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Emerging/Ana Cazares

1. INTRODUCCION

La agricultura en la actualidad enfrenta un problema de gran importancia
que es la baja productividad debida a la gran cantidad de suelos que estan sometidos
a periodos prolongados de sequia o que no pueden cultivarse a causa de la
acumulacién de sales, producto de préacticas agricolas inadecuadas como el abuso de
fertilizantes o la alta irrigacion. Tales condiciones ambientales ocasionan en las
plantas un fenémeno conocido como estrés osmotico, en el cual las células
vegetales pierden agua, lo que repercute directamente en la productividad.

Una de las respuestas metabdlicas al estrés osmotico es la sintesis de
compuestos eléctricamente neutros, de baja masa molar y que sean compatibles con
el metabolismo de la célula (Yancey et al., 1982) los cuales, en conjunto, reciben el

nombre de solutos compatibles, osmolitos u osmoprotectores. La acumulacion de



osmoprotectores en el citoplasma en concentraciones de moderadas a altas
incrementa la presion osmotica celular interna y la iguala con la del medio externo
para evitar una mayor pérdida de agua; ademas, son capaces de estabilizar
estructuras proteicas y membranales.

Los osmoprotectores incluyen una gran variedad de compuestos como
alcoholes polihidroxilados, carbohidratos, aminoacidos, betainas y compuestos
relacionados. Algunos de los osmoprotectores mas comunes son el glicerol, el
manitol, la sacarosa, la trehalosa, la prolina, la glicina, la prolina betaina, la glicina
betaina, la p-alanina betaina y algunos compuestos analogos como la
colina-O-sulfato y el 3-dimetilsulfoniopropionato (DMSP) (Figura 1) (Arakawa &

Timasheff, 1985; Rhodes & Hanson, 1993).



Alcoholes polihidroxilados y carbohidratos
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Figura 1. Estructura de algunos de los osmoprotectores mas comunes.

La glicina betaina (N,N,N-trimetil glicina) es un compuesto de amonio

cuaternario que se sintetiza y acumula en respuesta a estrés osmotico en ciertas

bacterias, algas, hongos, animales y varias familias de plantas (Rhodes & Hanson,

1993), pero no asi en muchas especies de plantas para cultivo. Ademas, la glicina



betaina es el osmoprotector mas eficiente que se produce en la naturaleza
(Courtenay et al., 2000).

Una de las plantas que sintetizan y acumulan glicina betaina es el amaranto
(Amaranthus hypochondriacus), una graminea muy resistente a la sequia y de gran
interés agricola debido al alto contenido proteico de sus semillas, las cuales son
usadas ampliamente como parte de la dieta mexicana. Esto hace del amaranto un
modelo interesante para estudiar las bases moleculares de la respuesta al estrés
osmotico, ya que en el caso de las plantas, la glicina betaina es un blanco potencial
de ingenieria metabolica debido a que, como ya se menciond, muchas plantas de
interés agricola no tienen la capacidad de sintetizar este potente osmoprotector.

Estudios genéticos en plantas y bacterias han mostrado que la presencia de
glicina betaina se correlaciona con una tolerancia al estrés osmotico (Grumet &
Hanson, 1986; Styrvold et al., 1986; Saneoka et al., 1995) y ademas se ha
demostrado que en concentraciones desde 0.7 M hasta 2 M, la glicina betaina no es
toxica para las enzimas en el citoplasma (Arakawa & Timasheff, 1983), pues
estabiliza sus estructuras proteicas Yy, al quedar excluida del dominio de la proteina,
es improbable su unidn directa a las mismas.

En aquellas plantas capaces de acumular glicina betaina, la sintesis de este
osmoprotector se realiza en el cloroplasto a partir de colina que se importa del
citosol y consiste en dos pasos sucesivos de oxidacion catalizados por la colina
mono-oxigenasa (CMO, EC 1.14.15.7), una enzima dependiente de ferredoxina
(Brouquisse et al., 1989; Burnet et al., 1995), y por la betaina aldehido
deshidrogenasa (BADH, EC 1.2.1.8) NAD"-dependiente (Weigel et al., 1986),

respectivamente, como se muestra en la Figura 2.
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Figura 2. Biosintesis de glicina betaina en el cloroplasto.

Las BADHs se encuentran en una gran variedad de organismos, desde
bacterias hasta mamiferos y plantas, lo cual refleja la importancia de la funcion o las
funciones fisioldgicas de esta actividad enzimatica. Varias plantas de interés
agricola como el maiz, el frijol, la papa, el tomate, o el arroz, no tienen la capacidad
de sintetizar glicina betaina (Weretilnyk et al., 1989; McCue & Hanson, 1990), lo
cual las hace objetivos potenciales importantes para la ingenieria genética de una
ruta metabolica que conduzca a la produccion del osmoprotector (McCue & Hanson,
1990).

La mayoria de los reportes acerca del disefio metabdlico de mejoramiento de
la tolerancia a estrés osmotico que estan disponibles actualmente son sobre el tabaco
y otros cultivos incapaces de producir glicina betaina. En ellos se intenta incorporar
el gen badh, clonado a partir de bacterias o de plantas, a plantas que no tienen la
capacidad, de sintetizar y acumular glicina betaina produciendo plantas transgénicas
con una mayor tolerancia al estrés salino (Rathinasabapathi et al., 1994; Guo et al.,
1997; Liu et al., 1997a; Trossat et al., 1997; Li et al., 2000). Uno de los problemas
de esta estrategia experimental es que el insuficiente suministro de colina enddgena
es un factor limitante en la acumulacién de glicina betaina, como se ha encontrado
en tabaco, Arabidopsis thaliana y Brassica napus (Nuccio et al., 1998; Huang et al.,
2000). Ademas, a la fecha no se han reportado cultivos transgénicos tolerantes al

estrés osmotico con la estabilidad genética necesaria, debido al silenciamiento de



genes y a la pérdida transgénica en la progenie de plantas transgénicas (Jia et al.,
2002). Otro problema, y no ciertamente menor, es que no se conocen a profundidad
los mecanismos de regulacion de la BADH cloroplastica, por lo que no esta claro
cémo podré funcionar cuando se incorpore a plantas transgenicas en un ambiente
metabolico diferente al que la enzima encuentra en las plantas que naturalmente la
poseen. Por todo esto, mejorar la tolerancia de las plantas a la sequia y a las sales
mediante ingenieria metabdlica es ain un reto.

Es por tanto de sumo interés el profundizar en el conocimiento de la BADH
mediante estudios funcionales y estructurales in vitro que permitan entender su
regulacion in vivo, y para ello es necesario contar con cantidades importantes de la
enzima. En este trabajo nos propusimos obtener la enzima recombinante
sobreexpresada en su forma nativa y en cantidades suficientes para permitir estos

estudios.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Las aldehido deshidrogenasas

Los aldehidos son compuestos abundantemente distribuidos en la naturaleza,
y debido a su alta reactividad, se les encuentra generalmente como intermediarios en
el metabolismo de otros compuestos. La mayoria de los aldehidos tiene efectos
negativos, entre los cuales estan citotoxicidad, mutagenicidad, genotoxicidad y
carginogenicidad (Lindhal, 1992). Por esto es importante que los aldehidos sean
eliminados selectivamente en los sistemas bioldgicos para evitar sus efectos. Una

de las maneras mas efectivas de hacerlo es oxidandolos irreversiblemente hasta sus
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correspondientes  &cidos carboxilicos, que son inocuos. Las aldehido
deshidrogenasas (ALDHs, EC 1.2.1) son enzimas que catalizan esta oxidacion
irreversible con la reduccion concomitante de NAD" o NADP® (Figura 1) y se

encuentran en toda la escala filogenética.

5 NAD(P)" NAD(P)H .
RLH % i RLA
A H

H +

Figura 1. Reaccion general catalizada por las aldehido deshidrogenasas.

Esta superfamilia comprende enzimas con una especificidad amplia, que
pueden aceptar como sustratos una gran variedad de aldehidos alifaticos y
aromaticos, asi como aldehidos funcionalizados en la posicion o al carbonilo

(Figura 2).

O O @)
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%H %H H
X OH HO
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Figura 2. Estructura quimica de algunos de los aldehidos
aceptados por las ALDHs. Aldehidos a-halogenados
(1); aldehidos a-hidroxilados (2) y aldehidos a-enoicos (3).

Otras ALDHs, sin embargo, son mas especificas y usan como sustratos sélo
a un aldehido o a un grupo de aldehidos quimicamente muy relacionados. Entre
éstas se encuentran la semialdehido deshidrogenasa del succinato (Niegemann et al.,

1993), la semialdehido deshidrogenasa del glutamato (Krzywicki & Brandriss,
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1984) y la betaina aldehido deshidrogenasa (Nagasawa et al., 1976; Weigel et al.,
1986; Weretilnyk & Hanson, 1989; Falkenberg & Strom, 1990; Valenzuela-Soto &
Mufioz-Clares, 1993; Chern & Pietruszko, 1995; Vojtechova et al., 1997a), entre
otras.

Anteriormente, la clasificacion de las ALDHSs se realizaba con base en
ciertos criterios, como la naturaleza de la molécula que genera el nucleéfilo (HA en
la Figura 1) o la localizacion celular de la enzima en el caso de las enzimas de
mamiferos (Jacoby, 1963; Lindahl & Hempel, 1991). En el primer caso, la enzima
era de clase I si HA es agua; de clase Il si A" es un fosfato, arsenato o tiolato; y de
clase 11l cuando la hidrdlisis se da por una combinacion de las dos clases anteriores.
Basandose en su localizacion celular, las ALDHSs citosdlicas son de clase I; las
mitocondriales son de clase Il; y las microsomales y tumorales son de clase IlI.
Actualmente, sélo se considera que forman parte de la superfamilia de las ALDHs
aquellas que en su mecanismo quimico tienen un paso de hidrdlisis del tioéster o la
transferencia del &cido a la coenzima A (ALDHSs no fosforilantes), que son las que
estan relacionadas estructuralmente. Estas se agrupan en familias de acuerdo a sus
relaciones filogenéticas (Vasiliou et al., 1999; Aldehyde Dehydrogenase Gene
Superfamily Database, http://www.aldh.org/).

La existencia de una ALDH en el higado bovino se demostré por primera
vez en 1949 (Racker, 1949), y 18 afios después se purificd por primera vez una
ALDH de levadura (Steinman & Jakoby, 1967). Finalmente en 1972 se logré
purificar la ALDH de higado de caballo, la primera de mamifero purificada
(Feldman & Weiner, 1972), y hasta la fecha se han purificado muchas otras ALDHs.

En cuanto a secuencia de aminoécidos de una ALDH, la primera conocida

fue la de higado humano en 1984 (Hempel et al., 1984), desde entonces se conoce la
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secuencia de aminoacidos de mas de 700 ALDHSs de arqueas, bacterias, protozoarios,
hongos, plantas y animales que se encuentran en las bases de datos de NCBI y
ExXPASy. Entre los residuos estrictamente conservados en estas enzimas se
encuentran los aminoacidos del sitio activo que se ha demostrado que son esenciales
para la catalisis mediante experimentos de mutagénesis sitio-dirigida: una cisteina,
un glutamato y una asparagina (Farrés et al., 1995).

El mecanismo quimico propuesto para la reaccion catalizada por las ALDHs
(Figura 3) consiste en la formacion de un intermediario tiohemiacetal seguido de la

transferencia del hidruro del carbono sp® del aldehido al nucleétido (NAD" o

NADP").
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Figura 3. Esquema del mecanismo quimico propuesto para la reaccion catalizada por las
ALDHs no fosforilantes.
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Ya que la sustraccion de un ién hidruro a un aldehido no se da facilmente,
una vez que se han unido la coenzima y el sutrato al sitio activo de la enzima (paso
1), la cisteina catalitica reacciona con el carbonilo trigonal plano del aldehido para
formar un tiohemiacetal tetraédrico (paso 2) con un carbono sp®, del cual es més
facil sustraer un ion hidruro. EI tiohemiacetal desprotonado en el oxigeno es
estabilizado por la asparagina catalitica en el hoyo del oxianion mediante un puente
de hidrogeno. Cuando el par de electrones regresa al carbono para regenerar su
hibridacion sp?, se propicia la transferencia del hidruro al nucleétido para formar un
tioester (paso 3), que es hidrolizado por una molécula de agua activada por el
glutamato catalitico (paso 4) (Weiner et al., 1995). Una vez formado el acido
carboxilico correspondiente, se liberan los productos de la reaccion para regenerar
la enzima libre (pasos 5y 6).

Por otra parte, se han determinado ademas las estructuras tridimensionales
de algunas ALDHs (Steinmetz et al., 1997; Moore et al., 1998; Cobessi et al., 1999;
Lamb & Newcomer, 1999; Ahvazi et al., 2000), las primeras de éstas fueron la
ALDH2 de bovino que es una enzima tetramérica (Steinmetz et al., 1997); la
ALDH3 de rata que es un dimero (Liu et al., 1997b) y la ALDH9 de bacalao, que es

un tetrdmero con actividad BADH (Johansson et al., 1998).

2.1.1 Las betaina aldehido deshidrogenasas

Las betaina aldehido deshidrogenasas (BADHSs, EC 1.2.1.8) pertenecen a la
superfamilia de las ALDHs no fosforilantes y son enzimas que catalizan la
oxidacion irreversible de la betaina aldehido y otros aldehidos, como el 3-amino-

propionaldehido, 3-dimetilsulfonio-propionaldehido, el 4-amino-butiraldehido y el
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4-N-trimetil-amino-butiraldehido, a sus correspondientes acidos carboxilicos con la
reduccion simultanea de NAD" o NADP".

Las BADHs, a diferencia de las ALDHSs, no estan representadas a lo largo de
toda la escala filogenética pues no estan presentes en arqueobacterias,
cianobacterias y en algunos hongos como Saccharomyces (Julian-Sanchez et al.,
2007). Los primeros estudios filogenéticos realizados de la superfamilia de las
ALDHs (Rzhetsky et al., 1997; Legaria et al., 1998; Yoshida et al., 1998;
Incharoensakdi et al., 2000; Hjelmqvist et al., 2003) mostraron que la actividad
BADH aparecio probablemente en diferentes momentos en los diferentes grupos de
organismos. Los resultados de estos estudios sugirieron que las BADHs de
animales y plantas pertenecen a familias separadas (Perozich et al., 1999; Vasiliou
et al., 1999; Incharoensakdi et al., 2000), que fueron nombradas por el ALDH Gene
Superfamily Database (AGNC) como ALDH9 y ALDH10 para BADHs de animales
y plantas, respectivamente (Vasiliou et al., 1999). Los resultados de un estudio
filogenético mas reciente y mucho més extenso confirmaron que existen tres grupos
de BADHSs que no estan filogenéticamente mas cercanos entre si que con el resto de
las familias de ALDHSs (Figura 4) (Julian-Sanchez et al., 2007). Los miembros en
cada una de estas dos familias comparten el mismo estado de oligomerizacion,
aquellas BADHs de la familia ALDH9 son tetraméricas, mientras que las de la
familia ALDH10 son diméricas; aunque tienen localizaciones sub-celulares,
especificidades a sustratos, funciones fisiolégicas asi como propiedades

estructurales y cinéticas diferentes.
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Figura 4. Relaciones filogenéticas de enzimas con actividad BADH y/o aminoaldehido
deshidrogenasa (Julian-Sanchez et al., 2007).

En animales, las BADHs se cree que estan involucradas en el catabolismo de

poliaminas (Ambroziak & Pietruszko, 1991; Pietruszko et al., 1997), la sintesis del

acido y-amino-butirico (GABA) (Lin et al., 1996), la biosintesis de carnitina (Vaz et
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al., 2000) y la biosintesis de glicina betaina, que a su vez puede funcionar como
donador de metilos en la biosintesis de metionina (Du Vigneaud et al., 1946; Muntz,
1950) o como osmoprotector en células de rifion (Petronini et al., 1992; Grunewald
& Eckstein, 1995). En plantas, se piensa que las BADHs estan involucradas
principalmente en la sintesis de los osmoprotectores glicina betaina (Weretilnyk &
Hanson, 1989; Valenzuela-Soto & Mufioz-Clares, 1994; Hibino et al., 2001;
Nakamura et al., 2001) o dimetilsulfonio-propionato (Jakoby & Fredericks, 1959;
Trossat et al., 1997; Vojtechova et al., 1997a) y en el catabolismo de poliaminas
(Jakoby & Fredericks, 1959; Trossat et al., 1997; Vojtechova et al., 1997a;
Incharoensakdi et al., 2000; Brauner et al., 2003). En bacterias, se cree que las
BADHs estan implicadas en la sintesis de glicina betaina, como parte de la
respuesta de estos organismos ante condiciones de estrés osmotico (Falkenberg &
Strom, 1990; Boch et al., 1996), o como parte del catabolismo de colina (Nagasawa
et al., 1976; Smith et al., 1988; Meskys et al., 2001; Velasco-Garcia et al., 2005) en
aquellas bacterias capaces de crecer con colina como su Unica fuente de carbono,
nitrégeno y energia (Korstee, 1970; Levering et al., 1981).

La expresion de las BADHs en plantas aumenta en respuesta al estrés
osmotico (déficit de agua, salinizacion, frio) o, en el caso de las enzimas bacterianas,
a la presencia de colina en el medio de cultivo, lo cual ha permitido la extraccion y
purificacién de las BADHs de varios organismos procarioticos y eucariéticos
(Nagasawa et al., 1976; Arakawa et al., 1987; Kurys et al., 1989; Falkebnerg &
Strom, 1990; Ambroziak & Pietruszko, 1991; Mori et al., 1992; Valenzuela-Soto &
Mufioz-Clares, 1994; Chern & Pietruszko, 1995; Boch et al., 1997; Guzman-Partida
& Valenzuela-Soto, 1998; Velasco-Garcia et al., 1999; Mori et al., 2002;

Hjelmqvist et al., 2003; Oishi & Ebina, 2005). También se ha logrado expresar la
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BADH de algunos organismos, como Bacillus subtilis (Boch et al., 1997), espinaca
(Incharoensakdi et al.,, 2000), Avicennia marina (Hibino et al., 2001) y
Pseudomonas aeruginosa (Velasco-Garcia et al.,, 2005), en células de
Escherichia coli transformadas con un vector de expresion conteniendo el gen de la
BADH correspondiente.

Todas las BADHSs estudiadas hasta la fecha han resultado ser enzimas
solubles, no se ha reportado ninguna BADH membranal. En animales, la BADH de
higado de mamifero se encuentra principalmente en el citosol (Rothschild &
Guzmén-Barron, 1954; Hulse & Henderson, 1980; Ambroziak & Pietruszko, 1991,
Vaz et al., 2000), con una pequefia cantidad de BADH mitocondrial (Glenn &
Vanko, 1959; Wilken et al., 1970; Pietruszko & Chern, 2001); ambas BADHs
parecen ser producto del mismo gen (Pietruszko & Chern, 2001). En las plantas
productoras de glicina betaina, la actividad BADH se localiza principalmente en los
cloroplastos de las hojas (Weigel et al., 1986) con una pequefia porcién de BADH
citosolica (Weigel et al., 1986). Aunque los genes que codifican para las BADHs
vegetales son nucleares, las secuencias de las enzimas cloroplasticas no tienen los
péptidos de transito tipicos necesarios para entrar al cloroplasto (Rathinasabapathi et
al., 1994). En otras plantas la BADH se encuentra en el peroxisoma (Nakamura et
al., 1997).

A partir de las coordenadas cristalograficas de la BADH de higado de
bacalao (Johansson et al., 1998) se pudieron obtener modelos tridimensionales del
monomero, dimero y tetrdmero de la BADH de P. aeruginosa (Figura 5) (Gonzalez-
Segura et al., 2005). La BADH de higado de bacalao, al igual que el resto de las
ALDHs cuya estructura se conoce, posee tres dominios distintos en cada

sub-unidad: un dominio de unién a la coenzima que presenta una estructura o/p con
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un plegamiento tipo Rossman (Rossmann et al., 1975); un dominio catalitico que
une al aldehido y que muestra una semejanza estructural con el primer dominio; y
finalmente un dominio de oligomerizacion que podria considerarse como una
extension del dominio de union a la coenzima y que interviene en la formacién del
dimero.

Dominio de union

Figura 5. Modelo tridimensional de la BADH de P. aeruginosa. Monémero (A), dimero (B) y
tetramero (C) de la BADH de P. aeruginosa realizados a partir de la estructura de la ALDH9 de

higado de bacalao.

Aun cuando existen alrededor de 150 secuencias de BADHSs en los bancos
de informacion gendmica, se ha determinado el mecanismo cinético de muy pocas:
de las de E. coli, de hoja de amaranto, de rifion de cerdo y de P. aeruginosa. Para
E. coli el mecanismo cinético es de tipo Ping Pong Bi Bi (Falkenberg & Strom,
1990). Para las BADHs de hoja de amaranto y de rifion de cerdo, se encontraron

mecanismos Iso Bi Bi ordenados en estado estacionario (Valenzuela-Soto &



Antecedentes

Mufioz-Clares, 1993; Figueroa-Soto & Valenzuela-Soto, 2000), que en el caso de la
enzima de amaranto se convierte en Bi Bi al azar en estado estacionario a altas
concentraciones del aldehido (Vojtechova et al., 1997a). Finalmente para la enzima
de P. aeruginosa se encontré6 un mecanismo Bi Bi al azar en estado estacionario

(Velasco-Garcia et al., 2000).

2.1.1.1. La betaina aldehido deshidrogenasa de hoja de amaranto

En nuestro laboratorio se esta estudiando desde hace afios la enzima betaina
aldehido deshidrogenasa de hoja de amaranto (AhyBADH). Esta enzima se
purificé a partir de hojas de amaranto sometidas a déficit de agua (Valenzuela-Soto
& Muiioz-Clares, 1994), pero a pesar de que el procedimiento de purificacion tiene
un alto rendimiento, la cantidad de proteina pura que se obtiene es muy poca debido
a que la cantidad de proteina AhyBADH que produce la planta, aun cuando se
induce su sintesis por estrés osmatico, es muy baja. Sin embargo, con esta proteina
purificada a partir de las hojas se lograron hacer numerosos estudios que han
permitido conocer algunas de las propiedades funcionales y estructurales de la
AhyBADH (Valenzuela-Soto & Mufioz-Clares, 1993, 1994; Muiioz-Clares et al.,
1997; Vojtechova et al., 1997a; Vojtechova et al., 1997b; Vojtechova et al., 1999;
Mufioz-Clares & Mdjica-Jiménez, 2001; Mufioz-Clares et al., 2003; Velasco-Garcia
et al., 2003).

Esta enzima pertenece a la familia ALDH10 y, en concreto, cataliza la
oxidacion irreversible de la betaina aldehido a glicina betaina con la reduccion
concomitante de NAD" preferentemente, aunque también puede usar NADP*

(Figura 6).
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Figura 6. Reaccion catalizada por la AhyBADH.

La AhyBADH es un homodimero (Valenzuela-Soto & Mufioz-Clares, 1994)
(Figura 7) compuesto de dos subunidades derivadas de un mismo gen nuclear

(Legaria et al., 1998), al igual que las otras BADHSs vegetales conocidas.

Figura 7. Modelo tridimensional de la AhyBADH. Modelo tridimensional que representa al
homodimero de la AhyBADH obtenido a partir de las coordenadas cristalogréficas de la
ALDH?9 de higado de bacalao (Johansson et al., 1998).

La longitud del polipéptido que constituye cada subunidad de la AhyBADH

es de 501 aminoécidos, con una masa molar de 54.5 kDa. La AhyBADH consta de
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3 dominios al igual que el resto de las ALDHSs y en el mecanismo quimico participa
una molécula de agua en la hidrolisis. Como mencioné anteriormente, el
mecanismo cinético que exhibe la AhyBADH (Figura 8) es un mecanismo
secuencial ordenado Iso Bi Bi en estado estacionario, en el cual el primer sustrato en
unirse a la enzima es el nucleotido oxidado y el dltimo producto en liberarse es el
nucleodtido reducido (Valenzuela-Soto & Mufoz-Clares, 1993). En este tipo de
mecanismos (Cleland, 1963) existe un paso de isomerizacion de la enzima libre, de
tal suerte que el nucleotido en cada estado de oxidacion se une a formas diferentes

de la enzima (Figura 8).

Figura 8. Esquema del mecanismo cinético de la AhyBADH.

Por otro lado, se conocen varios aspectos de su regulacion a corto plazo
como el hecho de que aun a concentraciones de 100 mM, la glicina betaina no

inhibe la actividad de la AhyBADH, como era de esperarse dado que todas las
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ALDHs que han sido caracterizadas biogquimicamente no son inhibidas por el acido
producto de las reacciones que catalizan debido a su poca afinidad por éste. En el
caso de la BADH de cloroplasto, ésta es una caracteristica importante que le permite
a la planta acumular grandes cantidades de glicina betaina para cumplir con su
funcién como osmoprotector. Sin embargo, la AhyBADH es inhibida por su otro
producto: el NADH, que es un inhibidor mixto con respecto a NAD", lo cual hace a
la AhyBADH diferente a la mayoria de las deshidrogenasas conocidas, que exhiben
una inhibicién competitiva del nucleétido reducido (NADH) con respecto al
nucledtido oxidado (NAD™). EIl componente incompetitivo de esta inhibicion indica
que puede ocurrir incluso a concentraciones altas de NAD®, lo que hace a la
actividad de la AhyBADH muy sensible a la razon NAD*/NADH intracloroplastica.

En 1998 se reportaron las secuencias de dos genes que codifican para la
AhyBADH, ahybadh4 y ahybadhl7 (Legaria et al., 1998). Se realizd un
alineamiento de las secuencias aminoacidicas de estos dos genes, que poseen un
98% de identidad a nivel de secuencia de aminoacidos (Figura 9) y también un alto
grado de identidad con las otras secuencias de BADHSs de plantas reportadas (no

mostrado).
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AHYBADH4 1 MATRVPSRQLFIDGEWREPIKKNRIPIINPSTEEI I1GDIPAATAEDVELAVAAAR

AHYBADH17, 1 MATRVPSRQLFIDGEWREPIKKNRIPIINPSTEEIIGVIPAATAEDVELAVAAAR
FAEEEAEIXIAEAEAAXXAAXAXAAAXAXAXAAXAAXAAXAAAXAXAAXXA *Xx*kk

AHYBADH4 61 NKGEDWASASGAHRAKYLRAITAAKITEKKDYFAKLEAVMDCGKPLDEAARD IDDVA

AHYBADH17, 61 NKGEDWASASGAHRAKYLRAIAAKITEKKDYFAKLEAVMDCGKPLDEAAWD IDDVA
AEIAAEXAAIAAIAAAAAAAAXAAAAAXAAAAAXAAAAAAAAAAAAAXAAAAA XXX dAXxhhii

AHYBADH4 121 YADQAEALDAKQKAPIALPVMDTFKCHVLKQP IGVVGLISPWNYPLLMATWKVAPA

AHYBADH17, 121 YADQAEALDAKQKAPIALPVDTFKCHVLKQP IGVVGLISPWNYPLLMATWKVAPA

AEEAEAAEAAAAEAEAAAAAXAAAAAXAAAXAAXAAAXAAXAAAXAAXAAAXAAAAAXAAXAAAXAAXXX

AHYBADH4 181 SAVLKPSELASVTCLELAEVCREVGLPPGVLNILTGLGPEAGGPLACHPDVDKVA
AHYBADH17, 181 SAVLKPSELASVTCLELAEVCREVGLPPGVLNILTGLGPEAGGPLACHPDVDKVA

*hhhhkxk

AHYBADH4 241 ATGSKVMSSAAQLVKPVTLELGGKSP1VIFEDVDLDKAAEWTAFGCFWTNGQICS
AHYBADH17, 241 ATGSKVMSSAAQLVKPVTLELGGKSP1VIFEDVDLDKAAEWTAFGCFWTNGQICS

AEEAEXIAEEAAXAAEAETAXTAEAXAAXAEAXTAXAXAAXAXAXAAXAAAXAAXAXAAXAXAXAAXAAX XXX XXX %

AHYBADH4 301 LVHESIAAEFLDRLVKWCKNIKISDPFEEGCRLGPVVSKSQYEKVLKFISTAKSE
AHYBADH17, 301 LVHESIAAEFLDRLVKWCKN IKISDPFEEGCRLGPVVSKSQYEKVLKFISTAKSE

AEEAEXIAEEAAXAAEAETAXAEAXAAXAAXAAXAXAAXAXAXAAXXAAXAAXAXAAXAXAAXA XXX XXX AKX %

AHYBADH4 361 CGGSRPEHLKKGYYVEPTI1SDVSTSMQIWREEVFGPVLCQKTFGSEDEAIELAN
AHYBADH17, 361 CGGSRPEHLKKGYYVEPTI11SDVSTSMQIWREEVFGPVLCVKTFGSEDEAIELAN

AEEAEXAALAAAAAEAAAAAXAAAAAXAAAAAXAAAAAXAAAXAAXAAA dAhAAAXAXAAAAAhxi

AHYBADH4 421 LGAAVLSKDLDRCERITKALEVGAVWVNCSQPCFTQAPWGGTKRSGFGRELGEWG
AHYBADH17, 421 LGAAVLSKDLDRCERITKALQAGIVWVNCSQPCFCQAPWGGTKRSGFGRELGEWG

R R R R e e * KEAAAAkAAAkAA AAAAXAAkAkAAXAkAAAAAhiik

AHYBADH4 481 NIKQVTRDTSTDEPWGWYKSP
AHYBADH17, 481 NIKQVTEY1S-DEPWGWYKSP

E E R = s s S

Figura 9. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos codificadas por los genes ahybadh4 y
ahybadhl17. Con un asterisco se marcan los residuos de aminoacidos presentes en ambas isoenzimas.

Ademas se tiene el gen ahybadhl7 clonado en el vector de expresion pBKS
(pBKS-ahybadh), asi como células de E. coli transformadas con este vector, pero
hasta la fecha no se ha logrado obtener la proteina recombinante sobreexpresada en
un sistema adecuado de expresion procariético, como lo son células de E. coli, o
eucaridtico como células de Saccharomyces cerevisiae.

El contar con la enzima recombinante sobreexpresada permitiria obtener una
cantidad mayor de proteina pura comparada con la obtenida por purificacion directa
de las hojas debido a que, como se menciond, esta enzima no es muy abundante aun

cuando se induzca su sintesis. Una mayor cantidad de la enzima permitiria avanzar
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mucho mas rapidamente en su caracterizacion estructural y funcional. Ademas se
podrian abordar experimentos que son irrealizables de momento debido a la alta
cantidad de enzima requerida, como por ejemplo los estudios de cinética rapida para
elucidar la velocidad de los diferentes pasos que componen la reaccion catalizada y
coémo estos se afectan cuando la enzima se inactiva por incubacion con su sustrato,
la betaina aldehido, o su producto, el NADH (Mujica-Jiménez & Muifioz-Clares,
resultados no publicados). También se podria pensar en la cristalizacion y
determinacion de la estructura tridimensional de la enzima por difraccion con
rayos-X, lo que arrojaria mucha luz sobre como trabajan las enzimas diméricas de
plantas. Por otro lado, se obtendria la enzima bajo condiciones no estresantes, lo
cual seria muy importante para establecer si las condiciones de estrés osmotico, a
las que se someten las plantas para la induccion de la enzima antes de su
purificacion, provocan algin cambio post-traduccional en la proteina que modifique
su funcién y/o regulacion. Finalmente, una vez que se cuente con la proteina
silvestre recombinante, se podré realizar mutagénesis sitio-dirigida para explorar el
papel de ciertos aminoécidos en la unién del sustrato y la coenzima, catalisis,

regulacion y estabilidad de la enzima.

2.2. Ingenieria genética
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Para entender mejor todo lo que se realizé durante el trabajo experimental,
incluyo a continuacion una revision de los conceptos y temas mas importantes de
ingenieria genética, directamente relacionados con el tema de esta tesis (Voet &

Voet, 1995; Stryer et al., 2002).

221 Clonacién molecular

Un gran problema en casi todas las areas de investigacion en bioquimica es
obtener cantidades suficientes de la sustancia de interés, principalmente proteinas o
acidos nucleicos. En realidad, es raro recuperar una cantidad importante, al menos
del 50%, de cualquier proteina originalmente presente en un organismo debido a la
baja cantidad producida y a la gran cantidad de otras proteinas contaminantes. Las
proteinas eucaridticas pueden ser aun mas dificiles de obtener que las procaridticas
y esto se debe a que muchos tejidos eucarioticos sélo estan disponibles en pequefias
cantidades, lo cual hace necesario partir de una gran cantidad del tejido para obtener
cantidades de proteina con las que se pueda trabajar. Afortunadamente a partir de
los afios 70s se han eliminado estas dificultades en su mayoria gracias al desarrollo
de técnicas de clonacion molecular, englobadas dentro de la tecnologia de
ingenieria genética o del DNA recombinante.

La idea principal de la clonacion molecular es insertar un segmento de DNA
de interés en una molécula de DNA que se replique autbnomamente, los llamados
vectores de clonacién o vehiculos, de tal suerte que el inserto de DNA se replique
con el vector. La insercion de un vector quimérico de ese tipo en un organismo

hospedero adecuado como células de E. coli o de levadura, resulta en la produccion
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de grandes cantidades del segmento de DNA insertado. Si el gen clonado ademas
estd flanqueado por las secuencias de control para las sintesis de RNA y de
proteinas, posicionadas adecuadamente, el hospedero también puede producir

grandes cantidades del RNA y de las proteinas especificadas por ese gen.

2.2.1.1. Vectores de clonacion

Los principales vectores de clonacion usados en ingenieria genética son los
plasmidos, bacteriofagos y los cromosomas artificiales de levadura (YACS).

Los plasmidos son cadenas dobles de DNA de 1 a 200 kb que contienen la
maquinaria genética necesaria (e.g. un origen de replicacion) para permitir su
propagacion auténoma en un hospedero bacteriano o en levaduras. Los plasmidos
pueden ser considerados como parasitos moleculares, pero en muchos casos crean
una simbiosis con el hospedero pues le confieren ciertas funciones de las que carece,
como por ejemplo resistencia a antibidticos o la capacidad de sintetizar un
aminodcido determinado.

Algunos tipos de plasmidos, presentes en una 0 unas cuantas copias por
célula, se replican una vez por divisién celular como lo hace el cromosoma
bacteriano; su replicacion se dice que estd bajo control riguroso. Por otro lado,
existen plasmidos que se encuentran normalmente presentes de 10 hasta 700 copias
por célula y se dice que estdn bajo control relajado; son estos dltimos los
plasmidos usados para clonacion molecular. Estos plasmidos pueden continuar
replicAndose aun cuando la sintesis de proteinas del hospedero se inhiba, llegando a

alcanzar las dos o tres mil copias por célula.
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Mediante técnicas de ingenieria genética se han construido plasmidos para
su uso especifico en clonacion molecular. Estos son relativamente pequefios, se
replican bajo control relajado, portan genes que especifican resistencia a uno o mas
antibidticos y contienen varios sitios convenientemente localizados para
endonucleasas de restriccion, donde puede insertarse el DNA que se desea clonar.
De hecho, muchos vectores plasmidicos contienen un segmento corto de DNA (de
menos de 100 bp) que esta estrategicamente posicionado y que se ha sintetizado de
tal manera que contiene una gran variedad de sitios de restriccion que no estan
presentes en ningun otro lugar en el plasmido. Este segmento es denominado sitio
de clonacion multiple, aunque también se le conoce como “polylinker”, pues
permite usar una amplia variedad de enzimas de restriccion para enlazar el
segmento de DNA de interés.

La bacteria hospedera acepta un plasmido cuando ambos son mezclados, en
un proceso facilitado en gran medida por la presencia de iones divalentes como Ca?*
que incrementan la permeabilidad de la membrana al DNA. Al proceso mediante el
cual un vector plasmidico absorbido se establece permanentemente en su hospedero
bacteriano se le denomina transformacion, y normalmente tiene una eficiencia
de ~0.1%.

Estos vectores plasmidicos no pueden usarse para clonar DNAs de maés
de 10 kb, debido a que el tiempo que se requiere para la replicacion del plasmido se
incrementa con el tamafio del mismo. Los plasmidos intactos con insertos de gran
tamafio no esenciales para el hospedero se pierden debido a la proliferacion mas
rapida de plasmidos que han eliminado estos insertos por supresiones al azar.

El bacteriéfago A es un vehiculo de clonacidn alternativo que puede usarse

para clonar segmentos de DNA de hasta 16 kb. EIl bacteriéfago filamentoso MI3
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también es un vector de clonacion atil que soporta insertos de DNA de menos de
1 kb pero que se usa principalmente para secuenciaciones del DNA.

Finalmente, los YACSs pueden contener segmentos de DNA mas grandes que
los otros vectores (segmentos de hasta varios cientos de kb). Los YACs son
segmentos lineales de DNA que contienen toda la parafernalia molecular que se

requiere para su replicacion en levadura.

2.2.1.2. Ensamble de genes

Generalmente, un segmento de DNA que va a ser clonado se obtiene como
un fragmento definido usando endonucleasas de restriccion especificas. Estas son
enzimas que cortan la cadena doble de DNA en sitios palindromicos especificos
para producir extremos de cadena sencilla que sean complementarios entre si. Si se
corta un vector de clonacion con la misma enzima de restriccion, los extremos del
vector y del segmento de DNA que se va a clonar en este vector seran
complementarios y podran asociarse especificamente bajo condiciones anilladoras y
unirse covalentemente mediante la DNA ligasa. Una gran ventaja de usar una
enzima de restriccion para construir un vector quimérico es que el inserto de DNA
puede ser extraido del vector clonado cortandolo con la misma enzima de

restriccion.

2.2.1.2.1. Reaccion en cadena de la polimerasa

Aun cuando pueda obtenerse un fragmento de DNA por medio de

enzimas de restriccion, frecuentemente el DNA obtenido es muy poco, por lo que
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debe usarse la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar un
segmento especifico de DNA de hasta 6 kb en forma rapida y conveniente. En esta
técnica (Figura 10), una muestra de DNA desnaturalizado se incuba con DNA
polimerasa, dNTPs y dos oligonucledtidos iniciadores cuyas secuencias flanqueen el
segmento de DNA de interés para que dirijan la sintesis de nuevas hebras
complementarias catalizada por la DNA polimerasa. Multiples ciclos de este
proceso, cada uno duplicando la cantidad de DNA presente, amplifican el DNA
exponencialmente empezando desde tan poco como una sola copia del gen. En cada
ciclo, las dos hebras del DNA de cadena doble se separan por desnaturalizacion
térmica, los iniciadores se anillan a sus segmentos complementarios en el DNA y la
DNA polimerasa realiza la sintesis de hebras complementarias. El uso de una DNA
polimerasa estable al calor, como la polimerasa de Taq, elimina la necesidad de
agregar enzima fresca después de cada paso de desnaturalizacion. Por lo tanto, en
presencia de cantidades suficientes de iniciadores y dNTPs, la PCR se lleva a cabo
simplemente por variacion ciclica de la temperatura.

Veinte ciclos de amplificacion por PCR incrementan la cantidad de la
secuencia de DNA objetivo alrededor de un millon de veces con una alta
especificidad. Por lo tanto, la amplificacion por PCR es una forma automatizada de
clonacién molecular que no requiere células y que logra mediante reacciones
in vitro de 3 a 4 horas producir una cantidad de DNA que de otra manera tomaria

dias o semanas.
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Figura 10. Esquema de la reaccion en cadena de la polimerasa.

2.2.1.3. Seleccion de células transformadas

La seleccidon de aquellos organismos hospederos que contienen un vector
construido apropiadamente, en el caso de la transformacién plasmidica, se hace

mediante el uso de antibidticos y/o sustratos cromogénicos.
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Un ejemplo de como se hace esta seleccion es el de células de E. coli
transformadas con el plasmido pUC18 que contiene un inserto de DNA foréneo en
su region del polylinker. Estas carecen de actividad B-galactosidasa porque el
inserto interrumpe la secuencia que codifica para la proteina del gen lacZ. De esta
manera, cuando se crecen celulas de este tipo en presencia de X-gal, una sustancia
incolora que cuando es hidrolizada por la B-galactosidasa se oxida y genera un
producto azul (Figura 11), las colonias bacterianas que tienen un inserto en su
region del polylinker forman colonias incoloras, mientras que las bacterias que

contienen solo plasmidos sin el inserto forman colonias azules.
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Figura 11. Reaccion de la B-galactosidasa con X-gal. EI X-gal (1) es hidrolizado por la
B-galactosidasa para producir D-lactosa (2) y 5-bromo-4-cloro-1H-indol-3-ol (3), el cual se oxida

espontaneamente a (4) y (5) que son de coloracion azul.

Las bacterias que no fueron transformadas con el plasmido, que formarian
también colonias incoloras en presencia de X-gal, pueden ser excluidas afadiendo
un antibiotico al medio de crecimiento. Adquellas bacterias que no contienen el
plasmido son sensibles a la ampicilina, mientras que las que lo contienen no lo son,

debido a que el gen amp” esta intacto en el plasmido y éste le confiere a la bacteria
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resistencia a ampicilina. Es por esto que los genes de este tipo se conocen como
marcadores seleccionables.

Estos genes marcadores seleccionables son importantes para la produccion
de organismos nuevos o novedosos, pues son herramientas que ayudan a identificar
aquellas células que han incorporado exitosamente los genes para una caracteristica
deseada durante la transformacion. Existen cuatro categorias de genes marcadores
seleccionables: resistentes a antibioticos, auxotroficos o metabolicos, tolerantes a
herbicidas y monitoreables.

Los genes marcadores resistentes a antibiéticos como amp®, confieren
resistencia a un antibiotico especifico. Son Utiles en el desarrollo temprano de
células transgénicas y se disefian para expresarse a niveles minimos y a menudo
indetectables en el producto final. Los genes marcadores auxotroficos permiten a
las células transformadas sintetizar un componente esencial, normalmente un
aminodcido, que las células no producen de otra manera. El medio de crecimiento
se hace intencionalmente carente del componente esencial que la célula requiere
para crecer, y por lo tanto sélo las células que han incorporado exitosamente al
marcador seleccionable junto con el resto de la construccion del gen produciran los
componentes esenciales y sobreviviran. Los genes marcadores tolerantes a
herbicidas confieren la capacidad de tolerar la aplicacién de un herbicida especifico.
Finalmente, los genes marcadores monitoreables son aquellos que codifican para
una proteina que puede identificarse a través de varios analisis de laboratorio. La
presencia de la proteina confirma que la transformacion se ha llevado a cabo. Estos
altimos no se usan comdnmente debido a que el procedimiento consume mucho

tiempo, necesita equipo y reactivos especificos para realizar las pruebas y porque
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ademas el producto final del tejido debe ser destruido para determinar si la

transformacion se llevo a cabo.

2.2.2. Produccion de proteinas recombinantes

Uno de los usos principales de la tecnologia del DNA recombinante es en la
produccion de grandes cantidades de proteinas que o bien son escasas en las células
que las producen o son novedosas. En el caso de proteinas bacterianas, este
procedimiento es relativamente sencillo. Se debe insertar un gen estructural
clonado en un vector de expresion, es decir, un plasmido que contenga las
secuencias de control transcripcional y traduccional en la posicion adecuada para la
expresion de la proteina. Usando un plasmido de control relajado y un promotor
eficiente, los niveles de la produccién de una proteina de interés pueden alcanzar
hasta 30% de la proteina celular total del hospedero. Los organismos transformados
con un plasmido de este tipo que producen la proteina de interés son llamados
sobreproductores.

La sintesis de proteinas eucaridticas en un hospedero procariético presenta
varios problemas que no se encuentran al expresar proteinas procariéticas. Uno de
éstos es que los elementos eucaridticos de control para la sintesis de RNA y de
proteinas no son reconocidos por hospederos bacterianos. Ademas, muchos genes
eucarioticos contienen una 0 mas secuencias internas no expresadas denominadas
intrones, que en las células eucarioticas son eliminados del transcrito de RNA del
gen para formar el mMRNA maduro, pero que no pueden serlo en las bacterias, que
no poseen la maquinaria necesaria ya que los genes bacterianos carecen de intrones.

Por otro lado, las bacterias carecen de sistemas de enzimas para realizar el
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procesamiento post-traduccional especifico que muchas proteinas eucariéticas
requieren para su actividad biologica. Un ejemplo es que no todas las bacterias
glicosilan proteinas. Por ultimo, las proteinas eucarioticas extrafias expresadas en la
bacteria constituyen el objetivo preferente de las proteasas bacterianas.

Varios de estos problemas se han eliminado clonando el gen eucaridtico que
codifica para una proteina dada en un vector que contenga los elementos bacterianos
de control y clonando el cDNA del mRNA de la proteina, o bien, para proteinas
pequefias de secuencia conocida, sintetizdndolo quimicamente de manera que no
contenga intrones. La protedlisis bacteriana preferente se ha evitado mediante la
insercion del gen eucaridtico en un gen bacteriano, de modo que la proteina hibrida
resultante tiene un polipéptido N-terminal de origen bacteriano que, en algunos
casos, evita que las proteasas bacterianas reconozcan el segmento eucariotico como
foraneo. EIl desarrollo de vectores de clonacion para hospederos eucarioticos como
levadura o células animales cultivadas ha ayudado a eliminar muchos de estos
problemas, aunque el procesado post-traduccional puede variar entre diferentes
eucariontes. Aun asi, ninguna de estas estrategias es universalmente aplicable y la
expresion de una proteina sigue siendo en la mayoria de los casos un proceso de
pruebay error.

La capacidad que poseemos hoy en dia para producir una proteina dada en
grandes cantidades esta teniendo un enorme impacto en agricultura, medicina e
industria.  Entre las proteinas de uso médico mas importantes que se estan
obteniendo con esta nueva metodologia estan la insulina humana, la hormona

humana del crecimiento y la eritropoyetina.
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2.2.2.1. Induccion de la sintesis de proteinas

En términos de su sintesis existen dos tipos de proteinas, las constitutivas y
las inducibles. Las proteinas constitutivas son sintetizadas a una velocidad
relativamente constante y se encargan de realizar funciones celulares esenciales,
Ilamadas coloquialmente de “house-keeping” o del “cuidado del hogar”, como por
ejemplo el transporte a través de las membranas. Las proteinas inducibles en
cambio, son sintetizadas en respuesta a una variacion en el ambiente intra o
extracelular y ayudan a la célula a adaptarse a este cambio.

Las células se adaptan a su medio produciendo enzimas que metabolizan
ciertos nutrientes cuando éstos estan disponibles. Un ejemplo son células de E. coli
que cuando son crecidas en ausencia de lactosa, un disacarido formado por
galactosa y glucosa en un enlace [B-1,4, son incapaces de metabolizarla
inmediatamente después de que se afiada a su medio de cultivo. Para poder
metabolizar este azlcar, se requiere B-galactosidasa para hidrolizar la lactosa
(Figura 12) y galactésido permeasa O lactosa permeasa para el transporte de la

lactosa hacia la célula.
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Figura 12. Hidrolisis de la lactosa. La p-galactosidasa cataliza la hidrélisis de la lactosa (1) a los

monosacaridos correspondientes, D-galactosa (2) y D-glucosa (3).

Las células de E. coli en condiciones sin lactosa contienen s6lo unas cuantas

moléculas de estas proteinas; sin embargo, después de unos minutos de introducir
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lactosa en el medio, la célula acelera la velocidad de sintesis de estas proteinas hasta
1000 veces y la mantiene hasta que ya no hay lactosa, que es cuando la velocidad de
sintesis regresa a su minusculo nivel original. Por lo tanto, la lactosa o uno de sus
productos metabolicos debe activar la sintesis de estas proteinas de alguna manera.

La regulacion paralela de la B-galactosidasa y la permeasa sugirio que la
expresion de los genes que codifican para estas enzimas se controla por un
mecanismo comun. Frangois Jacob y Jacques Monod propusieron el modelo del
operon para explicar esta regulacion paralela asi como los resultados de otros
experimentos (Jacob & Monod, 1961). Los elementos genéticos del modelo son un
gen regulador, una secuencia reguladora de DNA denominada sitio operador y un
conjunto de genes estructurales.

El gen regulador codifica para el represor, que es una proteina que se une al
sitio operador del DNA, lo cual evita la transcripcion de genes estructurales. El
operador y sus genes estructurales asociados constituyen al operédn. Para el operdn
de la lactosa (Figura 13), el gen lacl codifica para el represor y los genes lacZ, lacY
y lacA son los genes estructurales para [p-galactosidasa, la permeasa y la
transacetilasa, respectivamente. El operdn también contiene un sitio promotor, que
dirige a la RNA polimerasa hacia el sitio correcto de inicio de la transcripcion. Los
genes lacZ, lacY y lacA se transcriben para dar una sola molécula de mRNA que
codifica para las tres proteinas. Cuando una molécula de mRNA codifica para mas

de una proteina se dice que la transcripcion es poligénica o policistronica.

operan lac

A
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Figura 13. Operdn lac. Esquematizacion del operdn lac con sus componentes.

Terminador
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El represor lac es una proteina que puede existir como un dimero de
sub-unidades de 37 kDa o como un dimero de dimeros. En ausencia de lactosa, el
represor se une muy estrecha y rapidamente al sitio operador, evitando asi que la
RNA polimerasa desenrolle el DNA para exponer las bases que actuaran como
plantilla para la sintesis de la hebra de RNA. El represor lac se une especificamente
al DNA del operador, en una unién alrededor de 4x10° veces més fuerte que a otros
sitios en el genoma a los que podria unirse no especificamente. Este alto grado de
selectividad permite al represor encontrar el operador eficientemente aun con el
gran exceso de otros sitios en el genoma de E. coli.

La presencia de lactosa, como ya se mencion0 anteriormente, provoca la
expresion del operon lac, pero interesantemente no es la lactosa la que tiene este
efecto, sino la alolactosa (Figura 14) que es un analogo de la lactosa que se produce
de manera secundaria en la reaccion catalizada por la poca p-galactosidasa presente
al inicio. Debido a esta capacidad de inducir la expresion del operén lac, a la
alolactosa se le llama inductor del operon lac. Ademas de la alolactosa que es el
inductor fisioldgico del sistema de la lactosa, existen otros p-galactosidos como el
B-D-isopropiltiogalactésido (IPTG) (Figura 14) que son inductores potentes de la
expresion del operdn lac aun cuando no sean sustratos de la enzima, lo cual es de
gran utilidad pues una baja cantidad del inductor puede inducir la sintesis de las
proteinas sin la necesidad de agregar inductor fresco cada vez que éste se agote
como seria en el caso de la alolactosa, que es hidrolizada por la B-galactosidasa a

galactosa y glucosa.
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Figura 14. Estructura de dos de los inductores del operon lac.

La modulacion de la expresion génica por la presencia del inductor ocurre
cuando el inductor se une al represor, provocando que la afinidad de éste para el
DNA se reduzca mucho. Una molécula del inductor se une a cada monomero del
represor, causando cambios conformacionales locales que se transmiten a los
dominios de unién al DNA. La relacion entre los dominios de union al DNA se
modifica de forma que no pueden interactuar con el DNA facilmente de manera
simultanea, lo que lleva a una reduccion dramatica en la afinidad de union al DNA.
Por lo tanto, cuando el inductor se une al represor, se libera el DNA y entonces, con
el sitio operador desocupado, la RNA polimerasa puede transcribir los otros genes
lac y la célula puede producir las proteinas necesarias para metabolizar la lactosa.

En el caso de las proteinas recombinantes, comunmente el vector de
expresion en el que esta clonado el gen que codifica para la proteina contiene el
operon lac o una parte del mismo para que la sintesis de la proteina sea inducida por

un inductor del sistema de la lactosa.
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2.2.1.4.2, Mutagénesis sitio-dirigida

Un campo importante de aplicacion de la produccion de proteinas es en la
adaptacion de proteinas a aplicaciones especificas a través de mutagénesis
sitio-dirigida.

Ademas, a través de este metodo es posible estudiar mas a fondo una enzima
para conocer datos importantes acerca del papel que juegan ciertos residuos de
aminoacidos en la catalisis, union de sustrato(s), oligomerizacion, entre otras cosas,
convirtiendo a la mutagénesis sitio-dirigida en una herramienta indispensable en la
practica de la enzimologia.

La mutageénesis sitio-dirigida consiste, como su nombre lo sugiere, en crear
una modificacion puntual especifica en un gen. En un procedimiento, se puede
partir de un plasmido recombinante y se corta el fragmento que se desea mutar con
endonucleasas de restriccién, para posteriormente insertar un fragmento sintético
con la secuencia mutada y ligarlo con la DNA ligasa (Figura 15A). Este método
tiene la desventaja de que existe la posibilidad de que no haya sitios de restriccion
cercanos al sitio donde se pretende hacer la mutacion, lo cual implicaria sintetizar
un fragmento méas grande. Una alternativa es utilizar una hebra de DNA plasmidico
recombinante y un oligonucleétido sintético como iniciador en la replicacion del
gen de interés con DNA polimerasa | (Figura 15B). Esta, bajo la direccion de la
hebra que se estd replicando, ensambla los cuatro dNTPs en una cadena
polinucleotidica complementaria que se alarga en la direccién 5° — 3’. El
oligonucle6tido usado debe contener un segmento corto de un gen con la secuencia
de bases conteniendo la modificacién que se desea. Este iniciador se hibridizara

con la secuencia silvestre correspondiente siempre y cuando existan pocos pares de
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bases que no se complementen y la extensién del iniciador por la DNA polimerasa |
y su ligacion final por la DNA ligasa producen el gen alterado deseado, que puede
insertarse en un organismo apropiado para generar en grandes cantidades el DNA
mutante o su correspondiente RNA, produciendo asi una proteina especificamente

alterada o un organismo mutante.

DNA de plismido Gen Hebra del DNA de

recombinante plasmido recombinante

Fragmento
Endonucleasas sintético de
n de restriccion DNA mutado

F'ragn]ento DNA polimerasa
sintético de DNA ligasa dNTPs
DNA mutado DNA ligasa

Reparacion del DNA
(50% probabilidad)

Plismido con la . Plasmido con bases

secuencia mutada no apareadas

Figura 15. Esquema de la mutagénesis sitio-dirigida. Método basado en enzimas de restriccion
(A) y método basado en la PCR (B).
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2.2.2.2. Cuerpos de inclusion

Las bacterias, y especialmente la enterobacteria E. coli, son organismos
extremadamente deseables para la bio-produccion de proteinas, no sélo para
propdsitos de preparacion a gran escala sino también para estudios protedmicos y
gendmicos estructurales y funcionales (Yokohama, 2003). En la bien estudiada
biofabrica E. coli, la expresion de genes recombinantes provoca estrés (Allen et al.,
1992; Aris et al., 1998; Cserjan-Puschmann et al., 1999; Harcum & Bentley, 1999;
Schweder et al., 1999; Hoffman & Rinas, 2000; Lin et al., 2001; Lee et al., 2002) y
por lo tanto, provoca la expresion de grupos de genes en respuesta a éste (Rinas,
1996; Gill et al., 2000; Jurgen et al., 2000; Schweder et al., 2002). Ademas la carga
metabolica asociada con la biosintesis y el procesado de las proteinas recombinantes
promueve una adaptacion completa del metabolismo celular (Hoffman & Rinas,
2000; Weber et al., 2002). Esta condicion y el impacto de las respuestas al estrés en
la fisiologia celular afectan la replicacion (Wegrzyn & Wegrzyn, 2002) y
estabilidad (Corchero & Villaverde, 1998; Hoffman & Rinas, 2001) del plasmido,
asi como el crecimiento y la viabilidad de las células (Viaplana & Villaverde, 1996;
Schmidt et al., 1999).

Por otro lado, el estado de la proteina producida no siempre es el adecuado
para su uso inmediato. La expresion heterdloga de genes foraneos en E. coli a
menudo lleva a la produccién de las proteinas expresadas como polipéptidos
proteoliticamente degradados (Enfors, 1992) o como agregados proteicos no
funcionales e insolubles llamados cuerpos de inclusion (Georgiou & Valax, 1996).
Esto se debe a que las células bacterianas a menudo son incapaces de plegar

adecuadamente las cantidades tan grandes de proteina sobre-expresada, que para
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ellas resulta inatil y posiblemente toxica, y las secuestran como agregados
insolubles.

Los cuerpos de inclusion, que también estan presentes en células
eucaridticas como un grupo de agregados estructuralmente complejos (Kopito,
2000), ocurren por el depdsito de polipéptidos mal o parcialmente plegados debido a
las interacciones entre los parches hidrofobicos que exponen. Se pueden observar
por microscopia electrénica como particulas de hasta 2 pm® y por microscopia de
transmision electronica como agregados que carecen de estructura definida (Figura

16).

Figura 16. Micrografia electrénica de cuerpos de inclusion de E. coli.

Iméagenes de barrido de estas particulas purificadas revelan formas
cilindricas u ovoides con superficies de diferente textura. La mayoria de los
cuerpos de inclusion se encuentran en el citoplasma bacteriano si se trata de
proteinas intracelulares y en el periplasma si se trata de proteinas excretadas. A
pesar de que los cuerpos de inclusion son particulas densas, estdn altamente
hidratados y muestran una arquitectura porosa. De un 50 a 95% del material
proteico de los cuerpos de inclusion es proteina recombinante, y se ha observado
que una gran parte de la proteina en los cuerpos de inclusion posee la estructura
secundaria nativa de la proteina (Oberg et al., 1994; Przybycien et al., 1994),

aunque en otros se ha observado un incremento en la estructura de laminas f a
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expensas de las hélices o que son predominantes en la forma soluble (Przybycien et
al., 1994). Los polipéptidos que forman los cuerpos de inclusién son, por lo menos
en gran medida, bioldgicamente inactivos aunque se ha reportado una actividad
enzimatica residual importante en unos cuantos cuerpos de inclusion formados a
partir de genes que codifican para enzimas (Worrall & Goss, 1989; Tokatlidis et al.,
1991).

En ocasiones, la agregacion se puede evitar siguiendo varias estrategias:
1) controlando los pardmetros del proceso de expresion de la proteina recombinante,
por ejemplo reduciendo la temperatura o la concentracion del agente inductor, lo
que en ambos casos lleva a una reduccion de la velocidad de expresion del gen
recombinante. 2) Redisefiando la proteina mediante la mutagénesis de aminoacidos
que pudieran dificultar el pliegue del polipéptido. 3) Afadiendo a la secuencia de
bases de la proteina de interés una secuencia sefial de una proteina bacterial
secretada, de manera que se secrete al periplasma bacteriano donde la secuencia
sefial serd eliminada por una proteasa bacteriana. 4) Co-expresando junto con la
proteina de interés vectores que contengan genes clonados que codifiquen para
chaperonas. Sin embargo, estas estrategias no tienen el mismo grado de éxito para
diferentes polipéptidos y en consecuencia, la produccion de proteina soluble es
todavia un proceso de prueba y error.

La mayoria de las proteinas no bacterianas producidas en sistemas
bacterianos son incapaces de alcanzar su conformacion nativa, especialmente a altas
velocidades traduccionales. Las chaperonas bacterianas, que se producen bajo
condiciones estresantes, estan involucradas en el procesado conformacional de una
fraccion de polipéptidos celulares y pueden también asistir a las proteinas

recombinantes. Algunas de las chaperonas facilitan el plegamiento del polipéptido
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(Schwarz et al., 1996), otras ayudan a evitar la agregacion (Ehrnsperger et al., 1997;
Veinger et al., 1998) y algunas participan en el repliegue de agregados proteicos
(Ben-Zvi & Goloubinoff, 2001).

Debido a que en las células bacterianas los niveles de chaperonas no son
altos, aun cuando se estimule la respuesta al choque térmico, la co-expresion de
genes que codifiquen para chaperonas seleccionadas junto con el gen recombinante
de interés ha resultado en un mejor plegamiento y una mayor solubilidad en muchos
casos (Wall & Plickthun, 1995; Georgiou & Valax, 1996). Ademas, algunas
chaperonas actdan conjuntamente como es el caso de DnaK, DnaJ y GrpE, o GroEL
y GroES (Schroder et al., 1993; Walter, 2002), aun cuando estas chaperonas
también funcionan en forma independiente.

Las proteinas incompletamente o mal plegadas no solo son el objeto de las
chaperonas para ser plegadas o replegadas, sino también son el objeto de las
proteasas para su degradacion. Aun cuando la protedlisis puede restringirse usando
cepas deficientes de proteasas (Corchero et al., 1996; Park et al., 1999; Park, 2002;
Ignatova et al., 2003), no se ha establecido aun la genética apropiada para producir
proteina soluble. El uso de este tipo de cepas conduce a la produccién de una mayor
cantidad de proteina en la fraccion insoluble y de cuerpos de inclusion mas grandes
(Corchero et al., 1996; Rosen et al., 2002).

La inhibicion de la formacion de cuerpos de inclusion no puede ser abordada
de manera racional. Por otra parte, los cuerpos de inclusion pueden ser facilmente
purificados y usados como una fuente de polipéptido relativamente puro, cuyo
plegamiento in vivo no fue suficiente para alcanzar su conformacion nativa. Por lo
tanto, el repliegue in vitro de la proteina purificada de los cuerpos de inclusion es

una opcion para obtener proteina funcional cuando el rendimiento de su forma
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soluble es pobre. No obstante, el repliegue de proteina agregada no es un
procedimiento sencillo ni de éxito asegurado, y requiere de optimizacion para
productos especificos. La estrategia general para recuperar la proteina en forma
nativa y activa, a partir de los cuerpos de inclusion incluye tres pasos consecutivos:
aislamiento y lavado de los cuerpos de inclusion para homogeneizar el contenido
proteico y eliminar contaminantes; solubilizacion de la proteina agregada y
repliegue de la proteina solubilizada. Usualmente, la renaturalizacion es el paso
mas delicado y determina la eficiencia total del proceso; esto se ve grandemente
afectado por el grado de heterogeneidad de la mezcla de las moléculas co-agregadas,
lo que a su vez depende de la proteina dada. Existen varios protocolos alternativos

que pueden utilizarse de acuerdo con esta estrategia (Tabla 1), el procedimiento

elegido dependera finalmente del rendimiento y de la pureza final deseados de la

proteina recombinante.

Tabla 1. Estrategias para replegar y recuperar proteina a partir de cuerpos de inclusién
bacterianos (Villaverde & Carri6, 2003).

Lisis celular Aislamiento Solubilizacién Repliegue Comentarios
Sonicacién Centrifugacion Desnaturalizantes: Eliminacién de los desnaturalizantes en Este método usualmente
Lisis quimica (12,000 rpm) + (urea 8 M 6 Gdn-HCI | exceso por dilucion o intercambio de requiere pasos de

Homogeneizacion
Presién hidrostatica

lavado (detergentes y
desnaturalizante en
concentraciones
bajas)
Centrifugacion de
gradiente

6 M)

Agentes reductores:
DTT, DTE,
f3-mercaptoetanol
Agente quelante:
EDTA 0 EGTA

Detergentes:

SDS, CTAB
Agentes reductores:
DTT, DTE,
B-mercaptoetanol
Agente quelante:
EDTA 0 EGTA

pH extremo
Concentraciones
bajas de
desnaturalizante

amortiguador:
Dialisis
Diafiltracion
Cromatografia de filtracion de gel
Inmovilizacion en soporte sélido
Formacion simultéanea de enlaces disulfuro
por oxidacion:
Catalizador metélico/agente reductor
Sistema de oxido-reestructuracion
(tioles)
Disulfuro isomerasa

Eliminacién del detergente en exceso
(métodos usados para los desnaturalizantes)
Oxidacién:
Catalizador metélico/agente reductor
Sistema de oxido-reestructuracion
(tioles)
Disulfuro isomerasa

pH ajustado a 7.5—9.5

concentracion
adicionales.

Las concentraciones
residuales de detergente
pueden interferir con el
ensamblaje de proteinas
oligoméricas.

Las condiciones
extremas de pH pueden
causar modificaciones
quimicas irreversibles.
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3. OBJETIVO GENERAL

Sobreexpresar en forma activa a la enzima betaina aldehido deshidrogenasa

de hoja de amaranto en un sistema de expresion adecuado.

3.1.  Objetivos particulares

1. Sobreexpresar la enzima betaina aldehido deshidrogenasa de hoja de
amaranto en células de E.coli transformadas con el vector

pBKS-ahybadh.

En caso de que se produzca la proteina como cuerpos de inclusion:

2. Solubilizar los cuerpos de inclusion obtenidos de E. coli y replegar la
proteina a su estructura nativa.

3. Co-expresar chaperonas bacterianas para que éstas ayuden a la
AhyBADH a plegarse en su estructura nativa.

4. Sobreexpresar en células de S. cerevisiae liberando el gen ahybadh
de pBKS-ahybadh y clonandolo en un vector para expresion en

levadura.
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4, MATERIALES Y METODOS

41. Materiales

4.1.1. Material biol6gico

Células de E. coli de la cepa

BL21(DE3)pLys (Stratagene) pSAL3 (Mascorro-Gallardo, 2000)

Células de S. cerevisiae de la cepa

W303-1A (Nehlin et al., 1989) Sacl (Fermentas)

Notl (Fermentas) Sall (Fermentas)
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pBKS (Stratagene)

pRS6 (Mascorro-Gallardo, 2000)

4.1.2. Equipo

Balanza analitica Ohaus

Céamara de agitacién orbital con
temperatura controlada de Lab Line
Instruments

Centrifuga Sorvall RC-5 Plus

Equipo de electroforesis Hoefer
Scientific

Espectrofluorémetro Shimadzu 5000U

Espectrofotometro Beckman DU 7500

4.1.3. Reactivos

4.1.3.1. Merck

Acido acético

Acido clorhidrico

EDTA

Etanol

Xhol (Fermentas)

Potenciometro Beckman

Sonicador Vibracell de SONICS

Transiluminador de luz blanca

Transiluminador de luz UV

Ultracentrifuga Sorvall

Vortex Thermolyne

Fosfato dibasico de potasio
Fosfato monobaésico de potasio
Glicerol

Metanol
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4.1.3.2. Sigma-Aldrich

Acrilamida
Adenina
Ampicilina
Arginina

Betaina aldehido
Bis-acrilamida
Cloruro de potasio
DTT

Glicina

HEPES

Hidrdxido de potasio

Hidréxido de sodio

4.1.3.3. Otros

Albumina sérica bovina (GIBCO)

Base de nitrégeno sin aminoécidos
(Difco)
D-glucosa (GIBCO)

IPTG

Leucina

Lisina

Medio de cultivo Luria-Bertani
NAD*

SDS

Tetraciclina

Triptofano

Tris

Zimoliasa

-mercaptoetanol

Reactivo de Bradford (BIO-RAD)

Sulfato cuprico (Baker)
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4.2. Métodos

4.2.1. Determinacion de la actividad AhyBADH

La actividad enzimatica se determin0 mediante un ensayo
espectrofotométrico estandar ya descrito (Valenzuela-Soto & Mufioz-Clares, 1993).
La oxidacion de la betaina aldehido por la BADH con la reduccion concomitante de
NAD" produce glicina betaina y NADH. Al tratarse de una estequiometria 1:1, la
aparicion de NADH es proporcional a la aparicion de glicina betaina y, por ende, a
la actividad enzimatica. Con este fundamento, la actividad enzimatica se determiné
espectrofotométricamente siguiendo el incremento de absorbancia a 340 nm. Se
utilizaron 400 uL de amortiguador de ensayo (HEPES-KOH 100 mM, pH 8.0 y
EDTA 1 mM) con betaina aldehido (BA) 0.2 mM y NAD" 0.5 mM, y 100 uL del
extracto celular. La forma del incremento en la absorbancia con respecto al tiempo
es lineal durante los primeros segundos.

La actividad BADH se calcul6 usando la siguiente ecuacion:

dA Vensayo 1
a=— —_
dt V 8340 nm

enzima “NADH

donde a es la actividad enzimatica dada en mU/mL; dA/dt es el cambio de la
absorbancia a 340 nm con respecto al tiempo, i.e. la pendiente de la recta inicial;

Vensayo €S €l volumen final del ensayo en mL; Venima €S €l volumen usado de la

preparacion enzimatica en mL; y g5 es el coeficiente de absortividad molar del

NADH a 340 nm con un valor de 6.22 x 10*M™ cm™. Una unidad de actividad
enzimatica se define como la cantidad necesaria para convertir 1 pmol de sutrato en

producto en un minuto bajo estas condiciones experimentales.
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Para una determinacién de actividad enzimatica con mayor sensibilidad se
realizo el estudio de actividad por fluorescencia a longitudes de onda de excitacion
y de emision de 340 nm y 459 nm, respectivamente, utilizando el mismo medio de

ensayo.

4.2.2. Determinacion de proteina

Se determind la cantidad de proteina soluble total por el método de Bradford
(Bradford, 1976) con albumina sérica bovina (BSA) como estandar. La
determinacion espectrofotométrica de proteina por este método se hizo realizando
una curva patron a 595 nm con 5, 10, 15, 20 y 30 pg totales de BSA y 5 mL de
disolucion acuosa de colorante azul brillante de Coomassie al 20% v/v.

Después de realizar la curva patron, se interpol6d la masa de proteina total
contenida en la muestra mediante un analisis de regresion lineal utilizando la
absorbancia obtenida para cada una de las muestras preparadas de manera semejante

a las disoluciones de la curva patron.

4.2.3. Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida

Con la finalidad de verificar la presencia de la enzima en los extractos libres
de células, éstos fueron sometidos a una electroforesis desnaturalizante bajo
condiciones reductoras utilizando dodecil sulfato de sodio (SDS) como
desnaturalizante en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), de acuerdo con el
procedimiento estandar descrito por Laemmli (Laemmli, 1970). Bajo estas

condiciones desnaturalizantes, la migracion de las proteinas se determina por su
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masa molar y no por su carga, pues en estas condiciones el SDS confiere en forma
homogénea carga negativa a todas las proteinas. Este efecto, junto con el
tratamiento con un agente reductor como el B-mercaptoetanol, hace que las
proteinas se comporten como particulas lineales con igual densidad de carga.

El gel de poliacrilamida consta de dos zonas: la superior de concentracion de
proteinas (acrilamida al 4% v/v, pH 6.8) seguida de una zona de separacion de las
mismas (acrilamida al 10% v/v, pH 8.3).

El gel de poliacrilamida para cada SDS-PAGE se prepar6 en 2 etapas
adicionando y mezclando los reactivos en el orden indicado en la Tabla 1, iniciando
por el gel separador y después con el gel concentrador. Se cargé el gel separador
entre las placas de vidrio y una vez que gelifico se procedio a la preparacion y carga

del gel concentrador.

Tabla 1. Reactivos necesarios para la preparacion de un gel para SDS-PAGE.

Reactivo Gel separador Gel concentrador
V (mL) V (mL)
Acrilamida/bis-acrilamida (1) 3.33 0.67
Amortiguador de separacion (2) 2.50 --

Amortiguador de concentracion (3) -- 1.25
SDS (4) 0.10 0.05
Agua desionizada 4.00 3.00
Persulfato de amonio (5) 0.10 0.10
TEMED 0.013 0.013

La composicién de las disoluciones fue (1) acrilamida al 30% m/v,
bis-acrilamida al 2.7% m/v; (2) Tris-HCI 1.5M, pH8.8; (3) Tris-HCI 0.5 M,
pH 6.8; (4) SDS al 10% m/v; (5) persulfato de amonio al 10% m/v.

Se cargé amortiguador para electrodos (Tris 0.025 M, glicina 0.192 M y
SDSal 0.1% m/v) en el tanque del equipo para electroforesis hasta cubrir

completamente los electrodos y el gel.
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Cada muestra fue desnaturalizada agregando un volumen igual de
amortiguador para muestra 2X (Tris 0.125 M, SDS al 4% m/v, glicerol al 20% v/v,
B-mercaptoetanol al 10% v/v y una pizca de azul de bromofenol) e incubando en
bafio maria a ebullicion durante al menos 3 minutos. Se cargaron 10 pL de muestra
en cada carril y se ajustd la fuente de poder a un voltaje de 115V, una corriente de
20 mA y una potencia de 5 W como limites maximos para cada gel.

El revelado y fijacion de los geles se hizo con una disolucién de azul
brillante de Coomassie 0.125% m/v, metanol al 50% v/v y acido acético al 10% v/v.
El exceso de colorante se elimind con una disolucion acuosa de metanol al 50% v/v

y acido aceético al 10% v/v.

4.2.4. Sobreexpresion de la AhyBADH en células de E. coli

transformadas con pBKS-ahybadh

Se crecieron células de E. coli de la cepa BL21(DE3)pLys transformadas
con el plasmido pBKS-ahybadh en medio de cultivo Luria-Bertani (LB) liquido con
ampicilina 75 pg/mL hasta alcanzar una densidad Optica a 600 nm de 0.4-0.6. Se
agregd IPTG hasta una concentracion final de 200 uM y se dejé agitando la
suspension a 250 rpm durante 4 horas a 37 °C. Se centrifugd la suspension a
2,000 g durante 10 min a 4 °Cy se decant6 la mezcla; el precipitado se resuspendio
en 10 mL del amortiguador de extraccion A (HEPES-KOH 50 mM, pH 7.4,
EDTA 1 mM, glicerol 10% v/v, B-mercaptoetanol 10 mM). Se hizo la lisis celular
mediante sonicacion a una amplitud de 40 con una salida de 12 W, con pulsos de
10 segundos durante 1 min. Se centrifugd la suspensién a 2,000 g durante 10 min

a 4°C y se decantd la mezcla; el precipitado se resuspendié en 200 uL del
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amortiguador de extraccion A. Se realizo6 una SDS-PAGE  (Laemmli, 1970)
utilizando alicuotas de 10 uL de ambas fases y AhyBADH pura extraida como
control positivo. Como control negativo se utilizaron alicuotas de las fases
obtenidas de celulas que recibieron el mismo tratamiento excepto por la adicion de

IPTG.

4.2.5. Solubilizacién y repliegue de los cuerpos de inclusion

En un primer experimento se incubo el precipitado obtenido como se indica
en 4.2.4. con urea 6 M durante 24 horas a 4°C. En otro experimento, se
resuspendio el paquete celular obtenido después de la induccion realizada tal y
como se describio en 4.2.4. en 10mL del amortiguador B (EDTA 1 mM,
DTT 10 mM, pH 6.9 y fosfatos de potasio monobasico y dibasico 50 mM) para
después sonicar a una amplitud de 40 con una salida de 12 W, con pulsos de
10 segundos durante 2 min. Se centrifug6 la suspension a 10,000 g durante 15 min
a 4 °C y se decantd la mezcla tomando alicuotas de 200-500 puL de ambas fases; se
lavo el precipitado resuspendiéndolo en 5 mL del amortiguador B y centrifugandolo
a 10,000 g durante 10 min a 4 °C. Tras decantar, se lavo el precipitado con 5 mL
del amortiguador C (el amortiguador B con Triton-X 100 0.5% m/v), posteriormente
con 5mL del amortiguador B y finalmente se resuspendi6 en 5mL del
amortiguador D (el amortiguador C con urea 8 M). Se dej6 incubando durante dos
horas a 30 °C con una agitacion de 250 rpm, tras lo cual se centrifug6 a 10,000 g
durante 20 min a 4 °C. Se colocaron 200 puL del sobrenadante en una bolsa de
didlisis y se dializ6 frente a 2000 volimenes del amortiguador B con agitacion

moderada a temperatura ambiente durante 24 horas.
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4.2.6. Transformacion de células de E. coli previamente transformadas
con pBKS-ahybadh con vectores que contienen chaperonas de

P. aeruginosa

Se cuenta con dos colecciones de chaperonas de P. aeruginosa clonadas en
vectores de expresion para E. coli; la primera consiste de 80 plasmidos distintos que
contienen clonado el gen de una chaperona y la segunda consiste de plasmidos que
contienen clonados los genes de 3 chaperonas diferentes. Se transformaron por
electroporacion 100 uL de células electrocompetentes de E. coli, previamente
transformadas con pBKS-ahybadh, con 2 uL de ambas colecciones de plasmidos
por separado en un volumen total de 1 mL de suspension en medio SOC. Se
extendieron 50 pL de las células recién transformadas en 8 cajas con medio LB
solido con ampicilina 100 pg/mL vy tetraciclina 100 pg/mL, y se crecieron a 30 °C
durante toda la noche. Debido al crecimiento bacteriano excesivo que no permitia
la identificacion de colonias aisladas se resembraron colonias al azar en nuevas
cajas debidamente marcadas (en promedio 20 colonias por caja, 15 cajas en total) y

se dejaron creciendo con ambos antibioticos.

4.2.7. Sobreexpresion de la AhyBADH en células de E. coli
co-transformadas con pBKS-ahybadh y con vectores con

chaperonas de P. aeruginosa

Se inocularon tubos con 5mL de medio LB conteniendo ampicilina
100 pg/mL concentracion final y tetraciclina 100 pg/mL concentracion final con

cada una de las colonias resembradas de E. coli y se dejaron creciendo a 37 °C con
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agitacion de 250 rpm hasta alcanzar una densidad Optica a 600 nm de 0.4-0.6. Una
vez alcanzada una densidad Optica en este intervalo, se agregd IPTG hasta una
concentracion final de 200 uM y se dejé induciendo de 3 a 4 horas a 37 °C.
Transcurrido este tiempo, se centrifugo a 3,200 g durante 5 min y se resuspendio el
paquete celular en 1 mL de amortiguador de extraccion A en un tubo eppendorf. A
la suspension se agregaron 25 pL de lisozima y se incubd a 37 °C durante 20 min.
Pasado este tiempo se hizo la lisis celular succionando y expulsando suavemente la
suspension con una aguja hipodérmica. Se centrifug6 a 7,700 g durante 5 min y se
decanto el sobrenadante en un tubo eppendorf nuevo. Se hizo una SDS-PAGE con
alicuotas de 10 pL de algunos extractos para verificar que la lisis celular fuera
efectiva. En todos los extractos se determing si existia actividad BADH usando el

ensayo estandar descrito.

4.2.8. Electroforesis en geles de agarosa

Con la finalidad de comprobar la presencia de ciertos fragmentos de DNA,
los productos de las digestiones, ligaciones y purificaciones de DNA fueron
sometidos a electroforesis en geles de agarosa al 1% 6 1.2% m/v.

Cada gel se prepar6 fundiendo la agarosa en amortiguador TAE (Tris 4 mM,
acetato de sodio 8 mM, EDTA disddico 100 uM, pH 7.5-7.8 ajustado con &cido
acético glacial) con bromuro de etidio 0.05 ug/mL. Se agregd amortiguador de
teflido 10X (azul de bromofenol 0.25%, xilén-cianol 0.25% y glicerol 50% v/v) a
cada digestion para lograr una dilucion 1:10 y se cargaron 20 pL de muestra en los

carriles del gel, utilizando el marcador 1 kb de Gibco como referencia. Cada gel se
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corrid durante aproximadamente una hora inmerso en amortiguador TAE. El

revelado de los geles se hizo mediante irradiacion con luz UV.

4.2.9. Insercion del gen ahybadh de hoja de amaranto en pRS6 a partir

de pBKS-ahybadh

Se parti6 del vector pBKS-ahybadh que se utilizo previamente. pBKS es un
plasmido de ~3.0 kb derivado del plasmido pUC19 que contiene un origen de
replicacion, un gen de resistencia a ampicilina y varios sitios de restriccion como

Sacl, Notl, BamHI, Sall y Xhol, entre otros (Figura 1).

BamHI 694
Sall 738

Xhol 744

Notl 675
Sacl 657

BssHII 619

pBluescript Il KS (+/-)
2961 bp

Figura 1. Esquema del plasmido pBKS. Diagrama que

sefiala algunos de sus sitios de restriccion.

El laboratorio cuenta con DNA correspondiente al vector pBKS-ahybadh

como producto de un trabajo previo. Se determind la concentracion de 1 pL de este
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DNA diluyéndolo en 500 pL de agua, utilizando agua como blanco a una longitud
de onda de 260 nm. Se agregaron 2 puL del amortiguador provisto por la casa
productora de las enzimas, 2 pL del DNA, 0.25 pL de la enzima correspondiente y
el resto de agua hasta 20 uL. Enseguida se agitaron los tubos levemente y después
se centrifugaron brevemente para bajar el liquido. Se incubaron ambos tubos a
37 °C con agitacion de 250 rpm durante 2 horas.

El vector para levadura pRS6 (Figura 2), de 6.7 kb de longitud, tiene varios
sitios de restriccion en su region polylinker, el gen his3 que le confiere la capacidad
de sintetizar histidina a la célula hospedera, 1o que lo convierte en un marcador
seleccionable de tipo auxotrofico, en este caso a histidina, y el gen promotor pmal
del gen que codifica para la ATPasa de protones en levadura. Este es un promotor
fuerte que propicia la produccion de la proteina clonada de manera constitutiva.

Se seleccionaron las enzimas de restriccion Xhol y Notl para linealizar el
vector pRS6, ya que no existen sitios de corte internos para estas enzimas y ademas
porque también pueden ser usadas para liberar el gen ahybadh de pBKS-ahybadh, y
asi poder ensamblar el vector linealizado con el inserto liberado ligando los

extremos complementarios.
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Figura 2. Esquema del vector

pRS6 para levadura. Diagrama
que sefiala algunos de sus sitios

de restriccion.

Se hizo la incubacion simultanea de pBKS-ahybadh con las dos enzimas de
restriccion agregando 2 pL de Xhol, 1 yL de Notl, 5 uL del amortiguador de Notl,
5uL de DNA vy el resto de agua hasta 50 uL, a 37 °C con agitacién de 250 rpm
durante 2 horas. Se cort6 pRS6 de la misma manera y se determind la relacion
relativa de concentraciones entre el inserto liberado y el vector linealizado. Se ligd
el gen ahybadh con el vector de expresion pRS6 linealizado utilizando el triple de
inserto para generar el vector pRS6-ahybadh mediante ligacion con ligasa durante
toda la noche. EI producto de la incubacion se digirié con Xhol y Notl también

durante toda la noche a 37 °C.
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4.2.10. Transformacion de células de S. cerevisiae con pRS6-ahybadh

Se crecieron células de S. cerevisiae de la cepa W303-1A en 5 mL de medio
rico YPD (extracto de levadura 1% m/v, bactopeptona 2% m/v y glucosa 2% m/v) a
30 °C con agitacion a 200 rpm durante toda la noche hasta una densidad dptica a
600 nm de 0.4-0.8 unidades de absorbancia. Una vez alcanzada esta densidad
Optica, se inoculo el volumen de medio estéril suficiente para tener 50 mL de cultivo
y se dejé en incubaciéon a las mismas condiciones hasta una densidad Optica a
600 nm de 0.4-0.8. Se transfirid la suspension a un tubo para centrifuga de 50 mL y
se centrifugo a 3,000 g durante 5 min, tras lo cual se elimino el sobrenadante y se
resuspendieron las células en 25 mL de agua desionizada estéril. Se centrifugo la
suspension de igual manera y se resuspendidé la pastilla en 900 uL de agua
desionizada estéril para luego transferirla a tubos para microcentrifuga de 1.5 mL.
Se centrifugo la suspension a 13,000 g durante 1 min y se resuspendio la pastilla en
acetato de litio 100 mM hasta un volumen final de 1 mL; se incubd la suspension a
30 °C durante 10 min. Se tomaron 100 pL de la suspension y se transfirieron a un
nuevo tubo de 1.5mL para ser centrifugados a méaxima velocidad en una
microcentrifuga durante 1 min. Después de eliminar el sobrenadante, se agregaron
los siguientes reactivos en este orden: 240 uL de polietilénglicol 50% m/v, 36 L de
acetato de litio 1.0 M, 50 pL de esperma de salmén 2 mg/mL, 15 puL del DNA
plasmidico y 19 uL de agua desionizada estéril, para tener un volumen final de
360 pL. Se agitdé con vortex hasta lograr la resuspension total de la pastilla. Se
incubo la suspensién a 30 °C durante 30 min y después se dio choque térmico a la
suspension a 42 °C durante 30 min. Se centrifugd a maxima velocidad en

microcentrifuga durante un min y se eliminé el sobrenadante. Se agregé 1 mL de
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agua desionizada estéril y se resuspendio agitando suavemente mediante succion
con una micropipeta. Se agitd con vortex brevemente para asegurar una
resuspension homogénea. Se usaron 250 uL de la suspension de células
transformadas para crecerlas en medio minimo SD sélido sin histidina
(YNB 0.7% m/v, glucosa 2% m/v, MES50mM, pH6.0, leucina 10 pg/mL,
uracilo 3 pg/mL, triptofano 3 pug/mL, adenina 3 pg/mL y agar 2% m/v) durante 2 a 4

dias a 30 °C.

4.2.11. Insercion del gen ahybadh en pSAL3 a partir de pRS6-ahybadh

El vector para levadura pSAL3 (Figura 3) tiene varios sitios de restriccion en

su polylinker, entre los cuales estan sitios para Xhol y Notl.

rAhet 0.02

rSacl 0.04
¥Notl .05

Figura 3. Esquema del vector
pSAL3 para levadura. Diagrama
que sefiala algunos de sus sitios de

restriccién
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Tiene también el gen amp® que le confiere a la célula hospedera la
resistencia a la ampicilina, asi como el gen promotor cupl que codifica para una
metalotioneina de 61 aminoacidos que es capaz de unir hasta 8 &tomos de cobre de
manera cooperativa a través de 12 residuos de cisteina (Winge et al., 1985). Esta
metalotioneina es capaz de formar complejos in vitro con el zinc, la plata y el
cadmio, aungue in vivo sélo protege de la toxicidad del cobre y el cadmio. Este gen
se induce solamente por cobre y plata (Hamer et al., 1985; Ecker et al., 1986; Furst
et al., 1988). Ademas, pSAL3 posee el gen ura3 que confiere a la célula receptora
la capacidad de sintetizar uracilo, por lo tanto esto puede ser utilizado para la
seleccion de las células transformadas por auxotrofia a uracilo, ademas de por
resistencia a ampicilina.

Se libero el gen ahybadh de pRS6-ahybadh, de la misma manera en que fue
liberado de pBKS-ahybadh, y se ligo al vector pSALS3, previamente linealizado

como se describid anteriormente, para generar el vector pSAL3-ahybadh.

4.2.12. Transformacion de células de S. cerevisiae con pSAL3-ahybadh

La transformacion se llevd a cabo con el mismo procedimiento que el
utilizado con pRS6-ahybadh, pero el crecimiento de las células transformadas en
medio sélido selectivo se hizo en medio minimo SD sin uracilo (YNB 0.7% m/v,
glucosa 2% m/v, MES 50 mM, pH 6.0, leucina 10 pg/mL, histidina 3 pg/mL,
triptéfano 3 pg/mL, adenina 3 ug/mL y agar 2% m/v) con ampicilina 100 pug/mL
durante 2 a 4 dias a 30 °C. Una vez obtenidas colonias, se inocularon 5 mL de
medio liquido selectivo sin histidina (YNB 0.7% m/v, glucosa 2% m/v,

MES 50 mM, pH 6.0, leucina 10 pg/mL, uracilo 3 pg/mL, triptéfano 3 pg/mL vy
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adenina 3 pg/mL) por cada colonia y se dejaron crecer a 30 °C y con agitacion de
200 rpm durante toda la noche. Se tomaron 2 mL de la suspension y se transfirieron
a un tubo eppendorf en donde se centrifugaron y se decantd el medio de cultivo. Se
resuspendio la pastilla celular en 1 mL de agua y se volvidé a centrifugar. Se
resuspendio la pastilla en 1 mL de amortiguador que contiene Tris 50 mM, pH 7.5,
B-mercaptoetanol 0.3% v/v 'y EDTA 10 mM. Se centrifugd y decanto el tubo de
forma que quedaran 100 pL de amortiguador en los cuales se resuspendid la pastilla.
Se agregaron 25 pL de una disolucién de Zimoliasa para tener 500 U finales y se
incubd la suspension a 37 °C con agitacion suave durante al menos 1 hora. Se
agregaron entonces 25 L de SDS 10% m/v y se mezcld para homogeneizar; se dejo
reposando el tubo durante 1 min. Se agregaron 100 pL de acetato de amonio 7.5 M
y se mezclo suavemente. Se incubd a -70 °C durante 15 min para precipitar el resto
del DNA y se centrifugo el eppendorf durante 5 min. Se transfirié el sobrenadante
que contiene el DNA plasmidico a un tubo nuevo y se agregaron 70 uL de
isopropanol. Después de mezclar se centrifug6 el tubo durante 5 min y se lavo la
pastilla con etanol 70% v/v. Una vez seca la pastilla se resuspendié en 100 pL de
amortiguador TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 uM, pH 7.5). Se hizo un gel de
agarosa al 1.2% con el producto de la digestion de esta disolucion con Xhol y Notl
para comprobar la presencia del pldésmido pSAL3-ahybadh en las células

transformadas.
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4.2.13. Sobreexpresion de la AhyBADH en células de S. cerevisiae

transformadas con pSAL3-ahybadh

Se crecieron celulas de S. cerevisiae transformadas con el vector
pSAL3-ahybadh en 50mL de medio liquido selectivo (YNB 0.7% m/v,
glucosa 2% m/v, MES 50 mM, pH 6.0, leucina 10 ug/mL, histidina 3 pg/mL,
triptofano 3 ug/mL y adenina 3 pg/mL) sin uracilo, con ampicilina 100 pg/mL, a
25 °C con agitacion de 150 rpm hasta una densidad oOptica de 0.4-0.8. Una vez
alcanzada una densidad Optica en ese intervalo, en un primer estudio cualitativo se
indujo la sintesis de la AhyBADH con CuSO, a concentraciones finales de 100, 200
y 300 uM durante 3 horas. Después de transcurrido este tiempo, se centrifugo a
2200 g durante 3 min, tras lo cual se resuspendio el paquete celular en 1 mL de agua
para volver a centrifugar 8,000 g durante 1 min. Se resuspendié la pastilla en
200 uL del amortiguador de lisis (Tris-HCI 100 mM, pH 8.0, DTT 1 mM,
glicerol 20% v/iv, EDTA2mM y KCI 150 mM) y se agregd ademas el mismo
volumen de perlas de vidrio de 1 mm de didmetro y 12.5 uL de PMSF 40 mM. Se
dieron 6 pulsos de 15 segundos en voértex y se afiadieron 200 uL de amortiguador de
lisis. Se dio un pulso de 10 segundos en el vortex y se transfirid a un eppendorf
nuevo. Se centrifug6 a 8,000 g durante 1 min y se transfirié el sobrenadante a un
tubo nuevo: el precipitado se resuspendié en 500 uL de amortiguador de lisis y se
tomaron alicuotas de 10 pL para una SDS-PAGE. En un segundo experimento, se
indujo la sintesis de la BADH con CuSO, a concentraciones finales de 25, 50 y
100 uM, durante 4 y 20 horas en dos tipos de células de S. cerevisiae, unas
transformadas con pSAL3-ahybadh y otras s6lo con pSAL3. El procedimiento de

extraccion fue idéntico al ya descrito.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Sobreexpresion de la AhyBADH en células de E. coli

transformadas con pBKS-ahybadh

Se indujo la sintesis de la AhyBADH y se prepararon extractos libres de
celulas de E. coli transformadas con pBKS-ahybadh mediante el procedimiento

descrito en “‘Materiales y métodos’ (Figura 1).
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Crecimiento hasta Decantacion del
A 600 nm 0-4-0.6 Induccion medio de cultivo
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Centrifugacién para
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con pBKS-ahybadh isis celular

por sonicacion

Fraccion celular
insoluble

Fraccion celular

i e soluble
Deteccion espectrofotométrica

de actividad BADH Centrifugacion para
separar ¢l contenido
celular

Figura 1. Diagrama de la extraccion del contenido intracelular de células de E. coli
transformadas con pBKS-ahybadh.

Al comparar el patron electroforético de los extractos obtenidos cuando las
células se trataron con IPTG con aquél en donde no se utilizo el inductor (Figura 2)
puede observarse que el IPTG induce una mayor sintesis de la AhyBADH en células
de E. coli transformadas con pBKS-ahybadh, pues en el carril correspondiente al
precipitado existe una amplia banda de proteina cuya movilidad electroforetica

coincide con la de la banda de la AhyBADH purificada a partir de las hojas.
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1 2 3 4 5
pr— --

Figura 2. SDS-PAGE de extractos libres de células de E. coli transformadas con el
plasmido pBKS-ahybadh. Carriles: 1) AhyBADH purificada de hojas; 2) y 3) sobrenadantes de
los extractos de células no inducidas e inducidas con IPTG, respectivamente; 4) vy

5) precipitados de los extractos de células no inducidas e inducidas con IPTG, respectivamente.

Resulta muy interesante que, aun sin inducir la sintesis de la AhyBADH,
ésta parece producirse de manera constitutiva en las células de E. coli bajo las
condiciones del experimento. Podria pensarse que es la BADH de E. coli la que se
expresa, pero si este fuera el caso, la bacteria no tendria por qué expresarla como
cuerpos de inclusion. Ademas, E. coli expresa su BADH cuando estd sometida a
condiciones estresantes como frio o hipersalinidad o en presencia de colina
(Falkebnerg & Strom, 1990), y no existieron tales condiciones durante el
experimento.

Consistente con la aparicion de la mayoria de la proteina en el precipitado
como cuerpos de inclusion, no se pudo detectar actividad AhyBADH ni en el
extracto libre de células total ni en el sobrenadante o precipitado obtenidos después
de centrifugar el extracto total a 2000g.

La razon por la cual la proteina no se pliega correctamente y se agrega
formando cuerpos de inclusion no esta clara para nosotros ain. Se considerd la
posibilidad de que el inserto del gen tuviese el marco de lectura alterado, ya fuese
por supresion de una o dos bases, 0 porque se hubiese insertado en la direccion
equivocada. Pero si alguna de estas dos situaciones estuviese ocurriendo no se

produciria un polipéptido del tamafio esperado por la secuencia del gen, como el
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que se observa en los cuerpos de inclusion, porque aparecerian sefiales de parada de
la transcripcion en la zona codificante. A pesar de ello, para estar mas seguros, se
comprobd, mediante un analisis de restriccion como se describié en “‘Materiales y
métodos’, si el gen ahybadh clonado en el sitio BamHI del vector pBKS se
encontraba en la orientacion de 5” a 3* 0 en la orientacion contraria de 3” a 5’ con
respecto al vector.

Se determiné la orientacion del gen ahybadh en el vector pBKS-ahybadh
liberando fragmentos de éste con las enzimas de restriccion Sacl y Sall, de las
cuales la construccion tenia sitios internos (Sacl 212 y Sall 992) y externos (Sacl
657 y Sall 738) al gen ahybadh. Los dos escenarios posibles producirian
fragmentos de tamarios muy diferentes (Figura 3 y Tabla 1), por lo tanto la

distincion entre una orientacion o la otra resulté sencilla.

Sall 992  Sacl 212 Sacl 212 Sall 992

Sall 738 Sall 738

Sacl 657

Figura 3. Posibles orientaciones del gen ahybadh en pBKS-ahybadh. EI gen ahybadh esta

orientado en el mismo sentido 5’ a 3’ (A) o en contrasentido de 3" a 5’ (B) con respecto al vector.
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En la Tabla 1 se muestra el tamafio de los fragmentos del vector con el

inserto que se obtendrian por digestion con las dos enzimas seleccionadas.

Tabla 1. Tamafios hipotéticos de los fragmentos que se obtendrian en el analisis

de restriccion de pBKS-ahybadh con Sacl y Sall.

Longitud de los Longitud de los
Orientacion del fragmentos fragmentos
gen producidos con producidos con
Sacl (bp) Sall (bp)
1328 1036
5a3
3136 3438
249 555
3ab’
4215 4109

En el caso de que el gen esté en la orientacion de 3’ a 5°, es de esperarse que
no se observen todos los productos del analisis de restriccion en un gel de agarosa al
1.2% mlv, pues sélo apareceria una banda correspondiente al fragmento mayor para
cada enzima. Por lo tanto, si se observasen dos bandas podria decirse que el gen
ahybadh estd orientado en la direccion 5 a 3’, aunque obviamente también debe
considerarse el tamarfio de los fragmentos obtenidos.

Después de correr el gel de agarosa y revelarlo se observaron dos bandas
para cada enzima. Para Sall se observaron bandas en aproximadamente 3.5 kb y
1.0 kb, mientras que para Sacl se observaron bandas alrededor de 3.1 kb y 1.3 kb
(Figura 4), lo que claramente mostré que el gen ahybadh esta insertado en el vector

en la orientacion correctade 5" a 3’.
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Sall Sacl

Figura 4. Gel de agarosa mostrando los productos de la digestion de
pBKS-ahybadh.

Por otra parte, la traduccion de la secuencia de nucle6tidos del gen ahybadh
en la direccion 5'a 3" —para lo cual se utiliz6 una herramienta del servidor EXPASy
(www.expasy.org/tools/dna.html}— suponiendo que se hubieran suprimido una o
dos bases en el gen al insertarse al vector, mostrd que de haber habido estas
supresiones se habrian producido polipéptidos de 84 y 11 residuos de aminoacidos,
respectivamente (Figura 5). Sin embargo la proteina en los cuerpos de inclusion
posee el tamarfio esperado para la expresion del gen completo.

Por lo tanto, se descartd esta posibilidad y puede decirse que la proteina
AhyBADH es producida en E. coli en forma completa, pero en una forma inactiva,
mal plegada, agregada e insoluble, como cuerpos de inclusion.

También se pensé que el péptido sefial fuera el responsable de la produccion
de la proteina como cuerpos de inclusién, pero la BADH de espinaca se expreso
soluble y activa con la secuencia correspondiente al péptido sefial clonada y sin ella

(Incharoensakdi et al., 2000).
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1°" marco de lectura de 5’ a 3’ (501 residuos)

Met AIRVPSRQLFIDGEWREPIKKNRIPIINPSTEEIIGVIPAATAEDVELA
VAAARRALKRNKGEDWASASGAHRAKYLRAIAAKITEKKDYFAKLEA
MetDCGKPLDEAAWDIDDVAGCFEYYADQAEALDAKQKAPIALPMetDT
FKCHVLKQPIGVVGLISPWNYPLLMetATWKVAPALAAGCSAVLKPSEL
ASVTCLELAEVCREVGLPPGVLNILTGLGPEAGGPLACHPDVDKVAFTG
STATGSKVMetSSAAQLVKPVTLELGGKSPIVIFEDVDLDKAAEWTAFGC
FWTNGQICSATSRLLVHESIAAEFLDRLVKWCKNIKISDPFEEGCRLGP
VVSKSQYEKVLKFISTAKSEGATILCGGSRPEHLKKGYYVEPTIISDVST
SMetQIWREEVFGPVLCVKTFGSEDEAIELANDTQYGLGAAVLSKDLDR
CERITKALQAGIVWVNCSQPCFCQAPWGGTKRSGFGRELGEWGIENYL
NIKQVTEYISDEPWGWY KSP Stop

2% marco de lectura de 5’ a 3’ (84 residuos)

WRSVYLRASYSLMetENGGNPSRKIASLSSILLLRRSLVLFRLLLLK MetW
SLQSLQLEERLRGTKEKIGRLHLELIVLSTFGPLLLKStopQRKKIILQNLK
PWIVGNHWMetK QHGTLMetMetLLDVLNIMetPIKQKPLMetLNKRLQLPFL
WTLSNAMetCLNNPLVLLGStopFLLGIIRFStopWQHGKLLQLLLLVAQLYL
SRLNWHPStopLAStopNWLKCAEKWDCLLAY Stopl FStopQD Stop VLKLV GR
StopLAILMetLTRLHLLGVQLLVARLCHPLLNWSSLLHStopNLEGKVLLLS
LKMetLTWIKLLNGLLLAVFGQMetVKFAVQHRDYLCMetKASQLNFWIGL
StopNGAKTStopRSLTRLRKAVDLVLLStopVRVSMetKKFStopSSFQQQRVR
VQLFCVEVPVPSIStopRKGIMetLNQQLStopVMetSPLPCKYGGKKFSAQSY
VSKPLVLKMetKPLNWLMetlLSMetVStopGLLCYRKILIGVREStopQRHCKL
ELCGLTAHNHAFAKLHGEARSVAVLDVNSGNGVSRITStopl SNKStopL NI
FPMetNHGDGTSLL

3* marco de lectura de 5’ a 3’ (11 residuos)

GDPCTFAPAIHStopWRMetEGTHQEKSHPYHQSFY StopGDHWCYSGCYC
StopRCGACSRCSStopKSAStopEEQRRRLGVCIWSSSCStopVPSGHCC StopN
NREKRLFCKTStopSHGLWETTG Stop SSMetGH Stop StopCCW MetFStopl LCRS
SRSPStopCStop TKGSNCPSYGHFQMetPCAStop TTHWCCWVDFSLELSASN
GNMetESCSSSCCWLLSCTStopAVStopTGIRNLPRIGStopSVQRSGTASWRI
KYFNRIRSStopSWWAVSLPSStopCStopQGCIYWEYSYWStopQGYVIRCSIG
QACYIRTWREKSYCYLStopRCStopLG StopSC StopMetDCFWLFLDKWSNLQ
CNIEITCAStopKHRSStopl FGStopACKMetVQKHKDLStopPVStopGRLSTWSC
CEStopESV StopKSFEVHFNSKEStopGCNYFVWRFPSRAFEERVLCStopTNN
YKStopCLHFHANMetEGRSFRPSLMetCQNLW F Stop R Stop S H Stop T G Stop Stop
YSVWFRGCCVIERSStopSVStopENNKGIASWNCVGStopLLTTMetLLPSS
MetGRHEAStopRFWTStopTRGMetGYRELLEYQTSDStoplY FR Stop T Met G Met
VQVSL

Figura 5. Polipéptidos que se producirian si ocurriese un cambio de marco de lectura por

supresién de una o dos bases en la secuencia nucleotidica del gen ahybadh.

Otra posibilidad que pudiera dar lugar a la formacion de cuerpos de
inclusién es que la proteina se oxide parcialmente durante su sintesis y que esta

oxidacion impida su plegamiento correcto. Si bien el medio intracelular de E. coli
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es reductor, hay que considerar que la AhyBADH contiene un numero
anormalmente elevado de cisteinas por subunidad (16), una de las cuales es la
catalitica. Aunque muchas de estas cisteinas no estan expuestas al solvente una vez
que la proteina se ha plegado, es de esperar que todas ellas lo estén transitoriamente
durante el proceso de plegamiento, y por tanto sean susceptibles de oxidacion, lo
que puede llevar a la formacion de puentes disulfuro intra o intercadena
polipeptidica y a la formacion de agregados de alta masa molecular conteniendo
proteina mal plegada. La Unica otra BADH vegetal que a la fecha se ha expresado
en forma soluble y activa en E. coli es la de hoja de espinaca (Incharoensakdi et al.,
2000), una enzima que tiene un grado de identidad del 84% con la AhyBADH.
Resulta interesante que la enzima de espinaca posee 11 cisteinas, es decir, 5
cisteinas menos por subunidad que la AhyBADH. Se alinearon las secuencias de
ambas enzimas (Figura 6) para identificar a las cisteinas que estan presentes en la
enzima de amaranto y que no se encuentran en la enzima de espinaca. Se
localizaron éstas en un modelo de la estructura tridimensional de la AHyBADH
(Figura 7), obtenido a partir de su secuencia de aminoacidos usando el servidor de
Swissprot  (http://expasy.org/sprot/, http://www.expasy.org/tools/sim-prot.html),
usando como patrdn la estructura tridimensional de la BADH de higado de bacalao
(Johansson et al., 1998) con la que las enzimas de amaranto y espinaca poseen una
identidad del 39% vy el 40%, respectivamente. A pesar de esta relativamente baja
identidad, el alto grado de conservacion de la estructura tridimensional en la
superfamilia de las ALDHs, constatado en las estructuras ya determinadas de
enzimas de diferentes origenes y que exhiben entre ellas bajo grado de identidad a
nivel de secuencia de aminoécidos (Steinmetz et al., 1997; Moore et al., 1998;

Cobessi et al., 1999; Lamb & Newcomer, 1999; Ahvazi et al., 2000), permite
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predecir que el modelo obtenido debe ser cercano a la estructura real, al menos en

sus caracteristicas mas generales.

BADH_AMAHP 1 MAIRVPSRQLFIDGEWREPIKKNRIPIINPSTEEIIGDIPAATAEDVELAVAAARRALKR
BADH_SPIOL 1 MAFPIPARQLFIDGEWREPIKKNRIPVINPSTEEIIGDIPAATAEDVEVAVVAARRAFRR

*x K EKAEAAALXXXAAXAAAAAAAAX XAAXAXAAAAAAAAAXAAXAXAAAAAAh *hk dhkdik *

BADH_AMAHP 61 NKGEDWASASGAHRAKYLRAITAAKITEKKDYFAKLEAMD@GKPLDEAARD IDDVAGCFEY
BADH_SPIOL 61 N———NWSATSGAHRATYLRAIAAKITEKKDHFVKLETID GKPFDEAVLD IDDVASCFEY

* Kkk * *kk Fxk *hkkhkhkhk Fhik

BADH_AMAHP 121 YADQAEALDAKQKAPIALPMDTFKEHVLKQP IGVVGL ISPWNYPLLMATWKVAPALAAGC
BADH_SPIOL 118 FAGQAEALDGKQKAPVTLPMERFK] HVLRQPLGVVGLISPWNYPLLMATWKIAPALAAGC

* KAhkkAkAkKk Khkkikk *k*k **k *kxk K% **

BADH_AMAHP 181 SAVLKPSELASVTCLELAEVEREVGLPPGVLNILTGLGPEAGGPLABHPDVDKVAFTGST
BADH_SPIOL 178 TAVLKPSELASVTCLEFGEVENEVGLPPGVLNILTGLGPDAGAPLVSHPDVDKIAFTGSS

E = **x X% *khkhhkhkAh Khkkkx

BADH_AMAHP 241 ATGSKVMSSAAQLVKPVTLELGGKSP1VIFEDVDLDKAAEWTAFGEFWTNGQICSATSRL
BADH_SPIOL 238 ATGSKVMASAAQLVKPVTLELGGKSP1VVFEDVD IDKVVEWT IFGEFWTNGQICSATSRL

**x *kx

BADH_AMAHP ~ 301 LVHESIAAEFLDRLVKWEKN IKISDPFEEGCRLGPVVSKSQYEKVLKFISTAKSEGATIL
BADH_SPIOL 298 LVHESIAAEFVDKLVKWHEKNIKISDPFEEGCRLGPVISKGQYDKIMKFISTAKSEGATIL

** KKk X

BADH_AMAHP 361 BGGSRPEHLKKGYYVEPTI ISDVSTSMQIWREEVFGPVLCQKTFGSEDEAIELANDTQYG
BADH_SPIOL 358 GGSRPEHLKKGYYIEPTIVTDISTSMQIWKEEVFGPVLCVKTFSSEDEAIALANDTEYG

Fk*k

BADH_AMAHP 421 LGAAVLSKDLDRCERITKALEVGAVWVNESQPCFTQAPWGGTKRSGFGRELGEWGIENYL
BADH_SPIOL 418 LAAAVFSNDLERCERITKALEVGAVWVNESQPCFVQAPWGGIKRSGFGRELGEWGIQNYL

* KEkEk A AA AAAEAXAAAAAAAXAAAXAAXAAAAAAA AAXXxddx AAhhAAAXAAAxdxdhdhih *kxk

BADH_AMAHP 481 NIKQVTRDTSTDEPWGWYKSP
BADH_SPIOL 478 NIKQVTQDIS-DEPWGWYKSP

*AhAAxAkKx K Kk KAhkAAkAkkkk

Figura 6. Alineamiento de las secuencias de aminoéacidos de las BADHSs de hoja de amaranto y
de espinaca. En verde se indican las cisteinas comunes a las dos enzimas, en rojo se marcan las

cisteinas exclusivas de la AhyBADH.

Interesantemente, dos de las cinco cisteinas exclusivas de la AhyBADH
estan en o cercanas al dominio de oligomerizacién y otras dos, aunque en la
superficie, estan lo suficientemente préximas y en la orientacién correcta como para
formar un puente disulfuro, segtn predice el modelo. Sin embargo, la proteina
obtenida de la hoja no posee ningln puente disulfuro; todas sus cisteinas estan

reducidas (Mujica-Jiménez & Mufioz-Clares, datos sin publicar). Creemos por



Resultados y discusion

tanto que la formacion de puentes disulfuro incorrectos es una posibilidad que
merece explorarse en estudios posteriores, determinando mediante electroforesis no
reductoras en geles de poliacrilamida si la proteina contenida en los cuerpos de

inclusién posee o no puentes disulfuro.

Figura 7. Posicion de los residuos de cisteina en el modelo tridimensional de la AhyBADH. Las
cisteinas presentes en la AhyBADH que no estan en la BADH de espinaca estan encerradas en un
circulo azul. El puente disulfuro que el modelo predice se marca con un circulo negro. La figura fue

creada con el programa PyMol (DeLano, 2002).

5.2. Solubilizacién y repliegue de los cuerpos de inclusion

Para intentar obtener proteina nativa a partir de los cuerpos de inclusion, se
tratd en primer lugar de solubilizarlos mediante la incubacion de éstos con urea 6 M
durante 24 horas a 4°C. Los patrones electroforéticos del precipitado vy
sobrenadante del extracto libre de células y de los cuerpos de inclusién después de

la incubacion con urea 6 M (Figura 8) muestran que la banda gruesa en el
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precipitado que corresponde a la masa molar de la AhyBADH se distribuye entre el
precipitado y el sobrenadante después de la incubacién con urea. La urea por tanto,
bajo las condiciones de este experimento, produjo una solubilizacion parcial de la

AhyBADH.

Figura 8. SDS-PAGE de los extractos libres de células de E. coli transformadas
con el plasmido pBKS-ahybadh. Carriles: 1) BADH purificada de hojas de amaranto;
2) sobrenadante y 3) precipitado del extracto libre de células; 4) sobrenadante y 5)

precipitado de los cuerpos de inclusién tras 24 horas de incubacion con urea 6 M a 4 °C.

Sin embargo, la proteina obtenida en el sobrenadante después del
tratamiento de los cuerpos de inclusién con urea no esta lo pura que se requiere para
tratar de renaturalizarla in vitro. En un intento de eliminar a las proteinas
contaminantes se hicieron varios lavados de los cuerpos de inclusion antes de la

incubacién con urea 6 M, como se describe en ‘Materiales y métodos’.
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Figura 9. Solubilizacion de los cuerpos de inclusion.

La SDS-PAGE correspondiente al lavado y solubilizacion de los cuerpos de
inclusién con urea 8 M (Figura 10) mostr6 que mediante los lavados se pudo
eliminar una gran cantidad de las proteinas contaminantes. Tras la dialisis para
eliminar la urea, se intentd detectar la actividad de la AhyBADH por medio de
ensayos espectrofotométricos y espectrofluorométricos, bastante mas sensibles que
los anteriores, pero no se encontr6 actividad alguna, lo que indica que aunque se

logro solubilizar la proteina, ésta no se replego a su estructura nativa.
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Figura 10. SDS-PAGE del lavado y solubilizacién de los cuerpos de inclusion.
Carriles: 1) AhyBADH purificada de hojas; 2) precipitado y 3) sobrenadante de los cuerpos de
inclusion tras el primer lavado; 4) precipitado y 5) sobrenadante de los cuerpos de inclusién tras
3 lavados; 6) precipitado y 7) sobrenadante de los cuerpos de inclusion tras 3 lavados después de
2 horas de incubacion con urea 8 M a 30 °C .

La determinacion de la proteina soluble total por el método de Bradford se
hizo por duplicado, y se obtuvieron 3.52 + 0.10 mg de proteina/mL de extracto. Por
tanto, seria posible de una forma fécil obtener cantidades de proteina pura inactiva a
partir de los cuerpos de inclusion que podria usarse para estudios que no la

requieran plegada como la obtencién de anticuerpos especificos.

5.3. Transformacion de células de E. coli previamente transformadas
con pBKS-ahybadh con vectores que contienen chaperonas de

P. aeruginosa

Para intentar resolver el problema de la obtencion de la proteina como
cuerpos de inclusion, se intentd incorporar a las células de E. coli previamente
transformadas con pBKS-ahybadh vectores conteniendo los genes de una o tres
chaperonas de P. aeruginosa para que una vez expresadas ayudaran a la AhyBADH
a plegarse. Sin embargo, en forma inesperada encontramos que las células de

E. coli previamente transformadas con pBKS-ahybadh y posteriormente
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transformadas con los vectores que contenian solo una chaperona no crecian en

medio solido selectivo.

Transformacion (S

—> @ —_—
' - 100 . 100
E. coli transformadas ¢~ J(") E. coli co-transformadas LB Amp Te
con pBKS-ahybadh N e con pBKS-ahybadh y
O un vector con una

O O% chaperona de P. aeruginosa
O

Vectores con el gen
de una chaperona de
F. aeruginosa

Figura 11. Diagrama de la co-transformacién de células de E. coli con pBKS-ahybadh y un

vector con una chaperona.

En cambio, las células transformadas con la mezcla de vectores que
contenian 3 chaperonas crecieron exacerbadamente en presencia de los dos
antibidticos. Puesto que existia la posibilidad de que se hubieran extendido todas
las células transformadas en una misma caja, y principalmente debido a que el
crecimiento bacteriano fue excesivo, en un siguiente experimento la cantidad usada
de la suspension de células transformadas para extender en las cajas con medio
solido selectivo con ambos antibidticos (ampicilina y tetraciclina) se redujo de 200 a
50 uL. Aun asi, el crecimiento bacteriano fue masivo, por lo que se decidid
resembrar un gran numero de colonias al azar para aumentar la probabilidad de
encontrar alguna en la que se expresara un grupo de chaperonas que ayudara a la

AhyBADH a plegarse en su forma nativa. Al final se conté con 15 cajas con un
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promedio de 20 colonias cada una, i.e. 300 colonias que podrian ser diferentes y en
las que esperabamos encontrar AhyBADH sobreexpresada en forma activa por la

accion de una o mas chaperonas de P. aeruginosa (Figura 12).

i = Transformacién (S : ‘

E. coli transformadas r_j O E. coli co-transformadas LB Ampl Do gl®0
con pBKS-ahybadh \AY, con pBKS-ahybadh y
O ( un vector con tres

OQ) chaperonas de P. aeruginosa
25

Vectores con los genes
de tres chaperonas de
P. aeruginosa

Resiembra de

colonias al azar
Crecimiento masivo de
E. coli co-transformadas

Colonias aisladas de E. coli

Figura 12. Diagrama de la co-transformacién de células de E. coli con pBKS-ahybadh y un

vector con tres chaperonas.

54. Sobreexpresion de la AhyBADH en células de E. coli
transformadas con pBKS-ahybadh y un vector con tres

chaperonas de P. aeruginosa

La estrategia general para encontrar un sistema en el que se expresara la

AhyBADH era la siguiente: se probarian todas las colonias hasta que se encontrara



Resultados y discusion

una que presentara actividad BADH, de la cual se obtendria su DNA para identificar
las chaperonas que ayudaron a que la AhyBADH se plegara en forma nativa. Una
vez identificadas estas chaperonas, se transformarian celulas previamente
transformadas con pBKS-ahybadh con los vectores que contienen cada una de las
chaperonas por separado. Finalmente se probarian los extractos de cada colonia de
células transformadas para verificar si la chaperona puede actuar sola o si es
necesaria la sobreexpresion del complejo de chaperonas para la produccion de
AhyBADH activa.

Se realizo la induccidn, extraccion y deteccion de actividad de la enzima en
todas las colonias (Figura 13), pero no se encontré extracto alguno que presentara

actividad AhyBADH.
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Figura 13. Diagrama de la extraccion del contenido intracelular de células de E. coli

transformadas con pBKS-ahybadh y un vector con 3 chaperonas de P. aeruginosa.

Se pensé que tal vez la lisis celular no se estaba haciendo de manera
adecuada y que se requeriria sonicar para asegurar la completa ruptura celular. Se
habia evitado la sonicacién debido a que generaria mucho calor en el volumen de
resuspension tan pequefio con el que se debid trabajar debido a la gran cantidad de
extractos libres de células que se tenian que obtener. Sin embargo esta suposicion
se descartd completamente después de hacer una SDS-PAGE que mostraba en el gel
que tanto en la fraccion soluble como en la insoluble del extracto libre de células
habia proteinas, lo cual quiere decir que si se estaban rompiendo las células como lo

muestra el gel (Figura 14).
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Figura 14. SDS-PAGE de la co-expresion de la AhyBADH y chaperonas de P. aeruginosa.

Carriles: 1) AhyBADH purificada de hojas; 2) sobrenadante y 3) precipitado del extracto libre de
células co-transformadas con pBKS-ahybadh y un vector con chaperonas de P.aeruginosa sin
induccion con IPTG; 4) sobrenadante y 5) precipitado del extracto libre de células co-transformadas

con ahybadh y un vector con chaperonas de P. aeruginosa inducidas con IPTG.

En este gel de poliacrilamida puede verse que la AhyBADH no fue
producida ni en la fase insoluble como cuerpos de inclusion, aun cuando las células
aceptaron el plasmido que contenia 3 genes estructurales que codifican para
chaperonas de P. aeruginosa.

Es probable que las chaperonas de P. aeruginosa no ayuden al pliegue de
proteinas eucarioticas o a la solubilizacion de agregados proteicos en E. coli en las

condiciones de estos experimentos.

5.5. Insercién del gen ahybadh en pRS6 a partir de pBKS-ahybadh

Para resolver el problema de la produccion de la AhyBADH como cuerpos

de inclusion en células procaridticas, se decidié cambiar de un microorganismo

sobreproductor procariético a uno eucariotico, la levadura S. cerevisiae. Para este
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fin, fue necesario liberar el gen ahybadh del vector pBKS-ahybadh que se habia
usado para la expresion en E. coli, para su posterior insercion en el vector de
expresion pRS6 para levadura (Mascorro-Gallardo, 2000).

Para liberar el gen ahybadh se seleccionaron las enzimas de restriccion Xhol
y Notl que tienen sitios de corte externos al gen en pBKS-ahybadh. Idealmente, la
liberacion del inserto se deberia hacer por pasos para lograr una mayor eficiencia,
i.e. primero cortar con una enzima de restriccion y luego con la otra para asegurar
un corte eficiente. Sin embargo, el proceso de purificacién del DNA después del
primer corte, hecho con Xhol, no permitia que el corte con Notl se llevara a cabo.
Probablemente alguno de los reactivos del kit purificador inhibia la actividad de
Notl. Después de varios intentos de hacer el corte secuencialmente, se decidid
utilizar ambas enzimas a la vez usando el amortiguador de Notl. Se utiliz6 el doble
de la cantidad normal de Xhol para compensar su posible falta de actividad en un
amortiguador ajeno. Se alarg6 el tiempo de la digestion, toda la noche en lugar de
solo un par de horas, para permitir a las enzimas digerir adecuadamente el vector.
Un gel de agarosa de los productos de la digestion (Figura 15) mostré que
finalmente se habia logrado liberar el fragmento correspondiente al gen ahybadh de

pBKS-ahybadh.
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Figura 15. Gel de agarosa mostrando los productos de la

digestion simultanea de pBKS-ahybadh con Xhol y Notl.

Se cort6 el vector pRS6 de igual manera que como se liberd el gen ahybadh
de pBKS-ahybadh y se corrieron los productos de ambas digestiones en un gel de
agarosa para determinar sus concentraciones relativas, que se observaron eran
practicamente iguales (Figura 16). Teniendo esto en cuenta, se dejaron ligando

durante toda la noche en una proporcién 1:3 (vector:inserto).

“ pRS6 ahybadh
Xhol-Nofl ~ XhoI-NotI

5 090

4N —

105475 S—

236 —— ——
136 —— ——

Figura 16. Gel de agarosa usado de la determinacion de las
concentraciones relativas del vector pRS6 y el inserto
ahybadh.

Se comprobd que la ligacién fue exitosa mediante un gel de agarosa cargado

con el producto de la ligacion después de ser digerido con Xhol y Notl, que al ser
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revelado con luz UV (Figura 17) demostrd que se tenia el gen ahybadh, de poco
méas de 1.6 kb de longitud, inserto en un vector de una longitud de ~6 kb, que

corresponde a la longitud del pRS6 y que coincide con la banda de éste en el gel.

kb pRS6 pRS6-ahybadh

AT R v [ S S
5IN— ==

407) —

M

2036 — ahybadh
1636

Figura 17. Gel de agarosa con el producto de la digestién con Xhol y Notl
del vector pRS6-ahybadh.

5.6. Transformacion de células de S. cerevisiae con pRS6-ahybadh

Se transformaron células competentes de S. cerevisiae con pRS6-ahybadh
por el método de acetato de litio/portador de DNA de cadena sencilla/polietilén
glicol como se describe en ‘Materiales y métodos’, y se extendieron sobre medio

solido selectivo que seleccionaria por auxotrofia a histidina (Figura 18).
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Figura 18. Diagrama de la transformacion de S. cerevisiae con pRS6-ahybadh.

Después de dejarlas creciendo durante 2dias a 30°C, se observd
crecimiento anormal de hongos y por lo tanto se tuvo que volver a hacer la
transformacion.  Se repitio la transformacion muchas veces pero nunca se
obtuvieron colonias de levadura, s6lo se obtenian cajas vacias o con hongos
diferentes a la levadura. Inicialmente se pens6 que la contaminacidon microbioldgica
se debia a una mala manipulacion durante el protocolo de transformacion, por lo
que se extremaron las precauciones, preparandose nuevos medios de cultivo, nuevos
amortiguadores, y trabajando bajo condiciones de maxima esterilidad. También se
emplearon otros métodos para transformar las células, como la electroporacién, pero
el resultado fue siempre el mismo, es decir, no obtuvimos crecimiento de colonias
de levadura. La primera explicacidn que surgio ante la falta de crecimiento fue que
la transformacién no se llevé a cabo, pero después de probar varias veces con

métodos distintos de efectividad comprobada se descart6 esta hipotesis. También se
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pensé que, al ser pRS6 un vector con un promotor fuerte que hace a la AhyBADH
una enzima constitutiva, esta resultaba dafina para la levadura que no posee el gen
de la BADH (Julian-Sanchez et al., 2007). EI dafio podria deberse a que la
actividad catalitica de esta enzima produjese alguna sustancia que fuera tdxica para
la levadura, lo cual parece improbable dado que por el contrario las aldehido
deshidrogenasas detoxifican aldehidos, o llevase al agotamiento de alguna sustancia
esencial para la levadura. Después de muchos intentos para transformar las células
de S. cerevisiae con pRS6-ahybadh, se decidio cambiar de vector de expresion a

uno que permitiera la expresion inducible de la AhyBADH.

5.7. Insercion del gen ahybadh en pSAL3 a partir de pRS6-ahybadh

Se libero el gen ahybadh de pRS6-ahybadh con Xhol/Notl y se ligd en el
vector pSAL3. Ambos procesos se hicieron durante toda la noche para asegurar un
corte y ligacion completos. EIl procedimiento seguido fue el mismo que con el

vector pRS6.

5.8. Transformacion de células de S. cerevisiae con pSAL3-ahybadh

Se transformaron células competentes de S. cerevisiae de la cepa W303-1A
con el vector pSAL3-ahybadh por el método de acetato de litio/portador de DNA de
cadena sencilla/polietilén glicol y después de dejar creciendo en medio sélido
selectivo sin uracilo y con ampicilina 100 pg/mL a 30 °C durante 2 dias, se vio

crecimiento de colonias (Figura 19).
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Figura 19. Diagrama de la transformacion de S. cerevisiae con pSAL3-ahybadh.

Tras hacer mini-preparaciones de DNA para extraer el DNA plasmidico de
dos de las colonias transformadas que crecieron en el medio selectivo, se realiz6 una
electroforesis en gel de agarosa (Figura 20) que mostré la presencia de

pSAL3-ahybadh en la levadura.
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Figura 20. Gel de agarosa de la digestion con Xhol y Notl del DNA

plasmidico de células de S. cerevisiae transformadas con pSAL3-ahybadh.
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5.9. Sobreexpresion de la AhyBADH en células de S. cerevisiae

transformadas con pSAL3-ahybadh

Después de inducir la sintesis de la enzima con Cu(ll), en disolucién acuosa
de CuSOQ,, a concentraciones finales de 100, 200 y 300 uM durante 3 horas, se
rompieron las células y se hicieron los ensayos espectrofotométricos de actividad

BADH en el sobrenadante de los extractos libres de células obtenidos (Figura 21).

Decantacion del
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Crecimiento hasta ¥ resuspension
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Figura 21. Diagrama de la extraccion del contenido intracelular de células de S. cerevisiae

transformadas con pSAL3-ahybadh.

Los sobrenadantes de los extractos libres de células de aquellas que fueron
transformadas con pSAL3-ahybadh como de las transformadas solo con pSAL3

mostraron una actividad deshidrogenasa que no era dependiente de betaina aldehido.
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El mismo resultado se obtuvo cuando la induccion de la AhyBADH se hizo con con
concentraciones finales de Cu(ll) de 25, 50 y 100 uM y tiempos de induccién de 4y
20 horas (Tabla 2). Cuando en el medio de ensayo solo estaba presente betaina

aldehido sin la coenzima no se obhservé actividad.

Tabla 2. Actividad NAD" reductasa de los sobrenadantes de los extractos libres de
células de S. cerevisiae transformadas con pSAL3-ahybadh y pSAL3, sin inducir e

inducidas con Cu(l1), a4 y 20 horas de induccion.

Actividad (4 horas de induccién)
Muestra Medio de ensayo

BA + NAD" NAD" BA
BADH purificada (referencia) 5.9120 0.0102 0.0190
Sin cu® 0.0622 0.1883 <0.01
DSAL3-BADH Cuz: 25 uM 0.1609 0.0853 <0.01
Cu“* 50 pM 0.0463 0.1443 <0.01
Cu?* 100 uM 0.0624 0.0366 <0.01
Sin Cu®* 0.1162 0.2047 <0.01
DSAL3 CUZ 25 puM 0.0879 0.0047 <0.01
Cu®* 50 pM 0.2301 0.1278 <0.01
Cu?* 100 uM 0.1168 0.1575 <0.01

Actividad (20 horas de induccion)

Muestra Medio de ensayo

BA + NAD" NAD" BA
BADH purificada (referencia) 9.1219 0.0052 0.0117
Sin cu® 0.3776 0.8367 <0.01
DSAL3-BADH CUZ 25 puM 0.3183 0.2981 <0.01
Cu®* 50 pM 0.1976 0.1719 <0.01
Cu?* 100 uM 0.1879 0.1836 <0.01
Sin Cu®* 0.4781 0.3126 <0.01
DSAL3 Cu: 25 UM 0.4166 0.2703 <0.01
Cu®* 50 uM 0.1294 0.1917 <0.01
Cu?* 100 uM 0.2496 0.1832 <0.01

La cantidad de proteina soluble obtenida en estas extracciones vario desde
2.92 mg/mL hasta 4.83 mg/mL, obteniéndose una mayor cantidad de proteina en las
células transformadas con pSAL3, lo cual es contrario a lo que se esperaba pues de
haberse inducido la sintesis de la AhyBADH, habria una mayor cantidad de proteina

en las células transformadas con pSAL3-ahybadh.
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Con el fin de comprobar si habia actividad BADH en estos extractos aunque
fuese muy poca, se intentd concentrar la enzima precipitandola con (NH;),SO,4 en
los extractos inducidos con Cu(ll) 25 uM pero no hubo una actividad NAD*
reductasa dependiente de betaina aldehido detectable.

Los resultados indican que en realidad no se tiene la AhyBADH expresada
en forma soluble y activa en cantidades apreciables, sino alguna otra enzima de la
levadura que toma el NAD" que se le estd proporcionando para producir NADH en
una reaccion de oxidacion de un sustrato endégeno.

Debido a que las celulas que se usaron para la determinacion de la actividad
BADH habian crecido en medio selectivo, se puede descartar la posibilidad de que
la transformacion no se haya llevado a cabo o que las células de levadura hayan
expulsado el plasmido. Sin embargo, es muy posible que no se haya inducido la
sintesis de la AhyBADH en la levadura, como lo sugiere la SDS-PAGE
correspondiente (Figura 22), en la cual no se observa banda alguna cuya movilidad
electroforética coincida con la de la AhyBADH y que ademas indique una

sobreexpresion.
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Figura 22. SDS-PAGE del extracto libre de células de S. cerevisiae transformadas con
pSAL3-ahybadh. Carriles: 1) AhyBADH purificada de hojas; 2) sobrenadante y 3) precipitado del
extracto de células transformadas con pSALS3; 4) sobrenadante y 5) precipitado del extracto de
células transformadas con pSAL3 e inducidas con Cu(ll); 6) sobrenadante y 7) precipitado del
extracto de células transformadas con pSAL3-ahybadh; 8) sobrenadante y 9) precipitado del extracto

de células transformadas con pSAL3-ahybadh e inducidas con Cu(ll).

De hecho, al observar los patrones electroforéticos de los extractos libres de
células se puede notar que todos son muy similares y que ninguna banda asemeja
una banda de sobreexpresion. Por lo tanto se puede concluir que no se sobreexpresé
la AhyBADH en células de S. cerevisiae transformadas con pSAL3-ahybadh bajo

las condiciones de estos experimentos.
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6. CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos durante este trabajo se puede concluir que:

En el caso de los sistemas de expresion bacterianos, aunque la AhyBADH
puede ser sobreexpresada en células de E. coli, lo es en forma inactiva y formando
cuerpos de inclusién, a partir de los cuales la proteina puede ser solubilizada pero no
replegada en su estado nativo. La sobreexpresion conjunta con chaperonas de

P. aeruginosa no parece producir la AhyBADH en forma soluble o activa.

En el caso de los sistemas de expresion eucarioticos, las células de levadura
no pueden crecer si han aceptado el vector pRS6-ahybadh, que hace a la AhyBADH
una enzima constitutiva, pero cuando el gen ahybadh se clona en pSAL3, que hace a
la AhyBADH una enzima inducible, las células de levadura que acepten ese vector
pueden crecer con ampicilina en ausencia de uracilo. A pesar de esto, no se produjo

AhyBADH en células de S. cerevisiae transformadas con el vector pSAL3-ahybadh.
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7. PERSPECTIVAS

El objetivo principal de este trabajo, la sobreexpresion de la AhyBADH
activa en un sistema de expresion adecuado, no se cumplié por completo pues la
AhyBADH se produjo como cuerpos de inclusion. Naturalmente, deben probarse
diferentes estrategias para lograr tener a la enzima recombinante activa, entre las

cuales pueden estar las siguientes, por separado o de manera conjunta.

1. Obtener y clonar el gen nuevamente para descartar la posibilidad de que exista

algun error en el gen.

De no existir un error:

2. Inducir la sintesis de la proteina con concentraciones menores del inductor.

3. Inducir a una menor temperatura para disminuir la velocidad de sintesis para
que asi la célula pueda plegar la proteina a su estructura nativa.

4. Probar diferentes métodos de eliminacién del agente solubilizante después de
solubilizar los cuerpos de inclusion.

5. Co-expresar el complejo de chaperonas de E. coli GroESL para que ayuden al
péptido a plegarse correctamente.

6. Usar otro tipo de células eucaridticas, por ejemplo el sistema de baculovirus,
para la sobreexpresion de la enzima.

7. Introducir al gen la secuencia sefial de una proteina bacterial secretada para

hacer a la AhyBADH una proteina extracelular y facilitar asi su purificacion.
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