barril TIM para realizar con disefio racional un
subdominio af, el cual, imitando el proceso de evolucion natural, multiplicaron para generar
polipéptidos de 7, 8 y 9 unidades. El Unico producto con estructura compacta resulto ser el ahora
conocido como octarellin I, de 8 unidades, tras el cual han sido generadas otras dos variantes con
distintas simetrias y, por tanto, diferentes caracteristicas (Goraj 1990; Houbrechts 1995). En el
2000, Riechmann y Winter (Riechmann 2000) interrumpieron el gen de la proteina de choque
térmico CspA (cold shock protein), otro barril TIM, en un fragmento con aminoacidos de
nucleacion y lo sustituyeron con fragmentos de DNA gendmico de E. coli, tamizando en fagos por
protedlisis. Encontraron cuatro quimeras de polipéptidos solubles, una incluso con mayor
estabilidad que la CspA inicial, la cual se organiz6 en una nueva arquitectura (Riechmann 2000;
Bono 2005). En el 2003, Shukla et al., (Shukla 2004) barajearon las subunidades af de la TIM de
S. cerevisiae para examinar si incluso destruyendo las interacciones de hidrdgeno e hidrofébicas
nativas se podia reestablecer el plegamiento, lo cual resultd ser el caso para algunas quimeras las
cuales, en vez de estar constituidas por las unidades en el orden 1-2-3-4-5-6-7-8, se formaron a
partir de la secuencia 2-4-6-8-1-3-5-7 y 1-3-5-7-2-4-6-8, asi como de la mitad de un barril 2-4-6-8 y
un cuarto de barril 1-3. Con lo anterior se propuso que el plegamiento se va generando a partir de
una jerarquia de interacciones, empezando por la formacion de subunidades individuales y
autébnomas que se asocian entre si por interacciones de difusién-colision con otras subunidades,
conformando posteriormente el cuarto o la mitad del barril alrededor del nicleo hidrofébico. La
propuesta fue apoyada por el descubrimiento de que mitades de barril pueden intercambiarse casi
indiscriminadamente sin comprometer el plegamiento (Hocker 2004). Las enzimas HisF y HisA de
Thermotoga maritima, que tienen plegamiento de barril TIM y son casi simétricas en su extremo
carboxilo y amino, fueron fragmentadas para realizar las quimeras de la mezcla o duplicacion de las
mitades. En ellas se encontr6 una variante con mayor estabilidad que las mitades originales (Hocker
2004), con lo cual se reitero la idea de que los barriles TIM pudieron evolucionar de antecesores

compuestos de (B/a)s como se comento en la introduccion.



En el 20086, el grupo que complementd el andamiaje de la CspA incursiond en la formacion
de proteinas a partir de polipéptidos sin la capacidad de plegarse por si mismos, experimento que se
comentd en la introduccién (Riechmann 2006). El trabajo consté en complementar un fragmento de
una lisozima del huevo de gallina con interfase de union a unos anticuerpos especificos. El
fragmento por si solo, al no plegarse, era rapidamente digerido por protedlisis y, por otro lado, se
unia débilmente con los anticuerpos. Al ligar aleatoriamente el polipéptido con fragmentos
genomicos y seleccionando quimeras estables y funcionales, se encontrd un dimero formado por el
polipéptido unido a un grupo hemo con estabilidad hasta los 59 °C y ain mayor afinidad a los
anticuerpos que el polipéptido aislado. Con estos resultados se comprobd que la unidn de
fragmentos de subdominios pudo ser la via de evolucion a los dominios (Riechmann 2006).
También en el 2006, Boubarkri et al., (Boubakri 2006) utilizaron la recombinacion homologa en el
sentido inverso a la mayoria de los experimentos de la ingenieria de proteinas. En vez de intentar
generar una nueva proteina, su objetivo fue reconstituir un gen, linA, el cual degrada lindano —un
pesticida—y para el cual no se han encontrado homélogos. La reconstruccion se llevo a cabo a partir
del ensamblaje de bloques con similitud a regiones del gen provenientes de DNA metagenémico
obtenido de tierras sin lindano, es decir, de una poblacion carente del gen linA. Tras la
amplificacién y el barajeo de los bloques se logré reconstituir hasta el 73% de linA, vy, a partir de un
banco de 1300 clonas complementadas con fragmentos del gen (obtenido de una cepa que si lo
presentaba), lograron generar 23 variantes activas. Con este trabajo, ademas de constatar que el los
genomas hay, si no infinita, si una gran fuente de innovacién proteica, probaron que la
recombinacion conjunto a la transferencia lateral pueden generar variantes funcionales ante una
presion ambiental. EI mismo afio, en nuestro grupo se generd la complementacion de la PRAIg.
carente del fragmento (Ba)sps —implicado en la nucleacion temprana— con una poza de fragmentos
del genoma de E. coli (Sanchez 2006). De 10° recombinaciones, el 2% fueron quimeras plegadas
(Sanchez 2006). Con este trabajo se reitera que la conformacion por modularidad hace de los
plegamientos estructuras muy flexibles que potencian la versatilidad proteica. En conclusion, la
evolucion dirigida por barajeo de médulos es una oportunidad para generar librerias que representan
lineas de microevolucién en las cual se puede generar la diversidad que permite estudiar la funcion,

el plegamiento e incluso la historia evolutiva.



4. OBJETIVOS

Objetivo General.
Generar y evaluar una metodologia para crear un banco de enzimas PRAIg (fosforibosil antranilato
ismomerasa) quiméricas por su complementacion a partir del barajeo de subdominios de homologos
distantes obtenidos a partir de la amplificacion de una muestra ambiental de DNA.
Objetivos particulares.
1. Complementar la PRAI de E. coli con fragmentos de tamafio de subdominios de secuencias
amplificadas por oligonucledtidos dirigidos a genes paralogos de la PRAL.
2. Disefiar, a partir de andlisis de areas de secuencia conservadas en superfamilias de barriles
TIM, algunos oligonucleétidos degenerados para la amplificacion de genes ortélogos de la
PRAI de E. coli. Probarlos en E. coli K12.
2. Analizar la capacidad y las constricciones metodolégicas de generar diversidad por este

método.

4.1 HIPOTESIS.
Se espera que el sistema de complementacion de la PRAIg por ligacion de fragmentos obtenidos
por PCR permita la generacion de bancos de mutantes con capacidad de plegarse. Por otra parte, se
espera amplificar barriles TIM de E. coli K12 utilizando los oligonucleodtidos degenerados
disefiados. Debido a su degeneracion y a que el disefio de los mismos no se dirige a E. coli en
particular, no se espera que todos los amplificados correspondan a barriles TIM ni que con todos los
pares de oligonucleétidos probados se amplifiqguen miembros de las superfamilias con las cuales se

baso su disefio.

4.2 JUSTIFICACION.
El presente trabajo tiene la virtud de abordar interrogantes evolutivas e innovaciones en la
ingenieria de proteinas bajo un modelo prometedor, los barriles TIM. Por otra parte, el sistema
propuesto busca generar diversidad sin comprometer la estabilidad de las proteinas en cuestion y
eliminar la constriccion en la variedad de resultados finales al simular la recombinacion no
homologa a partir de multiples pozas génicas. La utilizacion de homdlogos distantes busca
aumentar la probabilidad de acumulacion de mutaciones sin introducir efectos deletéreos sin
comprometer la exploracion del espacio de secuencia ni del paisaje de adecuacion debido a la baja
similitud presente entre las superfamilias de barril TIM a nivel de secuencia, de estructura y de

funcidn. Por Gltimo, la metodologia que se plantea busca aprovechar la diversidad de secuencias de



DNA y genomas proveniente de organismos no secuenciados y/o no cultivables a partir de la

inclusion de DNA metagendmico.



5. MATERIAL Y METODOS
5.1 DISENO DE OLIGONUCLEOTIDOS Y PCR.

Disefio de oligonucle6tidos. El disefio de oligonucledtidos especificos para amplificar paralogos de
la PRAIE se realiz6 a mano a partir de secuencias representantes de cuatro superfamilias de barriles
TIM (substraidas del CATH, topologia 3.20.20) a las cuales se les busco su ortélogo en E. coli en el
servidor del National Center for Biotechnology Information (NCBI) por Basic Local Alignment
Search Tool (Blast, en este caso Blastp; Altschul 1997) (corte de valor de expectancia v.e. <107).
Los oligonucledtidos degenerados se disefiaron al obtener las secuencias de los dominios
representantes de las 21 superfamilias de CATH v3.0.0 de los barriles TIM y buscar por Blastp (v.e.
<107 los ortologos en E. coli. Los ortologos de las secuencias de E. coli en los genomas
bacterianos disponibles en el NCBI (2005) se detectaron con el criterio del mejor resultado
reciproco (bidirectional best hit, el cual se describe brevemente en la seccion 6.2) usando Blastp
(v.e. <107°). Se realizaron alineamientos multiples de los ortélogos de cada superfamilia en Muscle
v3.41 (Edgar 2004) con las secuencias proteicas obtenidas y se caracterizaron por ALISTAT (Eddy
1998). Los oligonucle6tidos se disefiaron por comparar los resultados de CODEHOP (Consensus-
Degenerate-Hybrid Oligonucleotide Primers; Rose 2002), y de MEME 3.5.0 (Timothy 1998).
CODEHOP es un hipervinculo del programa BMAP en el cual se buscan bloques de conservacion y
a partir de los cuales se proponen oligonucledtidos degenerados para cada bloque. Se utilizo el
codigo genético estandar, la tabla de utilizacion de codones equivalente (equal) y los pardmetros
segun los valores establecidos de inicio con excepcion de la degeneracion (la cual se vario de 128 a
256) y de la precision (strictness; utilizada en un rango de 0.0 a 1.00). En MEME se buscan motivos
y se presentan las matrices de probabilidad posicion-especificas de las areas conservadas, con las
cuales se pueden disefiar los oligonucle6tidos degenerados. Los parametros para la bisqueda de
motivos en MEME fueron que éstos ocurrieran de 0-1 veces por secuencia, que tuvieran de 25-50
aminoacidos y que encontrara un maximo 10 motivos por alineamiento. Todos los oligonucledtidos
(oligos) disenados para este trabajo fueron optimizados para los criterios de temperatura de
hibridizacion (TM), longitud, porcentaje de guaninas y citosinas (%GC) y propensidad a
dimerizarse (AG), analizados en el servidor Oligo Analyzer (Integrated DNA technologies 2006;
http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyze), asi como por la representatividad de
la secuencia amplificada (porcentaje de nucledtidos amplificados del gen blanco amplificado) y el
valor de expectancia de un Blastn de la secuencia del par de oligos (5’-oligo-3’NNS5’-
oligo _reverso_complementario-3’) contra el gen blanco en E. coli K12 para los oligos especificos y

contra las bacterias para los degenerados. Los oligos fueron sintetizados en la Unidad de Sintesis



del Insituto de Biotecnologia, UNAM. La lista de oligos sintetizados y utilizados a lo largo del

trabajo se encuentra en el Apéndice 1.

Reaccion en cadena de la polimerasa. Las PCRs (termociclador iCycler BIO-RAD) inicialmente se
realizaron con un gradiente de temperatura de extension de 40-60 °C para determinar la TM 6ptima
de cada par de oligos, la cual, una vez determinada, se fijo para reacciones subsecuentes. Por lo
demas, las reacciones se llevaron a cabo con 5 unidades (u) de Taqg-DNA polimerasa (Roche), 40
pmol de cada oligonucledtido, Buffer Taq 10x (Roche) y 1.5 mM dNTPs (Roche) por cada 100 ul
volumen final de la reaccion. El programa utilizado en todas las reacciones constd de un ciclo de
desnaturalizacion a 94° 5 min, 25 ciclos de amplificacion de 94 °C 50 seg, la TM optima 50 segy 72
°C 1 min, finalizando con la extension final a 72 °C por 5 min. Los productos de PCR se purificaron
utilizando el kit de High Pure PCR Product Purification Kit (Roche) en solucion. En algunos casos
los segmentos amplificados fueron clonados con el kit pGEM-T Vector System (Promega), y
transformados en la cepa E. coli IM101 para confirmar la identidad del producto de PCR por

secuenciacion.

5.2 SISTEMA DE COMPLEMENTACION DE LA PRAIg, CON PARALOGOS.
La metodologia const6 en obtener, por un lado, algunos genes paralogos de la PRAIg, de distintas
superfamilias de Barril TIM, fragmentarlos y generar extremos rasos (reparar) y, por el otro lado,
preparar el plasmido al digerir el gen de la PRAIg. y de igual manera generar extremos rasos para
asi poder asociar covalentemente el inserto y el vector. Consecutivamente se tamizaron las variantes
para seleccionar vectores con los genes de las PRAIg, quiméricas con capacidad de plegarse por
medio de un reportero de plegamiento a base del gen de la proteina Carboxil Acetil Transferasa
(CAT) rio abajo del gen de la PRAIg. A continuacion se describe el sistema del tamizaje por el
reportero de plegamiento y los materiales y métodos divididos en sus etapas principales: la
preparacion de los fragmentos, del plasmido, la ligacion y transformacion, el tamizaje, y el analisis

de las secuencias por métodos bioinformaticos, por SDS-PAGE y Western Blot.

Tamizaje usando el reportero de plegamiento CAT. El sistema de tamizaje de proteinas plegadas se
basa en la fusion del gen cloranfenicol acetil transferasa (cat) al gen a modificarse y
consecuentemente a la fusion de las proteinas resultantes de la traduccion de ambos genes. El gen
cat codifica para una enzima homotrimérica de 25 kDa que inactiva al cloranfenicol, antibidtico que
se une a los ribosomas 50s, bloqueando la peptidiltransferasa. Cuando la CAT est4 fusionada a una

proteina insoluble, exhibe un decremento en la resistencia a cloranfenicol; mientras mas resistencia



presente, la fusion es mas estable. La solubilidad in vivo de las proteinas mutantes, por tanto, puede
ser determinada por la resistencia de las cepas al antibidtico y Westen blots para comprobar la

fusion entre las proteinas y evitar falsos positivos (Maxwell 1999).

Fragmentacion y reparacion de los insertos. Los productos obtenidos de las PCRs por oligos
especificos fueron fragmentados por sonicacion (Branson Sonifier 450 prestado por X. Soberon,
~50 pg de muestra en 400 pl de volumen final (Vf), output control 3, ciclo contstante, de 1 a 10
aplicaciones de 10 seg, manteniendo 3 min en hielo durante las aplicaciones) o por DNasal (Roche,
libre de RNasa; 80 pg de muestra, 10 ul de Buffer PCR —-MgSO, 10x, MnCl, 1 mM pH =7.4, 1.5 ul
de DNasa (5 pug/ml en PBS), 100 pl Vf, cinética a 16 °C, detener con 5 ul EDTA 100 mM).
Aquellos fragmentos entre 100 y 300 pb fueron purificados por gel de agarosa al 2% con el kit
Agarose Gel DNA Extraction Kit (Roche). La reparacion de los fragmentos consté en modificar los
extremos en cadena sencilla producidos por la sonicacion (la DNAsa con MnCl, dejan extremos
rasos) en extremos rasos, lo cual se realizé con las polimerasas Klenow y T4 DNA polimerasa (T4

pol) rellenando los extremos 3" recesivos y protuberantes, respectivamente (Apéndice 2).

Preparacion del plasmido. El vector, construido en el laboratorio del Dr. Hilvert, ETH, Suiza y
donado por el Dr. Joel Osuna al laboratorio donde posteriormente se modifico para trabajos previos
relacionados, es el plasmido pT4-PRAI-CAT (3360 pares de bases, pb) con resistencia a
kanamicina (Km), origen de replicacion pUC y un promotor transcripcional medianamente fuerte
ptrc. Este contiene al gen de la PRAIg. en su estado monomérico seguido por un linker y por el gen
de la CAT, por lo cual resiste a cloranfenicol (Cm) en su fenotipo silvestre o wild tipe (WT) (Figura
5). El sitio de digestion de la PRAI, (Ba);B4, fue seleccionado en un trabajo previo (Sanchez 2006)
basandose en el programa SCHEMA (Voigt 2002) y un alineamiento multiple de 12 homologos de
la PRAI (Sanchez 2006). Con el primer andlisis se seleccionaron los sitos con menor probabilidad
de comprometer el plegamiento al ser eliminados; con el alineamiento multiple se restringio la
seleccion al sitio que estd mas conservado (Sanchez 2006). La region seleccionada comprende del
residuo 51 al 83 (ie. 93 pb), con tres aminoacidos del sitio activo. Se ha sugerido que el fragmento
es un sitio de nucleacion importante para los eventos tempranos del plegamiento (ver seccion 2.3.1)
(Akanuma 2005).

Antes de cada ciclo de prepraracion, el vector pT4-PRAI-CAT, transformado en la cepa
XL1blue-MRFse replaqueo, se crecid por 16 hrs (ON) a 37 °C en 3 ml de medio liquido Luria
Bertani (LB; Km 35 ug/ml) y se purifico por lisis alcalina con el kit High Pure Plasmid Isolation
Kit, Roche. Se realizaron digestiones dobles con las enzimas Banl y MslI ON a 37 °C (Apéndice 3).



La reparacion del plasmido const6 en cambiar los extremos pegajosos obtenidos por la enzima Banl
por extremos rasos, lo cual se realizd6 del mismo modo que la reparacion de fragmentos o con la
enzima exonucleasa Mung-Bean (Apéndice 2). Se desfosfataron los extremos del plasmido con el
fin de disminuir el nimero de vectores autoligados con la enzima CIP (Calf Intestinal Phosphatase)
(Apéndice 4). La purificacion del vector entre reacciones asi como al final de su preparacion se
realizé con el kit High Pure PCR Product Purification, Roche o por fenol-cloroformo (Sambrook
1989).
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Figura 5. A) Representacion circular del plasmido PT4-PRAI-CAT utilizado en este trabajo (Sanchez 2006).
B) Secuencia de aminoacidos y su conformacién espacial en estructuras secundarias de la fosforibosil
antranilato ismoerasa de E. coli (sin presentar completa la secuencia previa correspondiente a la enzima
IGPS, con la cual se encuentra fusionada de manera natural. Se muestran los sitios activos (triangulos
azules), los residuos cataliticos (aminoacidos en recuadros rojo con amarillo) y los sitios de interaccion con el

ligando (puntos rojos). El fragmento seleccionado con el recuadro naranja es el sitio a complementar
(Modificado de PDB).

Ligacion y transformacion. Para las ligaciones se utilizo la T4-DNAligasa (Roche) ON a 16 °C. La

concentracion final y la relacion molar entre el inserto y el vector varid en cada experimento. La



reaccion se purifico previamente a su transformacion por extraccidon con butanol y precipitacion con
etanol (Apéndice 5), resuspendiendo en 10 pl de agua tetradestilada. La transformacion al
electroporar (1.8 V en electroporador Bio-Rad ajustado a 25 puF y 200 Q) alrededor de 100 ng de la
ligacion en cepas de XL1Blue-MRF o MC1061 y recuperando en 1 ml de SOC (Sambrook 1989).
Se utilizé pUC 18 Gilbert W, 1991 para probar la eficiencia de la transformacion plaqueando 50 pl
en cajas con LB y Ampicilina (Am) a 200 pg/ml

Tamizaje. El tamizaje comenz6 seleccionando las células transformadas en placas con medio de
cultivo Luria Bertani (LB) solido y Km 25 pg/ml ON a 37 °C por ser la resistencia del plasmido en
placas con LB y Cm a 15 pg/ml ON a 30° para identificar quimeras con proteinas plegadas. Las
células resistentes a Cm fueron crecidas en 3 ml de LB liquido con Km 25 ug/ml por 8 hrs a 37 °C
tras lo cual se extrajo su DNA por choque térmico (Sambrook 1989) para realizar PCRs (con el
programa descrito anteriormente) con oligos Ndel y BamHI (Apéndice 1) fuera del sitio deletado
para comparar los tamafios de los insertos. Se extrajo el plasmido por lisis alcalina con el kit High
Pure Plasmid Isolation Kit, Roche de aquellas clonas prometedoras y se mandaron a secuenciar con
los oligos PT4 y CAT (Apéndice 1) en la Unidad de Sintesis y Secuenciacion Instituto de
Biotecnologia, UNAM.

Identificacion del inserto clonado y prediccion de estructuras secundarias. Las secuencias
obtenidas se alinearon en DNA Strider 1.4{6 para identificar los fragmentos insertados, a los cual se
les hizo un Blast contra el genoma de E. coli K12 para identificar el gen de origen. Se predijeron las
estructuras secundarias de las quimeras completas, del inserto en su fase original y del inserto

independiente en el programa PSIPRED v2.5 (Bryson 2005).

Concentracion minima inhibitoria (CMI). Con el experimento de la CMI se calcula la concentracion
de un antibidtico a la cual la mitad de las clonas analizadas no son resistentes, por lo que se
considera como la concentracion del antibiotico a la que una cepa dada resiste. Las clonas
resistentes a Cm (Cm®) y en fase con la PRAIg; fueron retransformadas en la cepa JM101; como
control positivo se utilizé el pT4-PRAI-CAT (CMI ~140 pg/ml) transformado en la misma cepa;
como control negativo la cepa sin plasmido (CMI ~5 pg/ml). Se realizaron diluciones del cultivo
recuperado de 10 a 10™ con LB. Se sembraron 5 ul de las diluciones de cada cepa en cajas con CM
en concentraciones de 0, 5, 10, 15 y 45 pg/ml, asi como en una caja de Km 25 pg/ml. Las cajas se

incubaron ON a 30 °C.



Gel de proteinas SDS-PAGE. Se hicieron cultivos ON a 30 °C y 250 rpm de 3 ml LB con CM 15
pg/ml de las clonas seleccionadas, el pT4-PRAI-CAT y de la cepa JM101 sin antibidtico. Se
centrifugd 1 ml de cada ensayo 5 min a 4000 rpm, se eliminoé el sobrenadante y se resuspendio el
pellet en 500 ul de PBS. Las muestras se sonicaron (Branson Sonifier 450) 10 seg 2 veces cada una
(control output 6), agregando 1 ul de PMSF 100 mM tras la primera sonicacion. Se centrifugaron a
4000 rpm 10 min, recuperando el sobrenadante (fraccion soluble) y resuspendiendo el pellet en 100

ml de mezcla de digestion (fraccidén insoluble). Las muestras fueron observadas en un gel de

acrilamida al 12.5%.

Western Blot. Las proteinas del gel SDS-PAGE de la fraccion soluble realizado como se describio
anteriormente se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. La membrana fue tefiida con
Ponceau para comprobar la transferencia y posteriormente bloqueada ON a 4 °C con solucion
TBST-leche (Svelty, Nestlé) 5%. Después de lavar tres veces con TBST (10 min cada vez) se
incubd la membrana por 1 hra con el anticuerpo ANTI-CAT (Roche) en una relacion 1:3000. Se
lavé tres veces mas con TBST y leche al 0.1% y se incubo 1 hra con el anticuerpo ANTI-DIG
(Roche) en relacion 1:5000. Tras dos lavadas con TBST se adicionaron 15 ml de H,O con 1 ml
BCIP/NTP (Zymed) 1:1 hasta visualizar las bandas y se suspendio la reaccion con EDTA 0.005 M.

5.3 OTRAS CONSIDERACIONES METODOLOGICAS.
Para visualizar productos o purificar por gel se utilizaron geles de agarosa grado DNA (BIO-
RAD®) al 0.8, 1 o 2% (en relacion inversa al tamafio de la secuencia en cuestion) en solucion
amortiguadora TAE 0.8 X (Sambrook 1989).
Las células electrocompetentes XL1Blue-MRF y JIM101 (calcio competentes) se prepararon segin
Sambrook 1989.
Se presenta a continuacion el fenotipo de las cepas utilizadas:
XLI-Blue: F::Tn10 proA+B+ laclq A(lacZ)M15/recAl endAl gyrA96 (Nalr) thi hsdR17 (rK-mK+)

gInV44 relAl lac.

JM101 Ca: F'traD36 proA™B™ laclq A(lacZ)M15/ A(lac-proAB) glnV thi.



6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 COMPLEMENTACION DE LA PRAIz POR FRAGMENTOS DE GENES

PARALOGOS.
Se eligieron cuatro proteinas con dominios paralogos a la PRAIg, de distintas superfamilias de
barriles TIM para probar el sistema de complementacion al azar con fragmentos de genes
amplificados por PCR y tamizaje por fusiéon a CAT. Las cuatro proteinas fueron las siguientes: una
alanina racemasa (alr), una xilosa isomerasa (xyl), una tRNA-guanina transglicosidasa (tRg) y una
homocisteina metiltransferasa (hmt). La longitud e identificadores de sus genes, asi como el nlimero
de superfamilias (CATH v3.0.0) a las cuales pertenecen se presentan en la Tabla 1. Para cada una
de estas proteinas se disefiaron un par de oligonucleotidos (oligos) de manera que se amplificara la
mayor parte de la secuencia de sus genes. La secuencia de los oligos sintetizados se muestran en el

Apéndice 1; sus propiedades se presentan en la Tabla 2.

Tabla 1. Informacién de las proteinas paralogas utilizadas para complementar a la PRAIL.

Clave Gen (pb) 1D Superfamilia
alr 1077 NP_418477.1 G1:1613187 3.20.20.10
xyl 1320 NP_418022.1 GI1:16131436 3.20.20.150
tRg 1125 NP_414940.1 G1:16128391 3.20.20.105
hmt 930 NP_414795.1 GI1:16128246 3.20.20330

Gen (pb), longitud en pares de bases del gen de la proteina en
cuestion. Superfamilia, clave de superfamilia homéloga de las
proteinas (CATH v3.0.0).

Tabla 2. Caracteristicas de los oligos disefiados para la amplificacion especifica de
paralogos de la PRAIg..

Oligo pr;:;ca Jﬁggizgg) %GC  AG (kcal/mol) pb amp
alr 5-3° 18 50 3.61
alr 3-5 56.2 22 45.5 6.3/5.47 1080
xyl 5'-3 22 50 3.61
xyl 3'-5° 62 24 58.3 5.02/6.69 1224
tRg 5-3’ 19 52.6 5.02
tRg 3'-5' 52.6 24 54.2 6.75/5.47 1034
hmt 5'-3 20 55 7.06
hmt 3'-5 60 21 66.7 7.06/9.76 868

Tm, temperatura de hibridacidon; pb, pares de bases; %GC, porcentaje de

guaninas y citocinas en Qla secuencia; AG, AG homodimerizacidon/AG
heterodimerizacion; pb amp, pb a amplificar por PCR.



< 300pb

< 100pb

Figura 6. Preparacién de los insertos: amplificacién de genes paralogos de la PRAIg. en E. coli y cinética de
sonicacion. A) Resultados de PCRs de oligos especificos para amplificar en E. coli pardlogos de la PRAI. Los
productos blanco de los pares de oligos (sefialados con una flecha) xyl, alr, tRg y hmt son en pb de 1224, 1080,
1034 y 868, respectivamente B) Cinética de sonicacion (ciclos constantes, output control 3) con 3, 5, 7y 8
pulsos. La muestra sonicada por 7 pulsos fue la que mas productos entre 100 y 300 pb generd6, por lo cual se
eligié para posteriores sonicaciones.

Banl  Msll

Figura 7. Preparacién del vector: Digestién. A) De izquierda a derecha, 1) vector sin digerir (pT4-P-C), 2) digestién
sencilla con Banl (la cual deja extremos pegajosos), 3) digestién sencilla con Msll (la cual deja extremos rasos) y 4)
digestién doble (extremo pegajoso - extremo raso). B) Representacion del vector digerido con un extremo 3’ recesivo y
un extremo raso.

Se estandarizaron las PCRs por gradientes de temperatura de hibridacion. Para los cuatro
pares de oligos se encontr6é la banda del tamafo esperado correspondiente al fragmento del gen
paralogo blanco conjunto a dos o tres bandas mas, productos inespecificos de la reaccion (Figura
6A). Se realizd una cinética de sonicacion para el conjunto de los fragmentos amplificados por los
cuatro pares de oligos para establecer el protocolo en e cual se maximizaran los productos entre los
100 y 300 pb —aunque los productos de la sonicacién de estos tamafios fueron purificados
posteriormente por gel de agarosa para minimizar la ocurrencia de fragmentos de otros tamafos—
(Figura 6B). Después de la sonicacion, los fragmentos se repararon (ie. los extremos protuberantes
se eliminaron) con las enzmias Klenow y T4 pol, generando asi los insertos. No se excluyeron de
los experimentos de complementacion los fragmentos inespecificos amplificados en la PCR debido

a que el objetivo de este trabajo es aumentar la probabilidad del éxito de recombinaciones no



homologas para generar variantes proteicas basandose, pero no restringiéndose, en el barajeo de
homologos distantes.

Concomitantemente, el vector fue digerido con las enzimas Banl y Msll para eliminar el
fragmento (Bot);P4 (ver seccion 5.2; Figura 5B) y sus extremos fueron reparados y desfosfatados
como se describe en la metodologia (Figura 7). Posteriormente a la ligacion del plasmido con los
insertos y a su transformacion en células competentes, se tamizo para obtener cepas con resistencia
a kanamicina (Km®; resistencia del plasmido) y cepas con resistencia a kanamicina y a cloranfenicol
(Cm®), cuyo fenotipo es el de una fusion de la PRAIgc (quimérica o wt) con la CAT. Las cepas Km®
- Cm® fueron analizadas por PCR para determinar por el tamafio del amplificado si se trataban de
falsos positivos o quimeras a caracterizar. A continuacion se presentan los resultados divididos en
los dos primeros bancos generados, controles de la preparacion del plasmido, un banco mas y la

caracterizacion de las clonas quiméricas.

Resultados del Banco A: obtencion mayoritaria de plasmido no digerido. En un primer intento para
generar el banco de PRAIg. quiméricas se realizaron dos ligaciones: una ligacion en relacion molar
1:3 (60 ng totales) de vector-inserto (lig/v-i) y, como control negativo, una autoligacion de vector
(aV). Las ligaciones se transformaron en células con eficiencia de 1x10°® transformantes/pug DNA,
con lo cual se obtuvo un banco de 3288 clonas (total de cepas lig/v-i Km® — total de cepas en 5 V
Km®). De las 30 clonas Cm resistentes (Cm") analizadas por PCR, todas fueron clonas con vector no
digerido (Figura 8). Para mejorar la eficiencia de obtencion del vector digerido se realizé una
cinética de digestion. A partir de las 2 hrs de incubacion no hubo relacion observada en geles de

agarosa entre el tiempo de incubacion y la cantidad de vector digerido.

Resultados del banco B: obtencion mayoritaria de plasmido autoligado. Para el segundo banco se
decidi6 seguir incubando la digestion ON vy, para optimizar la obtencion de vectores no
superenrrollados, las digestiones se purificaron por geles de agarosa corridos el tiempo suficiente
para posibilitar la distincion entre los distintos estados del vector. Por otra parte, el vector se repard
y desfosfatd de la misma manera. Como resultado de la transformacion de la ligacion vector-inserto
en relacion molar 1:3, (en células con eficiencia de 1x10” transformantes/ug DNA) se obtuvieron 80
colonias Km® de a V' y 100 colonias Km® de lig/v-i. No se obtuvieron cepas CmR. De las 25 colonias
Km® revisadas (provenientes de lig/v-i), 10 fueron colonias con vectores no digeridos y 15 colonias
con vectores digeridos y religados. La eficiencia de obtencion de vector digerido aumentd —por
encontrar mayor porcentaje de clonas con vectores autoligados que no digeridos—, pero no se

maximiz6. Por otra parte, la presencia de algunas colonias autoligadas denotd un problema en la



desfosfatacion de los extremos del pldsmido y el nulo rendimiento de colonias con inserto tanto en
las placas con Km como con Cm sugirié una baja eficiencia en la reparacion del plasmido, en la

ligacion y/o baja calidad de los insertos.

-_Ndel_->_| Banl Msli |_<—BamHl_-

L eoopb — |

No d|ger|d05 \

Autoligados
s - Ndel—>—|—<—BamHl_-

I_~ 500 pb —

Figura 8. Tamizaje de clonas KmR o CmR por PCR. Los vectores purificados de las clonas de interés son
amplificados con los oligos Ndel y BamHI para determinar si corresponden a una complementacién, autoligacién
0 no digestién. El porducto de amplificacién del vector no digerido es de alrededor de 600 pb, el del vector
autoligado de 500 pb y de un vector complementado de tamafio diferente a éstos. En el primer banco de las 30
clonas analizadas, todas presentaron vector no digerido (600 pb).

Controles para detectar los problemas en la preparacion del plasmido. Para probar la eficiencia de
la reparacion y desfosfatacion de los extremos del plasmido digerido se realizaron 12 autoligaciones
cada una de 80 ng de vector tratado distintamente. Los vectores fueron previamente digeridos con
Banl (VB; enzima que deja extremos pegajosos), con Msll (vVM; enzima que deja extremos rasos) o
con ambas enzimas a la vez (v2D) y autoligados sin reparar ni desfosfatar (xR,xD), solamente
reparados (R,xD), solamente desfosfatados (xR,D) o reparados y desfosfatados (R,D) (Figura 9A).
La propensidad de cada vector a autoligarse se evalud en geles de agarosa por la presencia de
bandas de mayor tamafio a la del vector digerido. El tnico resultado que se contrapuso con lo
esperado (la propensidad de autoligarse tedricamente correcta) fue el de la autoligacion del v2D
reparado y no desfosfatado (el cual se esperaba que se autoligara y no se autoligo), por lo cual se
concluyd que la reparacion del vector doblemente digerido no estaba funcionando
satisfactoriamente (Figura 9B). Con estos controles se concluy6, por otro lado, que el problema de
la obtencion de colonias con vectores autoligados se debe a que no se desfosfatan los extremos del
100% de plasmidos tratados; el plasmido digerido con ambas enzimas y autoligado, sin embargo, no
crece a la concentracion de Cm con la que se selecciond, por lo que la presencia de un residual de
plasmidos con extremos no desfosfatados no represent6 un problema metodologico.

Se realizaron otros controles de reparacion para V2D por protocolos con exonucleasa Mung-

Bean (enzima que degrada DNA de cadena simple; Figura 9C) se presenta en el Apéndice 2. Las



autoligaciones fueron transformadas en células con eficiencia de 1x10° transformantes/ug DNA y
crecidas en Km. De los 5 vectores analizados tratados con exonucleasa Mung-Bean, cuatro de ellos
fueron vectores no digeridos y uno de ellos fue autoligado y correctamente reparado (Figura 9D). Al
mismo tiempo que se hicieron estos experimentos, en el laboratorio se logré complementar la
PRAIg por el mismo protocolo con el cual se inici6 el presente trabajo (doble digestion BanI-MslI,
repracion por Klenow y T4 pol y desfosfatacion con CIP). La tnica variante fue que en la
reparacion con Klenow y T4 pol en vez de utilizar 1.5 ul de dNTPs al 2.5 mM se utilizaron 4 ul
(Sanchez 2006). Dado el éxito de la aplicacion de este protocolo, se prosiguid utilizando Klenow y

T4 pol (4 pl de dNTPs 2.5 mM) en la generacion de otros bancos.

tratamiento vB vM v2D
xR/xD al al -
xR/D - - -
RAXD a |
R/D - - -
C se GTTAA 3OH__T4pd 5P C 30H
3'0H C 5P dNTPs 3'OH G 5P
'P. 'P.
3 C 30H _ Menow _ % CAATT 30OH
IOH GTTAA 5P dNTPs IOH GTTAA 5P
5P Mung-Bean 5P.
C 30H —_— 3'OH
30H GTTAA 5P dNTPs 3OH 5P

Mung-Bean

Figura 9. Controles para determinar la eficiencia de la reparacion y desfosfatacion. A) Tabla de resultados esperados de
las autoligaciones del vector digerido con Banl, Msll o por ambas enzimas (2D) y reparado (R,xD), desfosfatado (xR,D),
reparado y desfosfatado (R,D) o sin tratamiento posterior a la digestion (xR,xD); al, tratamiento con el que se espera
autoligacion del vector; en recuadro y negritas el resultado que contrasté con lo esperado. B) Gel de agarosa de las
ligaciones. Los tratamientos que produjeron autoligacion del vector presentan una flecha blanca; la reparacion de la doble
digestion sin desfosfatar no permitié la autoligacion del vector, al contrario de lo esperado (asterisco blanco). C) Actividad
de las enzimas reparadoras. La T4 DNA polimerasa (T4 pol) remueve los extremos 3’ protuberantes, Klenow rellena los
extremos 3’ recesivos (mas eficientemente que T4 pol, la cual también tiene la misma actividad) y Mung-Bean remueve
los extremos protuberantes 3'y 5'. D) una clona tratada con exonucleasa Mung-Bean result6 reparada satisfactoriamente.
Las demas clonas analizadas presentaron vectores no digeridos.

Resultados del banco C: fragmentacion de insertos por DNasa y obtencién de cuatro clonas
quiméricas. Para el siguiente banco los genes paralogos se fragmentaron por DNasa con Mn®" en

vez de por sonicacion, de manera tal que no se requirieran reparar posteriormente y que se evitara el



dafio fisico que la sonicacion puede ocasionar en los fragmentos de DNA. El vector fue preparado
normalmente con el protocolo optimizado de reparacion. Al contrario de los fragmentos sonicados,
se observo por gel de agarosa autoligacion de los fragmentos tratados con DNasa, lo que implico
que sus extremos estaban rasos (Figura 10). Después de transformar las ligaciones (relacion 1:10 y
250 ng totales) en células con eficiencia de 1x10® transformates/ig DNA se obtuvieron 20 colonias
Cm® provinientes de la lig/v-i. De los vectores analizados por PCR (purificados de las 20 cepas
Cm®), 14 presentaron bandas del tamafio correspondiente al vector no digerido, 1 al tamafio de
vector autoligado y 5 presentaron bandas de tamafio del rango esperado para las clonas quiméricas
(Figura 11). Se secuenciaron 4 de estos vectores (dos presentaron el mismo tamafio de banda) de las
cepas nombradas Cm® 1, CmR 11, Cm® 14 y Cm" 15, a los cuales se les confirmé la presencia de

inserto.

Caracterizacion de las clonas quiméricas. Los insertos de los 5 vectores estan en fase con PRAIg. y
con CAT; en la Figura 12 se presentan las CMI de las clonas y en la Tabla 3 un resumen de sus
caracteristicas. La clona Cm® 1 tiene un inserto de 132 pb de un ensamble del oligo hmt reverso y
presenta el nivel mas bajo de CMI de las 5 clonas, resistiendo 15 pg/ml de Cm. El inserto de la
clona Cm® 11, la cual resistié 45 pg/ml de Cm, es un fragmento del transportador de glutamato del
sistema I GNT de gran afinidad (gi 49176350; v.e < 3*107>%) —producto inespecifico de alguno de
los pares de oligos— de 138 pb que, en su fase original forma 3 o-hélices. En la clona Cm® 14 se
insertoO un ensamble de 42 pb de los oligos del par para amplificar la tRNA guanina
transglicosidasa; la clona resistio hasta 40 pg/ml de Cm. Por ultimo, la Cm® 15 presenta un inserto
de 81 pb perteneciente al segmento o/f/a. del dominio barril de hojas-f3 de la alanina racemasa (v.e<
2*#107*). En esta clona no se conservé el marco de lectura de la proteina de origen lo cual podria
sugerir un desorden importante en las interacciones de aminoacidos y, sin embargo, presentd una
CMI de 40 pg/ml de Cm lo que indica un correcto plegamiento de la fusion PRAIecCmR 15 — CAT.

En la prediccion de la estructura secundaria de los cuatro insertos individuales se observa
una presencia mayoritaria de a-hélices y, en el contexto de las quimeras resultantes, una mayoria de
a/B; sobresale en las predicciones de los insertos en contexto de las quimeras aquella de la clona
Cm" 1, en la cual se predijo un fragmento p/a/ov/a (Tabla 3). Es posible que la baja resistencia a Cm
de ésta clona esté relacionada con una complementacion poco afin con la estabilidad y solubilidad
del barril TIM.

Las 5 proteinas quiméricas se expresaron en E. coli JM101 (Figura 13); se confirmé su

presencia en la fase soluble por un Western anti-CAT, con lo cual se ratifico también la union del



reportero CAT a la quimera y por tanto, su correcto plegamiento y estabilidad en el citoplasma

(Figura 14).

6.1.1 Conclusiones y perspectivas. El objetivo de los experimentos cuyos resultados se presentan en
esta seccion era complementar la PRAIgc a partir de fragmentos de secuencias amplificadas por
oligos dirigidos a pardlogos de ésta proteina para probar el sistema (ver seccion 4). Se lograron
obtener 4 clonas quiméricas plegadas y estables en el citoplasma, por lo que el sistema se probd
satisfactorio.

Para optimizar el método por mejorar la eficiencia de la doble digestion del plasmido,
problema metodologico principal, se puede digerir el vector con una enzima a la vez, si, como en
este caso, el producto de la doble digestion es del tamafio de una de las bandas del vector
superenrrollado. La generacion de un cassette que inhabilite la reproduccion del vector sin digerir
puede sobreponer del todo el problema. Como se puede concluir en esta seccion, el éxito del resto
de la metodologia depende de la optimizacion de las etapas individuales.

Un analisis mas profundo de las clonas quiméricas obtenidas permitiria una conclusion mas
contundente. Es importante, por ejemplo, observar la solubilidad de las quimeras desfusionadas a
CAT, o, mas alla de probar el sistema, se podria determinar su estabilidad y presencia de estructuras
secundarias y terciarias para entender la naturaleza (el tipo de plegamiento que adoptaron) y el por
qué del éxito de las recombinantes generadas. Por otro lado, se podria dirigir la complementacion
unicamente a partir de fragmentos de genes paralogos para comparar los fenotipos de las quimeras
generadas totalmente al azar con aquellas resultantes del barajeo a partir de homologos distantes, y
poder discernir cuantitativamente si ¢éstas Ultimas, como aqui se plantea, aumentan las

probabilidades del éxito de las recombinaciones no homdlogas.

Tabla 3. Caracteristicas de las quimeras obtenidas.

Longitud

Clona inserto Origen CMI Cm ORF I?S|pred PS|_pred Ps.lpred
(aa) (ng/ml) inserto origen quimera
BOC1 44 oligos 11t8 15 - o/B/a/a - B/o/a/a
B9C11 46 transportador gluconato 45 conservado o/a/o ao/a/o o/B/a/B
B9C14 14 oligo 1r5y 40 - o - o/B/B
B9C15 27 alanina racemasa 40 no conservado o/a o/Blou Blo
CMI, concentracidon minima inhibitoria de las clonas a cloranfenicol (Cm); ORF, marco de

lectura abierta; Psipred, prediccidon de estructura secundaria por PSIPRED v2.5 (Bryson 2005)

del
del

inserto (Psipred inserto), del

inserto en contexto del gen de origen (Psipred origen) y
inserto en contexto de la PRAlg. complementada (Psipred quimera).



Figura 12. Concentracion minima inhibitoria (CMI) de las cuatro clonas quiméricas. De
derecha a izquierda son diluciones de 100-108; de arriba abajo, cepa con vector de la
PRAIEc WT, C11, C1, Cl4, C15 y la cepa E. coli JM101. A) LB sin antibioético; B) LB/Km
25ug/ml; C) LB/Cm 5ug/ml; D) LB/Cm 10ug/ml; E) LB/Cm 15ug/ml; F) LB/Cm 25ug/ml; G) LB/Cm

45ug/ml .

- “ B s

Figura 13. Expresion de las quimeras in vivo. Gel de acrilamida de las proteinas de las fracciones insolubles de la
cepa con el vector WT, la cepa E. coli IM101, C1, C11, C14y C15.

PRAI/
CAT

CAT

Figura 14. Expresion de las quimeras in vivo. Western Blot anti-CAT de las mismas clonas. Las cuatro PRAI
quiméricas (C1, C11, C14 y C15) se expresaron fusionadadas a CAT.



6.2 DISENO Y PRUEBA DE’OLIGONUCLEO'TIDOS DEGENERADOS PARA LA
AMPLIFICACION DE ORTOLOGOS DISTANTES.

Obtencion de las secuencias y alineamientos multiples. Para el disefio de los oligos degenerados se
obtuvieron las secuencias de los dominios representantes de CATH v3.0.0 de las 21 superfamilias
homologas con topologia barril TIM. A cada uno de los representantes se les realizd un Blastp
contra el genoma E. coli K12 para elegir el mejor ortblogo. Para seis representantes (de las
superfamilias con clave en CATH 3.20.20 terminacion 40, 80, 110, 120, 240 y 350 y 3.40.50.280")
no se encontraron resultados significativos (v.e. < 10_3) en E. coli K12, por lo cual se seleccionaron
otros dominios como representantes de las mismas superfamilias; para tres de estas superfamilias,
sin embargo, no se encontraron proteinas significativamente similares en E. coli y no se prosiguio
trabajando con ellas (3.20.20 terminacion 80, 110 y 350). Para tres de los dominios representantes
se obtuvieron mas de un resultado (pertenecientes a las superfamilias 3.20.20 terminacion 10, 100 y
190), por lo cual se eligid al representante en E. coli segin el mejor valor de expectancia o el mayor
porcentaje de identidad en el alineamiento (Tabla 4).

A su vez, para las 18 superfamilias con dominios barril TIM representados en proteinas de
E. coli se realizaron Blastp contra todos los genomas registrados en NCBI (2005) y bajo el criterio
del mejor resultado reciproco (bidirectional best hit) se obtuvieron los identificadores de genomas
(gi) de los resultados significativos y sus secuencias, con las cuales se realizaron alineamientos
multiples para cada grupo de superfamilias (Tabla 4). Bajo el criterio del mejor resultado reciproco,
dado un par de genes X y zZ de los genomas X y Z, respectivamente, al hacer una blsqueda de
ortologos partiendo de X en el genoma Z, en el que z obtuvo el mejor valor de expectancia y al hacer
la busqueda a partir de z en el genoma X, X fue el mejor resultado, al ser el mejor resultado
reciproco, para X se elige z.

En total se obtuvieron 1846 secuencias, con un maximo de 212 secuencias por superfamilia
(superfamilia de aldolasas, clave 3.20.20.70) y un minimo de 36 (superfamilias de alanina
racemasas y enolasas, clave 3.20.20 10 y 120 respectivamente). En todos los alineamientos los
porcentajes de identidad en las secuencias de aminodcidos son mayores al 30% (Tabla 4). La
mayoria de las proteinas obtenidas estin anotadas de la misma forma que las proteinas

representantes con las cuales se realizo el Blast (eg. alanina racemasas), aunque de una a siete

" En la nueva version del CATH (v3.1.0) la proteina 1bmt, utilizada como representante para una de
las superfamilias en lugar de lccw, esta clasificada como un dominio tipo Rossmann-fold (arquitectura
“emparedeado o/B/a de tres capas”), por lo cual se le presenta con su nueva clave del CATH; la proteina
Ireq, por otra parte, en la nueva version esta clasificada como la superfamilia 3.20.20.240, a la que lccw
pertenece, y con la cual se identifica.



proteinas por alineamiento estan registradas como proteinas hipotéticas y algunas veces hay
proteinas con otra funcién como indicador, otros barriles TIM y otras veces menos frecuentes, de

algtn otro dominio.

Tabla 4. Superfamilias de barriles TIM, resultados de la busqueda de ortélogos segin el criterio
de mejor resultado reciproco (bidirecctional best-hit) y de alineamientos.

codigo nombre de superfamilia PDB re regsleﬁfantes ntimero de lif;:lmﬁig) diferencia Yo
CATH P representantes P - secuencias et longitud identidad
de E. coli secuencias
representantes 18 304 364 9
superfamilias CATH
representantes en E.coli 18 425 991 10
3.20.20.10 Alanine racemase 1bd0A1(s) 16129153 36 366 58 39
3.20.20.20 Dihydropteroate (DHP) leyeAO 49176323 196 314 626 37
synthetase
3.20.20.30 FMN dependent 1TucA0 16131052 97 336 297 39
fluorescent proteins
3.20.20.40 7-stranded glycosidases 1ep3A0 (m) 49176192 157 349 823 31
(cellulases)
3.20.20.60 Phosphoenolpyruvate- 1s2wA0 16128316 83 302 187 44
binding domains
3.20.20.70 Aldolase class I In55A0 16131757 212 257 431 41
3.20.20.80 Glycosidases (s/r)
3.20.20.100 NADP-dependent 1us0AO (s) 49176300 108 282 121 44
oxidoreductase
3.20.20.105  tRNA-guanine (tRNA-G) 1r5yA0 16128391 209 398 398 44
transglycosylase
3.20.20.110 Rubisco (s/r)
3.20.20.120 Enolase superfamily 1ro6wA01 (m) 16130196 36 337 344 45
3.20.20.140 Metal-dependent 1hzyAQ 16131257 38 323 536 32
hydrolases
3.20.20.150  Divalent-metal-dependent ImuwA0 16131436 52 439 93 54
TIM barrel enzymes
3.20.20.190 Phosphatidylinositol (PI) 101zA0 (s) 16130174 68 351 554 37
phosphodiesterase
3.20.20.210 [PDB] Lyase 1r3sA0 16131827 168 352 408 39
3.20.20.220 [PDB] Oxidoreductase 1v93A0 16131779 102 314 389 40
3.20.20.240 [PDB] Isomerase IreqA01 16130818 62 672 848 53
3.40.50.280 [PDB] Isomerase 1bmtA2 (m) 16131845 122 1046 1,075 40
3.20.20.300 [PDB] Hydrolase lex1Al 16130070 59 737 569 34
3.20.20.330 [PDB] Transferase 11t8A0 16128246 41 364 329 33
3.20.20.350 [PDB] Lyase (s/r)

(s) familias super-representadas; (m) representante de CATH modificados; (s/r)
sin ortologos en E. coli K12; diferencia longitud, diferencia entre secuencia mas
larga y mas corta en alineamiento. Este analisis se realizé a partir de CATH
v3.0.0.



Identificacion de las zonas de conservacion de los alineamientos multiples. A partir de los
alineamientos multiples se buscaron regiones de conservacion por dos programas distintos: el
BMAP (Blocks Multipe Alignment Processor) y MEME (Multiple Em for Motif Elicitation). En el
BMAP se realizan bloques —segmentos de una alineacion multiple sin gaps—, por identificacion de
regiones de caracteres no conservados flanqueados por caracteres conservados. BMAP tiene la
opcion de buscar los oligos degenerados directamente con el programa CODEHOP (Consensus-
degenerate hybrid oligonucleotide primers). Los oligos disefiados en CODEHOP contienen todas
las posibles secuencias nucleotidicas correspondientes a 3 o 4 aminoacidos conservados en el
extremo-3’ degenerado y una regién constante en el extremo-5’ que representa secuencias
consenso. En el hipervinculo se permite regular la degeneracion maxima de los oligos, la TM
teorica —por regular la longitud de los oligos—, la probabilidad minima permitida para cada
nucleotido en un sitio determinado para ser considerado en el algoritmo (precision) y el codigo
genético a utilizar. El programa MEME identifica motivos —los cuales tampoco pueden inculuir
gaps— a partir del algoritmo de maximizacion de la expectancia (EM, por sus siglas en inglés), por
el cual se eligen las ventanas del rango de tamafio predeterminado que posean el mejor resultado en
las matrices de probabilidad posicion-especificas y los mejores valores de expectancia —es decir,
que sean menos probables de ocurrir al azar—.

Para todas las superfamilias se encontraron oligos en CODEHOP, aunque para la mayoria
de éstos (13/18) los oligos fueron disefiados a partir de un solo bloque —una regién muy cercana
dentro de la secuencia—, y por tanto fueron por si solos insuficientes para amplificar un fragmento
de gen representativo. No se encontré ninguna relacion entre el nimero de secuencias en el
alineamiento, el tamafio de las proteinas en €l o su porcentaje de identidad y la produccion de oligos
por CODEHOP. Por otra parte, para todas las superfamilias se encontraron los motivos de la
ocurrencia (de 0 a 1) y del rango de tamafio (de 25 a 50) establecidos en MEME. Todos los motivos

. -3
presentaron valores de expectancia menores a v.e. < 10",

Disefio de oligonucleétidos degenerados. Para continuar con el disefio de oligos degenerados se
seleccionaron las mismas 4 superfamilias que para las cuales se disefiaron los oligos especificos: las
superfamilias  3.20.20.10 (1bd0 como dominio representante), 3.20.20.150 (representante:
ImuwAO0) 3.20.20.105 (representante: 1r5yAQ) y 3.20.20.330 (representante: 11t8A0). El disefio
final de los pares de oligos para estas superfamilias resultd de la combinacion de los resultados de
CODEHOP y MEME, con algunos cambios posteriores para maximizar los criterios que se enlistan
a continuacion:

e Tamafio del oligo de preferencia entre 17 a 28 pb;



e %GC en un rango preferencial del 50 al 60%, sin mas de 2 bases de guanina o citosina en el
extremo-3’;

e TM entre 55 y 80 °C, similar entre ambos oligos;

e Degeneracion maxima de 256, de preferencia hacia el extremo-3’ (la degeneracion de un
sitio se calcula como la suma de las posibles bases que se pueden presentar en ¢l —de 1 a 4-,
mientras que la degeneracion del oligo es el producto de la degeneracion de todos sus
sitios);

e  AG de homo o heterodimerizacion > -3kcal/mol o0 menos de 3 pb complementarias;

e El producto amplificado por PCR tamano del amplificado debe ser de preferencia entre 350
y 600 pb.

e Los oligos deben de amplificar la mayor parte de la secuencia de cada proteina, es decir,
estar en regiones del alineamiento multiple lo suficientemente separadas, maximizando la
representatividad de la secuencia amplificada.

e En caso de tener varias opciones, escoger aquellos pares de oligos con los cuales se tengan
mejores resultados en un Blastn contra todos los genomas bacterianos de NCBI (2005)
(busqueda por 5’-secuencia_oligo 1-3’—NN—5’-secuencia_oligo 2-37).

Los tres oligos detectados en CODEHOP para la superfamilia del dominio 1bd0 fueron
complemento del primer bloque en el alineamiento y con la maxima degeneracion permitida (256),
por lo cual se disefiaron los oligos a partir de los motivos del inicio y final de las secuencia
generados en MEME. En el oligo fordward, se agregaron dos bases en el extremo 5’ para aumentar
el %GC y el tamafio del mismo y se eliminaron dos degeneraciones (S—G y R—A); en el oligo
reverso se modificaron seis degeneraciones (V—S, Y—>C, R—>G, V>R, M—C y R—>QG). En el caso
de la superfamilia del dominio ImuwA, los dos oligos generados por CODEHOP resultaron utiles,
por lo cual se sintetizaron tal con 4 modificaciones en el fordward y 5 en el reverso. El oligo
fordward de la superfamilia del dominio 11t80 se extrajo a partir del motivo generado por MEME
tras dos eliminaciones de degeneracion (S—G y S—C), mientras que el oligo reverso se extrajo del
resultado de CODEHOP eliminando la degeneracion. Por ultimo, el oligo fordward de la
superfamilia con representante 1rSy se extrajo se extrajo del motivo localizado al final del
alineamiento generado por MEME con tres modificaciones y el reverso se obtuvo de CODEHOP
directamente, aunque se redujeron dos degeneraciones. En el Apéndice 1 se muestran los oligos
finales, remarcando los sitios en los cuales se hicieron las modificaciones y en la Tabla 5 se

presentan las caracteristicas de las condiciones que se buscaron maximizar.



Tabla 5. Caracteristicas de los oligos degenerados disefiados para amplificar
ortologos lejanos de la PRAlg. a partir de una muestra ambiental.

Oligo Origen Lozgti)t)“d %GC ™ deg Ai;‘;’;;%?:ﬂ’g‘i?/ Pb ngl e
1bd0 5-3'  MEME 17 58.9  60.8 32 3.61
1bd0 3-5  MEME 19 49.1 52 48 7.26/8.75 837/77.5
1muw 5-3°  BMAP 29 56.9 641 96 12.46
imuw 3-5°  BMAP 31 45.2 62 128 10.46/7.87 622/46.97
1rSy 5-3°  MEME 32 422 614 16 12.9
1r5y 3-5' BMAP 17 441 472 16 5.38/5.38 600/54.49
11t8 5'-3 MEME 17 58.8  56.1 64 5.37
11t8 3-5 BMAP 22 40.9 50 0 3.91/8.26 604/64.66

pb, pares de bases; %GC, porcentaje de guaninas y citocinas; Tm, temperatura de

hibridacién; AG homodimerizacidén/AG heterodimerizacion; pb amp/% amp, pb esperadas en
PCR de E. coli/ porcentaje del gen blanco paralogo de E. coli amplificado.

Resultados de amplificacidn con los oligonucle6tidos degenerados en E. coli K12. Los cuatro pares
de oligos se probaron en E. coli K12 por PCR con gradientes de temperatura de hibridizacion. En
todas las reacciones se observaron bandas del tamafio esperado del producto blanco y al menos
cuatro productos inespecificos y dimerizacion de oligos. No se encontrd para ningin par de oligos
una TM en la cual se amplificara inicamente el producto del tamafio esperado, aunque de ésta si
depende que se amplifique del todo o no. Se clonaron y secuenciaron tres de los productos de los
oligos Imuw y uno de los oligos 1bd0. Uno de los productos se identifico como barril TIM: un
fragmento (de ~200 pb) de un gen paralogo a la xilosa isomerasa a la cual se le aplico el criterio del
mejor resultado reciproco con el resto de los genomas; la mayoria de los demas dominios

identificados corresponden a arquitecturas del tipo de a/p/a sandwich (Tabla 6).

6.2.1 Conclusion y perspectivas. Se logro amplificar en E. coli un barril TIM a partir de un par de
oligos degenerados disefiado por el reconocimiento de areas de conservacion hacia los extremos de
las secuencias de una superfamilia de barril TIM. Los oligos no fueron disefiados para E. coli
particularmente, por lo que estos resultados parecen apoyar la metodologia de su disefio y el sistema

planteado en este trabajo.



Tabla 6. ldentificaciéon de algunos fragmentos amplificados por los oligos degenerados.
oligo Pb amp v.e. A;;g/ nombre proteina gi Iongl(tpubd) gen arquitectura topologia
Imuw 170 3e-53 170  Xilosa isomerasa 1789988 3075 Barril o/p Barril Tim
(2895-3065)
1muw 527 0 313 lipoproteina 1788868 4959 - -
hipotética (4646-4959)
precursor yfhM
214 3-mercapto- 87082121 846 (1-214) afa Sandwich rodonasa
piruvato sulfo- oxidada
transferasa
1muw 295 le-141 295 Guanosin-3',5'- 1790082 2106 Proteinas de a- Dominio- HD
bis difosfato 3'- (1431-1726) hélices
pirofosfo-
hidrolasa*
Proteinas (a+pB) Nucleotidil
transferasa
1bdO 610 le-166 41 Precursor 1788648 783 (742-783) afoa Sandwich Proteina de
periplasmico de unién D-
union a histidina Maltodextrin
569 Precursor 1788649 780 (1-569) afa Sdndwich Proteina de
periplasmico de unién D-

union a Lisina-
arginina-ornitina-

Maltodextrin

pb, pares de bases; Pb amp, pares de bases amplificadas; v.e. valor de expectancia de un Blastn

VS.

longitud gen,

coli con el

pares de bases del

fragmento secuenciado.
gen original

amplificado—. *Clasificacion segun SCOP.

Amp/ gen,
—en paréntesis,

pares de bases amplificadas por gen;

localizacion del fragmento

La obtencion de productos de barril TIM o especificos no es trivial. Los oligos degenerados

amplificaron de 4 a 8 productos inespecificos, mientras que con los oligos especificos se

obtuvieron, por par, alrededor de 3 productos inespecificos. Disminuir la degeneracion de los

oligos, por lo tanto, no necesariamente disminuira o eliminara su inespecificidad; sin embargo, se

puede buscar maximizar la amplificacion del producto esperado por PCRs con gradiente de

temperatura de hibridizacion y recoleccion por purificacion por geles de agarosa. Los productos

inespecificos, por otra parte, pueden ser fragmentos de los genes blanco, homodlogos de los mismos,

secuencias con cierta similitud u otro tipo de fragmentos de DNA, que, en caso de que sean éstos

los que recombinan, no estropean el experimento. Los resultados de esta seccion, por otro lado, son

unicamente la prueba de los oligos en un solo genoma; no se descarta que en otros genomas haya

mas o menos especificidad con el mismo par de oligos.

La depuracion de las secuencias que se incluyen en la alineacion multiple puede ser

fundamental en la optimizacion del diseio de los oligos. El criterio del mejor resultado reciproco



asegura la inclusion de secuencias con el mejor valor de expectancia, sin embargo no implica que
éstas sean ortdlogas. Aunque una rapida comparacion de los identificadores de las enzimas
obtenidas pueda ser informativa de su homologia, casos como el presentado entre las superfamilias
con lbmt y 1It8 como representantes —metil transferasas mayoritariamente pero de dominio
Rossmann fold y barril TIM, respectivamente- ejemplifican que un analisis mas profundo de las
secuencias incluidas en el analisis puede mejorar la calidad de la exploracion desde el inicio. Por
otro lado, tanto los bloques como los motivos tienen la ventaja de eliminar en el analisis los
distintos dominios que pueden estar rio abajo o rio arriba del dominio de interés; sin embargo,
también tienden a homogenizar los pesos de las secuencias en el analisis —los bloques por
normalizar el peso de cada secuencia y los motivos por igualarlos-. Por lo anterior, se recomienda
regular manualmente los pesos seguin la naturaleza de la muestra ambiental que se desee utilizar y

eliminar secuencias muy lejanas, de tamafios desmesurados o redundantes.



7. CONCLUSION

Los resultados de trabajos anteriores de complementacion de proteinas comentados en los
antecedentes —como la complementacion por fragmentos de DNA genémico de la CspA
(Riechmann 2000), de la lisozima de huevo de gallina (Riechmann 2006) y de la PRAIg. (S&nchez
2006)- ejemplifican la plasticidad de los plegamientos concedida por el barajeo de mddulos. Ante
tal plasticidad, uno podria pensar que cualquier segmento de una secuencia de cierto genoma tiene
potencial para producir dominios plegados al complementarse con otros segmentos del mismo
genoma. Racionalizando lo anterior surge la siguiente pregunta: ¢qué tipo de secuencias se deberian
de utilizar para optimizar la complementacion?

En contraposicion a una libreria generada a partir de fragmentos de DNA gendmico, la
gama de secuencias proveniente de fragmentos de genes amplificados por PCR es muy limitada, por
lo cual se podria predecir una dréstica reduccién en las probabilidades de complementacion. Sin
embargo, mientras mas pares de oligonucle6tidos y mas genomas se incluyan en trabajos de ésta
indole, menor reduccién de la gama de secuencias iniciales. Por otra parte, la utilizacion de
homologos lejanos de varias pozas génicas, al haber tenido una historia en comun y ser genes
codificantes, pueden restringir la inclusion de mutaciones deletéreas, aumentando asi la
probabilidad de éxito de las complementaciones y fomentando una extensa exploracion del area de
secuencia.

En este trabajo no se cuantificé ni comparo el éxito de las recombinaciones no homaélogas a
partir de secuencias al azar y homdlogos distantes. Sin embargo, al haber logrado la generacién de
cuatro proteinas quiméricas plegadas a partir de cuatro pares de oligonucle6tidos, un solo genoma y
un banco de tamafio muy reducido, se puede intuir que el método aqui planteado si puede aumentar
las probabilidades del éxito de las recombinaciones no homologas. Por otro lado, el método es
asequible, optimizable y competente para conseguir proteinas quiméricas. Al haber utilizado un tipo
de barril TIM, el método planteado se puede aplicar en proteinas con el mismo dominio o con otro
distinto, considerando que entre méas diversos éstos sean y mas modulares, mejores resultados se

pueden obtener.



8. APENDICES

Apéndice 1: Lista de oligonucledtidos utilizados a lo largo del trabajo.

oligo Identificador clave ™™ (°C) SECUENCIA
Oligos esecificos para paralogos de PRAIg.
alr 5’-3’ 1bd_ecoli_for 2006-832 62.56 AAT GGT TGC GGT GGT GAA
alr 3’-5’ 1bd_ecoli_rev 2006-833 64 TCG TCATTT CAG CGA TAC GTT C
xyl 5’-3’ 1mu_ecoli_for 2006-834 66.55 CCG TTA GCA TTC CGT CAC TAC A
xyl 3'-5’ 1mu_ecoli_rev 2006-835 76 TTG CTC CTG GCG ACC ACT CTG ATG
tRg 5’-3 1ry_ecoli_for 2006-836 64.61 TTG AAC TGG ACA CCA CCG A
tRg 3'-5’ 1ry_ecoli_rev 2006-837 69.46 CTT GCG TAA ACC CGC CAT CAA ACG
hmt 5’-3’ 1it_ecoli_for 2006-838 66.45 GAT ATC CTG CTG CTG GAT GG
hmt 3’-5’ 1It_ecoli_rev 2006-839 70 CGA TAT CCG CAG GCG TGG TGC
Oligos degenerados
1bdO 5’-3’ 1bd_5'_3' 2005-4174 64.92 GKG KCG GTD GTR AAR GC
1bdO 3’-5’ 1bd_3' 5 2005-4175 56 RCR CAR AGH AYC TCA TAG S
1muw 5’-3’ 1muw_5_3 2005-2865 74 GGA GAG AAC TAC GTT TTC TGG GGN GGN MG
1muw 3’-5’ 1muw_3_5 2005-2866 70.84 CGT ATT GAT GTT TCG TCG GTT CNW KNG GYT T
1r5y 5°-3’ 1r5y 5 3 2 2006-57 59.92 GGA GGT TYT CARGTN TT
1r5y 3'-5’ 1r5y 3.5 2006 60 CGG GTA GGC ATT ACG CAG TCR AAC ATR TC
1It8 5’-3’ 11t85_3_ 2006-94 54 MTG GGC ACC GAG TTK GA
1it8 3’-5’ 1it83_5_ 2006-95 63.45 CCG AAC ATA TAC AGG ATATAG C

Oligos para amplificar plasmido PT4-Prai-CAT (Escobar 2001; Farias 2005; Moran 2003)

pT4
NdePRAI
BamPRAIXx
CAT100
pT4-2

2004-237
2003-3034
2004-270
2002-2880
2004-238

63.26
64.53
75.12
64.75
63.26

GAC-ATA-TAA-ACG-GTT-CTG-GCA
ATA-TAT-ACA-TAT-GCT-GGA-GAA-TAA-GGT-ATG
GCG GAT CCG TAT GCG CGC AGC GTC
CTG-AAC-GGT-CTG-GTT-ATA-GG
GCC-AGT-GAA-TTG-TAA-TAC-GAC

Oligos universales para amplificar genes Ribosomales 16s (Baker et al., 2003)

27revisado
1492revis

2005-3758
2005-3759

63.9
64.23

AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG
TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT T

Apéndice 2: Reparacion

e Reparacién por T4-DNA polimerasa (T4 pol) y Klenow.

Inserto de800ngalupug
Buffer T4 pol (Biolabs, 10x) 3 pul

Klenow (Biolabs, 5 u/ul) 4 ul

T4 pol (Biolabs, 3 u/ul) 4 ul

dNTPs (2.5 mM) 5ul

H,0 V=30l

Programa en el termociclador: 12 °C 30 min favoreciendo la actividad de T4 DNA polimerasa (T4
pol), 25 °C 30 min, temperatura 6ptima de Klenow y 70 °C 10 min, para desactivar Klenow. Vf,
volumen final de la reaccion.

e Reparacién por exonucleasa Mung-Bean (probado solo en el vector).



Vector digerido de800ngalupug
Buffer 2 (Biolabs, 10x) 10 ul
exonucleasa Mung-Bean (Biolabs, 10 u/ml) 0.5 ul

H,0 V=100 pl

1. Incubar 60 min a 25 °C y parar la reaccion con 12 pl de EDTA 100 mM.
2. Llevar volumen final a 110 ul con H,0..

De cualquier manera se puede solamente concentrar o directamente seguir con el procedimiento si
se utiliza en la desfosfatacion el mismo Buffer de reaccidon. Si se desea proceder a la
ligacion de inmediato para utilizar la muestra como control, se debera limpiar con Roche
PCR purification Kit, fenol-cloroformo o butanol-etanol.

Apéndice 3: Digestion doble de PT4-PRAI-CAT con Banl y MslI

Vector 1ug
Buffer 2 (Biolabs, 10x) 1.5ul
Banl (Biolabs, 20 u/ml) 0.5l
Msll (Biolabs, 5 u/ml) 1l

H,0 V=15l

Incubar ON a 37 °C, sabiendo que las enzimas no tienen alta actividad estrella. Purificar por banda
para bajar la probabilidad de trabajar con plasmido superenrrollado.

Apéndice 4: Desfosfatacidn de los extremos libres de PT4-PRAI-CAT.
Plasmido reparado y limpio de 800 ng al pg

Buffer 3 5.0 ul

CIP (Biolabs, 10 u/ul) 0.5l

H,0 VF50 ul

1. Incubar 30 min a 37 °C

2. 30 mina 67 °C

3. Agregar 6.5 ul EGTA (250 mM) y llevar al Vf =80 (ie. 23.5 ul H,0 4d)

4, 30 min a 67 °C (de nuevo)

5. Limpiar con Roche PCR purification Kit, fenol-cloroformo (aunque residuos de estas

sustancias pueden inhibir la ligacién) o butanol-etanol.
6. Resuspender en 30 ul con agua tetradestilada.

Apéndice 5: Ligacion para la generacion de los bancos.
Inserto:Vector::10:1 de 250-500 ng
Buffer T4-DNA ligasa (Biolabs, 10x) 2 ul

T4-DNA ligasa (Biolabs, 10 u/ml) 1l

BSA 10x 2 ul

H,0 V=20l

Incubar ON a 16 °C, de preferencia en tubos de 500 ul, conocidos por su poca absorcion de DNA.
Limpiar la muestra con butanol y precipitar con etanol al 70%.
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