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INTRODUCCION

Las enzimas, con la excepcion de un grupo pequefio de moléculas de ARN catalitico, son
todas proteinas y son los catalizadores biologicos mas eficientes. Las enzimas desempefian
un papel esencial en diversos procesos bioquimicos, catalizando cientos de reacciones
quimicas, degradando nutrientes, conservando y transformando energia quimica, y
sintetizando macromoléculas bioldgicas a partir de precursores mas simples. Otra
caracteristica sobresaliente de las enzimas es que poseen un alto grado de especificidad por
su sustrato; por otra parte, funcionan en soluciones acuosas bajo condiciones medias de
temperatura y pH (Nelson y Cox, 2004). Desde luego, este extraordinario poder catalitico

es el producto de la evolucion natural.

Por la importancia que tienen en todo ser vivo, las proteinas siempre han sido objeto de
estudio. El tener un conocimiento mas profundo acerca de su estructura y propiedades
permite también conocer mas las funciones que desempefian, asi como las formas en que se

podrian modificar, y teniendo como base el conocimiento anterior, incluso mejorarlas.

Las proteinas tienen la capacidad para evolucionar y dar origen a nuevas funciones
moleculares en sistemas bioldgicos. Este proceso permite dar origen a una diversidad de
moléculas utilizando una serie de eventos, tales como el reemplazo de aminoacidos por
otros quimicamente similares; duplicacion, reclutamiento y fusion de genes. Esta ltima
parece ser mas frecuente en eucariotes que en procariotes, pero no estd completamente
restringido a ellos (Creighton, 1992). Sin embargo hay otras rutas alternas como la
oligomerizacion, splicing alternativo y modificaciones post — traduccionales, y es a través
de la combinaciéon de todas estos mecanismos los que llevan a la adquisicion de nuevas

funciones (Todd et al., 2001).

Este conjunto de modificaciones en la secuencia de aminoacidos, tienen como consecuencia
un cambio, ya sea pequeio o grande, en la estructura de la proteina. En la mayor parte de
los casos, la divergencia de secuencia y estructura son progresivas, pero los cambios

estructurales son menores que los de secuencia. Por esta razon, es posible identificar



proteinas relacionadas por similitud de secuencia, incluso si las secuencias han divergido

mas alla del reconocimiento (Lecomte et al., 2005).

La evolucion de la funcion enzimatica de los plegamientos proteicos es también un hecho
que ha sido objeto de continua especulacion. Actualmente, el continuo crecimiento de los
datos de genomas y estructuras proteicas ha revelado la notable versatilidad funcional de
algunos plegamientos proteicos, es decir, que un solo tipo de plegamiento realice multiples
funciones. Por otro lado, se observa también que mas de una solucion estructural realiza

una misma funcion, habiendo evolucionado independientemente (Todd et al., 2001).

El ejemplo mejor estudiado de la diversidad funcional de los plegamientos proteicos es el
caso de los barriles TIM. Estas proteinas fueron blanco de estudio de este proyecto,
enfocandose especialmente hacia la fosforribosil antranilato isomerasa (PRAI) y a las

Aldolasas Clase 1.

Barriles TIM

Los barriles (B/a)s, también denominados barriles TIM, son proteinas que contienen
aproximadamente 200 aminoacidos y cuya estructura consiste en una repeticion del motivo
lamina P - asa - hélice a; las laminas 3 estan en el interior del barril y las hélices a forman

la superficie del barril (Gerlt, 2000).

Los sitios activos de los barriles TIM estan siempre localizados en los extremos Carboxi —
terminal de las ldminas B (Gerlt, 2000), con los grupos funcionales del sitio activo
encontrados en las asas que conectan las laminas 3 con las hélices o (Norledge et al.,
2001). En cambio, los residuos de las asas que unen las hélices con las cadenas
subsecuentes, las cuales estan en el lado opuesto del barril, son importantes para estabilizar
el plegamiento (Figura No. 1). Esta division de funciones entre las dos caras del barril
explica que este plegamiento haya evolucionado a través de mutaciones hacia distintas
actividades cataliticas sin comprometer la estabilidad del plegamiento, y permite a la vez la
posibilidad de cambiar actividades cataliticas mediante ingenieria de proteinas y evolucion

dirigida (Urfer y Kirschner, 1992; Petsko, 2000; Sterner y Hocker, 2005).
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Figura No. 1 Division de funcion en el barril. Representacion de la Fosforribosil
Antranilato Isomerasa monomérica de E. coli. Las cadenas B se muestran en azul y las
hélices a en rojo. Imagen generada en PyMol (Delano Scientific 2004)

Durante los tltimos veinte afios, las enzimas con estructuras de barril (/a)s han generado
gran interés dentro de los estudios de ingenieria de proteinas; éstas son enzimas versatiles
que funcionan como oxidoreductasas, transferasas, liasas, hidrolasas e isomerasas (Nagano
et al., 2002; Sterner y Hocker et al., 2005), es decir, cinco de las 6 actividades reportadas
en la Enzyme Comision (EC) (Figura No. 2).

De acuerdo con la base de datos SCOP (Structural Classification of Proteins), existen 32
superfamilias dentro del plegamiento de los barriles TIM. Aproximadamente el 10% de las
proteinas con funciones enzimaticas poseen este plegamiento (Gerlt, 2000; Copley y Bork,
2000), y se ha especulado que surgieron ya sea como resultado de una evolucion
convergente a un plegamiento estable o de la evolucion divergente de una proteina
ancestral comun de la misma estructura general, que adquirié diversas habilidades mediante

procesos de mutacion al azar, recombinacion y seleccion natural (Nagano et al., 2002). Esta



ultima hipotesis es a la fecha la mas aceptada (Copley y Bork, 2000; Nagano et al., 2002;
Wise y Rayment, 2004).
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Figura No. 2 Distribucion de las actividades de los barriles TIM. El 4rea blanca, representa
a los barriles TIM que no tienen actividad enzimatica. Tomado de Nagano et al., 2002

Una caracteristica importante de los barriles TIM es que poseen una baja conservacion de
secuencia de aminodcidos; sin embargo se observa una distribucién conservada de residuos
polares, no polares y cargados. Esto hace imprescindible el analisis estructural de cada
barril, ya que permite localizar los residuos en las posiciones topologicas equivalentes que

permiten estabilizar y dirigir el plegamiento del barril (B/o)s.

Aproximadamente dos terceras partes de los barriles TIM son proteinas de un solo dominio.
El resto de estas estructuras forman homo-oligbmeros, o forman parte de complejos

multienzimaticos con mecanismos de reaccion mas complicados (Sterner y Hocker, 2005).

PRAI como modelo de estudio
Uno de los modelos proteicos estudiados en la ingenieria de proteinas en nuestro

laboratorio es la enzima N-(5 fosforribosil) antranilato isomerasa (PRAI). La versatilidad
de esta enzima reside en que se encuentra fragmentada en 2, Bio4 y Psas, separada por el
sitio de reconocimiento Cre loxP para la recombinasa del fago P1 (Mancera — Ramos,

2002).



PRAI forma parte de la ruta biosintética del triptéfano, donde tres de las cuatro enzimas
finales involucradas en este operon pertenecen a la familia de los barriles (/ot)s (Sterner et

al., 1996).

El sitio activo de PRAI se encuentra en el C — terminal del barril conformado por las asas
que conectan la ldmina B plegada 1 con la hélice a; (Bja;) y la que conecta la lamina 3
plegada 6 con la hélice o (Bs0is), ademas de un sitio de union a fosfato formado por las asas
Bra7 y Psas. Los residuos cataliticos importantes son la Cys7 y el Aspl26 ubicados

respectivamente en las asas mencionadas (Wilmanns et al., 1992).

PRALI, codificada por el gen trpF, cataliza el tercer paso en la sintesis de Trp produciendo
un rearreglo de Amadori de la conversion de N-(5'-Fosforribosil)-antranilato (PRA) a 1 -(o-
carboxifenilamino)- I-deoxirribulosa 5-Fosfato (CdRP), como se representa en la figura

No. 3.

El mecanismo general de esta reaccion involucra la protonacion del oxigeno del anillo de la
ribosa por la Cys 7 resultando en la apertura del anillo y la formacién de un intermediario
imino. Este intermediario es electrofilico debido a la carga positiva del nitrogeno, asi que la
desprotonacion del C2 por el Asp 126 puede ocurrir, llevando a la formacion de un

tautomero enol del producto, el cual rdpidamente se tautomeriza a la forma ceto, es decir el

CdRP.
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Figura No. 3 Esquema de reaccion de la enzima PRAL



La organizacion estructural de PRAI difiere ampliamente entre los organismos. En
Escherichia coli, PRAI forma parte de una cadena polipeptidica bifuncional (eIGPS: PRAI)
que cataliza también la reaccion subsecuente (indolglicerol fosfato sintasa [eIGPS]) de la
sintesis del triptofano; sin embargo, los dominios monofuncionales han sido separados
genéticamente y expresados, resultando ser proteinas monoméricas estables y con

actividades cataliticas idénticas a la de la cadena bifuncional (Eberhard et al., 1995; Sterner

et al., 1996) (Figura No. 4).
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Figura No. 4  Estructura tridimensional de la Fosforribosil antranilato isomerasa

monomérica de E. coli. Imagen generada en PyMol (Delano Scientific 2005).

Aldolasas
Las aldolasas son un grupo especifico de liasas que tipicamente catalizan la adicion

estereoselectiva reversible de un donador cetdnico a un aceptor aldehido. Este grupo de
enzimas ha sido objeto de continuo interés porque proveen un mecanismo para la

formacion de enlaces carbono — carbono en los seres vivos (Allard et al., 2001).



Mecanisticamente pueden ser reconocidas dos clases distintas de aldolasas: las de clase I y

clase 11I.

Las aldolasas clase I se caracterizan por la formacion de un intermediario covalente, el cual
es una base de Schiff protonada formada entre una lisina y un carbono del sustrato. Las
aldolasas clase II requieren de un i6n metalico divalente que estabilice los intermediarios de
la reaccion. Las aldolasas clase I y II varian en otros criterios como la afinidad por el
sustrato y el perfil de pH. Ambas clases de aldolasas comparten poco o nada de identidad a
nivel de secuencia y son aparentemente de origenes evolutivos distantes (Rutter, 1964; en
Schiirman y Sprenger, 2000). A continuacidon se describird solamente la familia de las

aldolasas clase I, ya que ésta es el objeto de interés del presente estudio.

Aldolasas Clase |
Las aldolasas clase I se pliegan en una estructura tipica de barril TIM. La localizacion del

residuo activo de lisina se encuentra en la lamina B¢ del barril (Nagano et al., 2002; Heine
et al., 2004; Copley y Bork, 2000), con la excepcion de la transaldolasa B (Jia et al., 1997)
y la fructosa 6 fosfato aldolasa (Schiirman y Sprenger, 2000), cuya lisina formadora de
base de Schiff se encuentra en la cadena B4, debido, tal vez, a una permutacién circular. Las
aldolasas clase I al igual que las aldolasas clase II, poseen un sitio de union al fosfato en el

extremo carboxilo de la ldmina ;7 (Copley y Bork, 2000) (Figura No. 5).

p1 p 2 B3 B4 s B 6 B 7 pe

F&. ALDY EC 4121

L] [¥ af E}

- Acion K

Base de Schill

Figura No. 5. Representacion esquematica de los residuos funcionales de la Aldolasa Clase
I. Las ocho cadenas y hélices estan indicadas con flechas negras y cilindros amarillos,
respectivamente. Los sitios de union al fosfato estan indicados en verde. Los residuos
acidos y basicos involucrados en la catalisis estan indicados en rojo y azul,
respectivamente. Tomado de Nagano et al., 2002.



De las 30 aldolasas, clase I y clase II, reportadas a la fecha en SCOP se describen 12
aldolasas Clase I, de las cuales se representan 10 en la Tabla No. 1. Los diez barriles son:
Dihidrodipicolinato sintasa (DHDPS), Fructosa-6-fosfato aldolasa (FSA), Fructosa 1, 6
bifosfato aldolasa Clase 1 (FBPA), 3-Dehidroquinato dehidratasa Tipo I (DHQ), 2-
Deoxirribosa—5—fosfato aldolasa (DEOC), N-acetilneuraminato liasa (NAL), 2—ceto—3—
deoxi—6—fosfogluconato aldolasa (KDPGA), Transaldolasa B (TALB). La deshidratasa
aminolevulinica (ALAD) y la 2—ceto—deoxigluconato aldolasa (KDGA) fueron localizadas
posteriormente debido a que la deshidratasa aminolevulinica es considerada una aldolasa
hibrida porque utiliza tanto una base de Schiff como un cofactor divalente; y la
deoxigluconato aldolasa es una proteina que se encuentra relacionada estructural y

mecanisticamente con la N—acetilneuraminato liasa.

En el presente proyecto se realizd un banco de asas dirigido especificamente hacia una
superfamilia de barriles TIM: las Aldolasas Clase 1. Estas enzimas poseen una caracteristica
importante: la presencia de una lisina formadora de la base de Schiff, de la cual depende su
catalisis, ésta se localiza en el extremo carboxilo terminal de la cadena B¢ a excepcion de
dos enzimas con presumibles permutaciones circulares, la transaldolasa B y la fructosa 6
fosfato aldolasa que tienen dicho residuo localizado en la cadena 4. Descrito de una
manera general, se ensamblaran sobre un barril TIM heterdlogo (la fosforribosil antranilato
isomerasa; PRAI), la lisina catalitica de la cadena B¢, y el asa 6, de estas enzimas (a
excepcion de la fructosa—6—fosfato aldolasa y la transaldolasa B, de las cuales se colocara
la lisina localizada en la B4 y los residuos correspondientes al asa 4). Vale la pena notar, en
este contexto, que en la familia de la N-acetilneuraminato liasa, Dihidrodipicolinato
sintasa, y 2—ceto—deoxigluconato aldolasa, existe un motivo conservado que se localiza en
el asa 2 y se piensa que se encuentra involucrado en la unioén a piruvato (ver mas adelante,
Barbosa et al., 2000). Esta asa también se incluira a la libreria de esta familia, con el fin de
comparar el desempefio basico de PRAI con una sola asa de aldolasa y con dos asas de

aldolasa.



Tabla No. 1 Proteinas pertenecientes a la Familia de las Aldolasas Clase I de acuerdo con la
base de datos SCOP.

ALDOLASA INTERMEDIARIO | NO.E.C. | ViA METABOLICA
FORMADOR DE
LA BASE DE
SCHIFF
3—dehidroquinato K170 B 4.2.1.10 Biosintesis de Corismato
dehidratasa.Tipo I
(DHQ)
2—deoxirribosa—5 K167 Bs 4124 Degradacion  de  deoxirribosas
fosfato aldolasa fosfato
(DEOC)
2—ceto—3—deoxi—6 K133 B 4.1.2.14 Entner Duodoroff
fosfogluconato
aldolase (KDPGA)
2—ceto-3- K155 Bs 4.1.2.29 Entner Duodoroff
deoxygluconato
aldolasa (KDGA)
Dehidratasa K195 B¢ 42.1.24 Biosintesis de tetrapirroles
Aminolevulinica
(ALAD)
Dihidrodipicolinato K161 B 4.2.1.52 Biosintesis de Lisina
sintasa (DHPDPS)
Fructosa 6 fosfato K85 By 4.1.2.- Hasta la fecha no determinada
aldolasa (FSA)
Fructosa 1, 6- K146 B 4.1.2.13 Glucdlisis
bifosfato aldolasa
(FBPA)
N-acetilneuraminato | K164 B 4133 Metabolismo de Acido Sialico
liasa (NAL)
Transaldolasa B K132 B4 2212 Pentosas Fosfato
(TALB)

Se han descrito diversas clasificaciones de las aldolasas. De acuerdo con Barbosa et al.,
2000 y Heine et al., 2004, existe una clasificacion de las aldolasas Clase I, dependiendo si
unen sustratos con grupos fosfato o carboxilatos, o ambos; mientras que Samlad y Sprenger

(2006) sugieren que pueden ser clasificadas de acuerdo con el requerimiento de nucleofilos.

Las aldolasas pertenecientes a la familia de la N-acetilneuraminato liasa (NAL):
Dihidrodipicolinato sintasa (DHDPS) y 2-ceto—deoxygluconato aldolasa (KDGA), se
encargan de unir piruvato durante la reaccion, y de acuerdo con estudios cristalograficos, la
region encargada de unirlo es el asa 2, la cual se encuentra ampliamente conservada en las

3 enzimas. (Figura No. 6)



Figura No. 6 Alineamiento estructural de las enzimas que forman parte de la familia de la
N-acetilneuraminato liasa con PRAI. Dihidrodipicolinato sintasa de E coli esta
representada de color lila; N—acetilneuraminato liasa de E coli, 2-ceto-3deoxigluconato
aldolasa de Sulfolobus solfataricus y PRAI, de color azul, rosa y amarillo respectivamente.
El recuadro azul resalta el motivo conservado en esta familia.

3-dehidroquinato dehidratasa, como sistema de seleccion
La 3-dehidroquinato dehidratasa tipo I (DHQ) es una enzima que cataliza el tercer paso en

la via de biosintesis de shikimato. Esta enzima lleva a cabo una reaccion de deshidratacion
reversible del acido 3-dehidroquinico para convertirlo en 4cido shikimico, utilizando un
mecanismo de base de Schiff, a diferencia de la dehidroquinasa tipo Il (Gourley et al.,
1999; Lee et al., 2002). La ausencia de la actividad de esta enzima en Escherichia coli,
conlleva a la falla en la sintesis de aminoacidos aromaticos, razon por la cual fue elegida
para eliminarse de la célula, con el fin de buscar esta actividad en las mutantes generadas.

(Figura No. 7)
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Figura No.7 Esquema de reaccion llevada a cabo por DHQ.

Evolucion Dirigida

El rediseiio de proteinas para obtener funciones deseadas es un area emergente muy
prometedora en biotecnologia. Este hecho ha alentado a la ingenieria de proteinas, que
mediante la evolucién dirigida, intenta imitar a la evolucion natural, teniendo los mismos

principios que ésta: variacion y seleccion (Chen, 2001).

La evolucion dirigida ha probado ser una estrategia poderosa que emplea técnicas de ADN
recombinante para disefiar funciones enzimaticas no requeridas en su medio celular original
(Stemmer y Holland, 2003). Mediante el empleo en la evolucion dirigida de ciclos
iterativos de mutacion — seleccidn, se ha tenido como resultado la obtencion de enzimas
mas estables y mds activas en un tiempo relativamente corto, desde meses a semanas

(Arnold, 1998). (Figura No. 8)

La evolucion dirigida es una herramienta que se ha utilizado con éxito, para acelerar la
adaptacion de funciones proteicas, como la estabilidad, la especificidad, o afinidad, en
condiciones extremas como temperaturas inusuales (temperaturas mas bajas o mas altas), y
en solventes organicos. Ha permitido el mejoramiento de la biosintesis de proteinas
recombinantes. La evolucion dirigida también ha dado origen a proteinas con
especificidades y actividades alteradas, interacciones moleculares mejoradas, interacciones

proteina — proteina modificadas, y vias metabolicas alteradas.



En los ultimos afios se han publicado una amplia gama de aplicaciones de la evolucion
dirigida en la investigacion y desarrollo de productos de tecnologias de ADN recombinante,
biocatalizadores, ingenieria de vias metabolicas, farmacéuticos, ¢ importantes aplicaciones
agricolas. Otra aplicacion relevante de la evolucion dirigida es la del estudio para el

establecimiento de la relacion estructura funcion en las proteinas (Yuan et al., 2005).

Los métodos aplicados en la evolucion dirigida, sin embargo, presentan serias limitantes,
tales como la eficiencia de transformacion (Saab — Rincén et al., 2005), 1a falta de métodos

adecuados de buisqueda (screening), y los minimos locales (Arnold, 1998).
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Figura No. 8 Evolucion dirigida, imagen modificada de
www.imbb.forth.gr/people/bouriotis/research.html

Las técnicas de evolucién dirigida, tales como la mutagénesis al azar y PCR sexual, imitan
a los procesos naturales de evolucion, y mejoran enzimas sin entenderlas detalladamente
(Hibbert y Dalby, 2005); ademdas aprovechan la remarcada plasticidad funcional y
estructural de las proteinas, permitiendo el rapido remodelamiento de éstas para que tengan
funciones deseadas y mejoradas. Los avances recientes en las técnicas y estrategias

utilizadas en la evolucion dirigida, incluyendo el desarrollo de nuevas estrategias genéticas



y computacionales, ademés de una creciente informacion estructural que permite a la vez
establecer un relacion estructura — funcidon, permiten desarrollar mejores estrategias que
incrementen la probabilidad de que las secuencias mutantes generadas en el proceso tengan

las propiedades deseadas (Bloom et al., 2005).

A diferencia del disefio racional, que se enfoca en un pequefio numero de variantes, los
métodos empleados para la evolucion dirigida de proteinas recaen en la generacion de una
vasta diversidad molecular por mutagénesis al azar y recombinacion. Para realizar una
busqueda apropiada en el extenso numero de moléculas generado, se utilizan métodos
como la complementacion genética o el screening para identificar las candidatas con
mejoras en el fenotipo deseado. Multiples iteraciones de este proceso conducen a la
identificacion de diversas proteinas con nuevas propiedades cataliticas, biofisicas y de

reconocimiento molecular.

En este trabajo, la evolucidon dirigida fue la estategia empleada para llevar a cabo la
translocacion de las asas de las aldolasas clase I a PRAI Se busco en las variantes de PRAI
generadas un cambio en su actividad, teniendo como sistema de seleccion una cepa de E.

coli atixotrofa de la actividad de una aldolasa, la dehidroquinato dehidratasa (DHQ).

Anticuerpos cataliticos
Un modelo de evolucidn dirigida, que resulta antecedente importante para este proyecto, es

la generacion de anticuerpos con actividad de aldolasa, similar a la de la superfamilia
Aldolasa Clase I. Esta tecnologia ha proporcionado un método para desarrollar nuevos
catalizadores proteicos que catalizan una gran variedad de reacciones (Machajewski y
Wong, 2006). Estos anticuerpos catalizan la reaccion aldélica con eficiencia comparable a
algunas enzimas naturales, y aceptan un amplio rango de sustratos. En las estructuras
cristalograficas de los anticuerpos — aldolasa, 93F3 Fab A’y 33F12, en el primero se
encontrd que el sitio activo contiene dos residuos de lisina, y uno de ellos, Lyngg, actia
como un nucleodfilo durante la reaccion alddlica; en el segundo tiene s6lo una lisina
catalitica, Lys™". La localizacion de ambos sitios activos estan en cadenas alternadas con

ambiente hidrofobico similar y estan en una orientacion opuesta. Se ha demostrado que el



evento definitivo para la enantioselectividad de los anticuerpos cataliticos es la existencia

catalitica en diferentes conformaciones (Zhu et al., 2004).

La diversidad en los anticuerpos
Un sistema de generacion de diversidad complejo, que representa un reto importante a

imitar en la evolucion dirigida y modelo para este proyecto, es la del repertorio inmune en
las células B y las células T, el cual involucra cinco mecanismos moleculares diferentes.
Este hecho responde a la “necesidad” del sistema inmune de crear una enorme variabilidad
de anticuerpos como para generar un gran numero de puntos de union diferentes y asi
reconocer a los millones de formas antigénicas presentes en el entorno (de Villartaray et al.,
2003; Roitt et al., 2000). La diversidad de las asas CDR (Complementarity — Determining
Regions), presente en la linea germinal, mas la producida al azar en las regiones CDR3,
incluyendo la mutacién somadtica; y la combinatoria de las cadenas ligeras y pesada, dan
como resultado la generacion de una enorme diversidad de anticuerpos, cada uno de ellos

con una especificidad antigénica diferente (Flajnik, 2002).

Recombinacion in vivo

Con el proposito de trabajar con los fragmentos de barriles o/p se utilizé una herramienta
de la cual se ha comprobado su viabilidad en el laboratorio del Dr. Soberon, que permite
combinar o barajar los fragmentos de PRAI. Este procedimiento permite, empleando la
recombinacion in vivo, la obtencion de colecciones con numeros de clonas ordenes de
magnitud mayores que las obtenidas por su simple expresion por separado en una misma
c¢lula (Fuentes — Gallego, P., 2002; Soberdn, et al., 2004). Esta estrategia puede ser
utilizada en la evolucion artificial de las proteinas, y se asemeja, ademas, a la
recombinacion entre exones, un fendmeno clave en la evolucion natural de estas
biomoléculas (Fisch et al., 1996). Una ventaja que ofrece este método es que se puede
llegar a superar la baja diversidad obtenida mediante las ligaciones y transfecciones. Esto
es, la recombinacion in vivo se ha propuesto como una alternativa para la creacion de
grandes librerias y ha resultado ser un método eficaz para aumentar la eficiencia de

transformacion en el laboratorio (Zahra et al., 1999).



En la recombinacion in vivo se llegan a obtener librerias de 10'* a 10'? variantes; este nivel
de diversidad es practicamente imposible de obtener con métodos estdndar de creacion de
librerias, dado que las librerias 100 veces menores requieren cientos de transfecciones para
poder realizarlas. La recombinacion in vivo emplea un solo vector fagémido que contiene
dos sitios lox P, y dicha recombinacion es catalizada por una Cre recombinasa. Este sistema
ha sido exitosamente empleado para recombinar cadenas ligeras y pesadas de una libreria
de anticuerpos in vivo (Sblattero y Bradbury, 2000). En este laboratorio se ha extendido
para utilizarlo en la generacion de librerias de enzimas (ver figura No. 9), especificamente
en un barril TIM, empledndose para crear un sistema genético que permita la obtencion de
grandes librerias de variantes e incrementar la utilidad de un barril TIM en estudios de

evolucion dirigida (Saab — Rincon et al., 2005).
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Figura No. 9 Esquema del experimento de recombinacion. Dos fagémidos conteniendo las
variantes de PRAI con las asas 2 y 6, y son agregados a una cepa bacteriana que expresa la
Cre recombinasa, la regién amarilla corresponde al sitio loxP.



RESUMEN

El disefio de enzimas con nuevas funciones es el reto mas importante en la ingenieria de
proteinas. En este trabajo se incorporaron dos conjuntos de asas de enzimas pertenecientes
a la familia de las Aldolasas Clase I, todas las cuales tienen un plegamiento de barril TIM,
sobre la Fosforribosil Antranilato Isomerasa (PRAI); ademas, se adicionaron mutaciones
puntuales para el ajuste de estos elementos funcionales. Usando este metodo, fuimos
capaces de observar que las variantes resultantes perdian completamente la actividad
original de PRAI. En los ensayos de complementacion en la cepa auxétrofa de la
Dehidroquinato Dehidratasa (DHQ) no se encontré ninguna variante activa; sin embargo
fue posible observar que al menos una de las variantes fue localizada en la fraccion celular
soluble. Como paso final en este proyecto, “reconstruimos” los pequefios bancos generados
con el fin de incrementar la eficiencia durante la recombinacion de estas variantes. Estas
construcciones seran puntos de partida para realizar una mejor exploracién del espacio de

secuencia y generar repertorios mas numerosos de variantes recombinadas.

ABSTRACT

The design of enzymes with new functions is the most challenging goal in protein
engineering. In this work we incorporated two sets of loops from Class | Aldolase enzymes,
all of which have a TIM barrel fold, onto Phosphoribosyl Anthranilate Isomerase (PRAI);
furthermore, we added point mutations to adjust these functional elements. Using this
method, we observed that the resulting variants completely lost their original activity
(PRAI). During genetic complementation essays in the Dehidroquinase Dehidratase (DHQ)
auxotroph strain; we were not able to find any active variant; however it was possible to
locate a variant in the soluble cell fraction. As a final step in this project, we “rebuilt” the
original constructs mini banks in order to increase the efficiency during the recombination
of these mutants. These constructions will be starting points to do an improved sequence

space exploration and to generate larger repertoires of recombined variants.



ANTECEDENTES

La diversidad natural y la diversidad al azar
Actualmente los cambios de actividad y de especificidad de sustrato para buscar nuevas

actividades enzimaticas se han convertido en el reto mas importante de la ingenieria de
proteinas. Esto se da en un contexto de notable incremento del conocimiento estructural de
las proteinas, permitiendo ademads incorporar algunos elementos de disefio en los cambios

en las secuencia aminoacidica y en la arquitectura del sitio activo.

Es también muy importante destacar que la diversidad de las secuencias naturales nos
provee de una fuente de variacion muy importante, ya que ésta ha sido probada y
comprobada a través del tiempo, siendo el producto de la evolucidon natural (Minshull y

Stemmer, 1999).

Por lo anterior, hemos pensado que la diversidad de las asas cataliticas de los barriles TIM
es una importante area de estudio, no sélo porque, al igual que en el extremo carboxilo de
las cadenas 3, en ellas se concentran los residuos cataliticos de la enzima, sino también por
el hecho de que han sido seleccionadas bajo distintas presiones evolutivas, y han resultado
ser las mas adecuadas para la actividad de la enzima en el contexto de la supervivencia del
organismo. La creacion de una biblioteca de asas de barriles TIM, aldolasas clase I, nos
permitira conocer si la generacion de diversidad a partir de secuencias naturales ya
existentes puede resultar en la modificacion de la actividad de una proteina con el mismo

plegamiento pero con catélisis diferente.

La diversidad natural puede ser introducida mediante diversos métodos, siendo el mas
importante el barajeo de ADN (DNA shuffling) (Stemmer, 1994) y ¢l SIAFE (Park et al,
2006). En este ultimo se realizan cambios estructurales mds grandes mediante la
movilizacion de asas cataliticas, logrando mejorar significativamente la efectividad de la

evolucion dirigida, produciendo un caso exitoso y alentador dentro de ésta.



Migracion catalitica
Hemos denominado migracion catalitica al proceso donde se realizan una serie de

modificaciones en una enzima, dando como resultado un cambio en la actividad de ésta, sin
afectar su estructura fundamental. Dichas modificaciones pueder ser desde mutaciones
puntuales hasta mutaciones que involucren la movilizacion de estructuras secundarias

proteicas.

Actualmente, en el laboratorio del Dr. Xavier Soberdn se lleva a cabo un proyecto que
intenta llevar a cabo la migracion catalitica de un grupo de proteinas que presentan la
estructura de barril (B/a)s, mediante la creacion de bibliotecas de asas de estas enzimas. En
dicho proyecto se estan ensamblando las asas de 8 barriles TIM con diferentes actividades,
pertenecientes a otras superfamilias. Se han construido los primeros bancos de asas, los

cuales incluyen a las asas 2, 4 y 6 de las ocho enzimas seleccionadas.

El incremento del conocimiento estructural de las proteinas ha permitido disefar cambios
en la secuencia aminoacidica y en la arquitectura del sitio activo, incrementando
considerablemente la posibilidad de realizar cambios de especificidad de sustrato y
migracion catalitica. A continuacidén se presentaran algunos trabajos realizados, por otros
grupos de investigacion, relacionados con este proyecto anteriores a su inicio, y los que se

publicaron posteriomente serdn presentados en la discusion.

El grupo de Joerger et al., (2003) realizO mutaciones sitio dirigidas para hacer una
migracion catalitica de la N—acetilneuraminato liasa (NAL) para que realizara la actividad
de dihidrodipicolinato sintasa (DHDPS). Ambas enzimas comparten un paso catalitico. La
nueva actividad fue introducida mediante disefio racional en la estructura del NAL. Se
observé un incremento en la actividad de DHDPS de 19 veces definido para la constante de

especificidad, con una sola mutacion.

Por otro lado, Leopoldseder et al., (2004) mutageniz6 a saturacion el acido aspartico 127 y
130 de las proteinas HisA e HisF, respectivamente, de Thermotoga maritima para

confirmar si existia un cambio en la catalisis de ambas enzimas hacia la actividad de PRAI



(trpF fosforribosil antranilato isomerasa), observando que se obtiene dicho cambio so6lo
cuando se sustituye con una valina, probablemente porque modifica la carga negativa de
esas posiciones y permite la entrada del sustrato al sitio activo de estas enzimas. Este
hallazgo permiti6 establecer que PRAI, HisA e HisF son probables descendientes de un

ancestro comun.

Otro estudio importante sobre la migracion catalitica es el realizado por Peimbert et al.,
(2003), donde se exploro la posibilidad de cambiar la catalisis de una DD transpeptidasa en
una 3 — lactamasa. Ambas enzimas comparten el mismo plegamiento, pequenas firmas en el
sitio activo y mecanismo de acilacion. La migracion catalitica se logré6 mediante una
estrategia que combinaba la evolucion dirigida con la ingenieria de proteinas la
mutagénesis en 3 sitios localizados en el sitio activo, resultando en un aumento de 10 veces
en la resistencia a cefotaxima debido a la actividad de lactamasa adquirida por la enzima

mutante.

Recombinacion in vivo
En nuestro grupo se ha desarrollado un sistema de variabilidad por recombinacion in vivo

mediante la interrupcion del gen de la fosforribosil antranilato isomerasa (PRAI) de E. coli,
la cual fue obtenida por cortes en tres diferentes posiciones para producir fragmentos con
distintas combinaciones de subunidades (f/a). Estas construcciones fueron hechas para
comprobar la complementacion in Vivo en un sistema separado de expresion
fagémido/plasmido y fue adicionado un zipper de leucina para reforzar la interaccion de

dichas construcciones (Soberon et al., 2004).

En estudios posteriores, los fragmentos que corresponden a las mitades de PRAIL, PBios y
Bsos, han permitido realizar estudios de recombinacién in vivo arrojando resultados
alentadores al aumentar la eficiencia de transformacion y obtencion de mutantes

recombinadas (Saab — Rincoén et al., 2005).

La recombinacion se ha propuesto como una alternativa para la obtencion de grandes

bibliotecas. En un inicio, fue utilizada para generar variantes de cadenas de anticuerpos, y



actualmente, se han reportado estudios que muestran la enorme fuente de variacién en este
sistema (Zahra et al., 1999; Sblattero y Bradbury, 2000). Recientemente se utilizd en PRAI
(Mancera — Ramos, 2002; Saab — Rincon et al., 2005). Las recombinasas, es decir, las
enzimas encargadas de catalizar la recombinacion que se han utilizado para llevar a cabo
dichos estudios, solo son dos: la recombinasa del fago lambda, en el caso para recombinar
Fabs, y la Cre recombinasa del fago P1, la cual forma parte del sistema del recombinacion
mas usado. Este Gltimo sistema estd compuesto por s6lo dos componentes: dos sitios de
reconocimiento lox P, el cual es una secuencia constituida por dos secuencias invertidas de
13 bp y una secuencia central de 8 bp, y la recombinasa Cre. El sistema creado por
Sblattero y Bradbury (2000) emplea un sitio lox P mutado que impide la completa escision

del fragmento del péptido que se desea recombinar, y permite el barajeo de éste.



HIPOTESIS

La biblioteca de las asas 2 y 6 de aldolasas clase I, incorporadas a PRAI, tendra una mayor
probabilidad de generar variantes funcionales que la biblioteca de mutantes de PRAI con

una sola asa.

OBJETIVOS

General
Comparar bibliotecas de variantes de las asas de la familia de las Aldolasas Clase I

incorporadas a la Fosforribosil antranilato isomerasa (PRAI) que complementen en la cepa

de E. coli auxoétrofa de la actividad Dehidroquinato Dehidratasa (DHQ).

Particulares

1. Realizar la variante de PRAI que posee la sustitucion Valina 124 - Lisina.

2. Obtener un banco de secuencias de ADN de las asas 2 y 6, mas las secuencias que
adaptan el asa a PRAI

3. Generar mutaciones en el segundo residuo del extremo amino del asa 6 de los
diferentes barriles.

4. Incorporar diversidad al azar en la region carboxilo del asa 2.

5. Obtener una biblioteca de variantes de PRAI con las asas incorporadas de las
aldolasas Clase I por medio del sistema de recombinacion in vivo Cre — lox P.

6. Seleccionar las clonas positivas en las cepas de seleccion JIM101 AaroD y JM101
AtrpF.

7. Comparar las eficiencias de las bibliotecas.



MATERIALES Y METODOS

Diseiio del Banco de Asas de las Aldolasas Clase I
Se realizd una busqueda para encontrar a las proteinas pertenecientes a las aldolasas Clase

I. De acuerdo con la base de datos SCOP (Structural Classification of Proteins,
http://scop.mrc-Imb.cam.ac.uk/scop/), dentro de la superfamilia de las aldolasas, la familia
de las aldolasas Clase I se encuentra representada por 8 “dominios proteicos”.

Las estucturas de los 10 barriles TIM aldolasas clase I seleccionados fueron obtenidas del

Protein DataBank.

Disefio de oligos para el banco de asas
Se realizaron alineamientos estructurales de las hojas B, y B¢ de las aldolasas contra PRAL,

utilizando el programa Insightll 2000 (Accelrys). Esto es con el fin de comparar la
homologia estructural de las aldolasas y nos permitié disefiar los oligonucleotidos que

correspondieron a las secuencias de las asas 2 y 6 de las Aldolasas Clase 1. (Figura No. 10)

Figura No. 10 Alineamiento estructural de las B¢ de Aldolasas Clase I con la ¢ de PRAL
PRAI se encuentra coloreada de azul cian, la dihidrodipicolinato sintasa, la 2 ceto



deoxigluconato aldolasa y la n—acetilneuraminato liasa de azul intenso, violeta y rosa
respectivamente; la deoxirribosa fosfato aldolasa de amarillo, la transaldolasa B de verde
intenso, la deshidratasa aminolevulinica de verde claro, la fructosa bifosfato aldolasa de
naranja y la fructosa 6 fosfato aldolasa de rojo. La flecha roja indica la localizacion de la
sustitucion de la Valina 124 de PRAI por una lisina, la que forma la base de Schiff
localizada en esa posicion en las aldolasas.

Se sintetizaron 3 oligonucle6dtidos especificos para cada asa, y 2 oligonucleotidos que
sirven como adaptadores a PRAI generales. Los 3 primeros corresponden: uno, a la
secuencia del asa, el segundo oligo hibrida con el ancla izquierda y el asa, el tercer oligo
hibrida con el oligo del asa y el ancla derecha. Las anclas o adaptadores corresponden a la 3

plegada de PRAI y a la hélice o de PRAI (Tabla No. 2).

Tabla No. 2 Oligonucledtidos Sintetizados para el Ensamblaje de Asas de Aldolasas Clase
I. Las letras en negritas dentro de la secuencia nucleotidica corresponden al sitio
mutagenizado.

Oligos Asa 2 de aldolasas 55— 3
B2 Ancla TAC GGT GGG TTG ATT TTT

A2 Ancla GTT GAA CAG GCG CAG GAA G

DHDPS2 GGC ACC ACC GGC GAG TGC GCT ACC CTG AAC CAT NNS GAA
Band Aid Izq CTC GCC GGT GGT GCC AAA AAT CAA CC

Band Aid Der

CGC CTG TTC AAC TTC SNN ATG GTT CAG GGT

KDGA2 GGC ACC ACC GGC CTG GGC CCG AGC CTG AGC CCG NNS GAA
Band Aid Izq CAG GCC GGT GGT GCC AAA AAT CAA CC

Band Aid Der CGC CTG TTC AAC TTC SNN CGG GCT CAG GCT

NAL2 GGC AGC ACC GGC GAA AACTTC ATG CTC AGC ACC NNS GAA
Band Aid Izq TTC GCC GGT GCT GCC AAA AAT CAA CC

Band Aid Der CGC CTG TTC AAC TTC SNN GGT GCT GAG CAT

Oligonucleodtidos Asa 6 de aldolasas

Aldolasa Secuencia nucleotidica 5°—3

B6 Ancla GTC CAG TTT ATA TTT ATC AAC GTG C

V—-K

A6 Ancla GA TTG ACC ATT TAA TAG TGA CCA

DHQ CAC ATC GTA TTT GCT CTG SNN GAT MPQSKHDV
BADHQ Der TAT AAA CTG GAC ATG NNS CAG A

BADHQ Izq AAA CAT GAT GTG TGG TCA CTA TTA

DEOC CGC GTT CAC CGC CAC TTT SNN GGT TGKVAVNA
BADEOC Der | TAT AAA CTG GAC ACC NNS AAA GTG

BADEOCIzq | CG GTG AAC GCG TGG TCA CTA TTA

ALAD ATA CGC GCC SNN CGG PAGAY




BALAD TAT AAA CTG GAC CCG NNS GGC GCG TAT TGG TCA CTA TTA

DHDPS CAG GTT SNN TGT TGNL

BADHDPS6 | TAT AAA CTG GAC ACA NNS AAC CTG TGG TCA CTA TTA

KDPGA GCC GTT AGC TTC SNN CGG PAEANG

BAKDPGA TAT AAA CTG GAC CCG NNS GAA

Der

BAKDPGA CT AAC GGC TGG TCA CTA TTA

Izq

KDGA GAT GTT SNN AAT IENI

BADKGAG6 TAT AAA CTG GAC ATT NNS AAC ATC TGG TCA CTA TTA

FSA CTC CGC SNN CAC VTAE

BAFSA TAT AAA CTG GAC GTG NNS GCG GAG TGG TCA CTA TTA

FBA GGC GAT TTC TTC CGG GGT GTT TTT TTT GGC GCT CTG GCC PNMVTAGQSA
GGC GGT AAC CAT SNN CGG KKNTPEEIA

BADFBA Der | GAT AAA TAT AAA CTG GAC CCG NNS ATG GTT ACC GCC GG

BADFBA Izq | AAC ACC CCG GAA GAA ATC GCC TGG TCA CTA TTA AAT GG

NAL GAG ATC SNN GCT SGDL

BANALG6 TAT AAA CTG GAC AGC NNS GAT CTC TGG TCA CTA TTA

TALB CTG CCA SNN CGA STWQ

BATALB TAT AAA CTG GAC TCG NNS TGG CAG TGG TCA CTA TTA

Para ensamblar las asas de las aldolasas clase I, los oligos se hibridaron y ligaron para asi

poderlos utilizar como kiloprimer en una reaccion de PCR con (Figura No. 11).
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Figura No. 11 Representacion de los oligonucleotidos que se sintetizaron para ensamblar
las asas de las aldolasas. a) Ensamblaje del Asa 2, el kiloprimer sera utilizado para hacer
una PCR con megaprimer e incorporar las asas 2 a PRAI. b) Ensamblaje del asa 6 de de las
aldolasas.

l

Ensamblaje de kiloprimers

La sintesis de oligonucledtidos se realizo en la Unidad de Sintesis y Secuenciacion del
Instituto de Biotecnologia — UNAM. Posteriormente, los oligonucléotidos fueron
purificados en un gel de acrilamida 15% Urea 7M.

Los oligonucleotidos purificados fueron quinados utilizando por cada 500 pmoles de

oligonucle6tido 10 unidades de Polinucledtido Quinasa (PNK, New England Biolabs)




durante 1 hora a 37°C, posteriormente se inactivo la enzima durante 20 minutos a 65°C y se
precipitd el ADN con 1 — butanol y asi poder llevar a cabo la ligacion libre de quinasa.

Después de quinar los oligonucledtidos, se probaron dos formas para hibridarlos: una en un
solo tubo y la otra por “lados”. Ambas hibridaciones tuvieron buenos resultados. La
temperatura que se empled para hibridarlos fue una rampa de 15°C a 30°C. El programa

utilizado fue el siguiente:

20 C 30s

25 C 30s

30 C 30s Hibridacion y ligacion
25 C 30s —5X

20 C 30s

15 C 458

15C 10 min
16 C Ovemight

Al finalizar el cuarto ciclo, se agreg6 la T4 ADN ligasa, incubando la reaccion a 16° C
durante toda la noche, posteriormente se analizaron las ligaciones en geles de
poliacrilamida al 15%, 7 M Urea, teniendo como controles oligonucledtidos
proporcionados por la Unidad de Sintesis del IBT. Cuando se verifico el peso molecular del
kiloprimer, se procedido a hacer geles preparativos y purificar la banda de interés.
Posteriormente se comprobo la extraccion exitosa del oligonucleotido, y se realizaron las

PCR’s con megaprimer y asi incorporar las asas al gene de PRAI.

Incorporacion de las asas a PRAI: PCR con Megaprimer
Con el fin de incorporar las secuencias al gene, la PCR con megaprimer se realizé en dos

reacciones. La primera reaccion para ensamblar el asa 2 tenia las siguientes condiciones:
1X Buffer de PCR Pfu, 2,y dNTPs, 20 pmol/uL. Primer Sall, 20 pmol/uL Kiloprimer
ensamblado, 30,, de ADN templado y 3 unidades de Pfu. El programa de PCR utilizado fue
95°C durante 5 minutos de desnaturalizacion inicial, después 5 ciclos de 95°C durante 30s,
45°C durante 30s y 72°C durante 30s, 20 ciclos de 95°C durante 30s, 55°C durante 30s y
72°C durante 1 minuto, para la extension final, se utilizé una temperatura de 72°C por un
lapso de 10 minutos. El producto se analiz6 en geles de agarosa al 1% y se procedid a
purificar la banda del peso deseado mediante el kit High Pure Extraction PCR Product y el

producto obtenido, se utiliz6 como primer en la segunda reaccion. Para la segunda reaccion



de PCR, el oligo de PRAI es HindIII y la temperatura de alineamiento en los primeros 5

ciclos disminuye a 40°C y en los tltimos 20 a 50°C. (Figura No. 12)

Oligo 2602 HindIII 34nt
5’ 3’
A TGA CAG TCC GAA GCT TCA GGA GGG GTG TTG ATG

Oligo 2599 Sall 31nt
5’ 3
TAC GAA GTT ATG GTC GAC CCT CCT GCT GGC A

Oligo 2600 Nhel 33nt

5ATT GGT TTG CCG CTA GCT CAT TAA TAT GCG C(?

La primera reaccion de PCR para ensamblar las asas 6 de las aldolasas tenian las mismas
condiciones de reaccion a excepcion del oligo que amplifica desde la B plegada de PRAI,
que es el primer HindlIIl, y las temperaturas de alineamiento durante el programa de PCR,
las temperaturas fueron: durante 5 ciclos de 50°C y durante 20 ciclos de 60°C. Los
productos fueron analizados en geles de agarosa al 1%, fueron purificados con el kit High
Pure Extraction PCR Product, el ADN obtenido se utilizO como primer en la segunda
reaccion. La segunda reaccion tiene las mismas temperaturas de alineamiento que la
primera, y se utiliza el primer Nhel de PRAI para llevar a cabo la amplificacion.

El producto fue digerido con HindIII — Sall y HindIII — Nhel, con el objetivo de clonar las
mitades de PRAI por separado en pDANS AXhol y asi llevar a cabo la recombinacion de
las asas de las aldolasas, teniendo representadas la mayor parte de las variantes generadas
por la mutacion al azar introducida en la base del asa. Se extrajo ADN de plasmido y se

enviaron a secuenciar 5 clonas por asa para verificar si el ensamblaje del asa fue correcto.
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Figura No. 12 Estrategia para la incorporacion de las dos asas a PEIAI. a) Asa2yb)asab.

Con el fin de mejorar los resultados obtenidos con el banco anterior, es decir, eliminar la
mayor cantidad de mutantes no deseadas, se procedio a realizar PCR’s con megaprimer
utilizando como templado clonas ya secuenciadas, y que no tuvieron mutaciones
adicionales a la deseada; se utilizaron los oligonucleétidos que correspondian a la curita o
band aid que contenia el sitio de mutagénesis a saturacion, y los que flanqueaban el gen de

PRALI (Figura No. 13).

Oligo 2601 Xhol 31nt
5’ 3
TAC GAA GTT ATC CTC GAG CGG TGG CCATGT T

Oligo 2030 Distall PRAI 25 nt
5’ 3 2
GTG ATG GCT GCG GCA CCGTTG CAGT

Oligo 2031 Distal2 PRAI 27nt
5’ 3’
CTG CAT GGT AAT GAA GAA CAG CTG TAT

loop 2

a) Crelox® PCR 1
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Figura No. 13 Mejoramiento del banco. A) Asa 2, se empled el oligo Band Aid Derecha
para volver a introducir la mutagénesis a saturacion, B) Asa 6, se emplearon las Band Aids
donde se encontraba la mutagénesis a saturacion

Generacion de la variante PRAI V124K
Como control fue necesario construir una variante de PRAI con una Lisina colocada en una

localizacion similar a la de las aldolasas. Se sintetizO un primer con la secuencia que
contiene el cambio puntual de la Val 124 de PRAI por una Lisina. Las letras marcadas con
negritas es donde se encuentra la mutacion. La incorporacion de la lisina fue llevada a cabo

mediante PCR con megaprimer, de acuerdo con las condiciones descritas.

Oligo 604 PRAI V124K 36nt

5’ 3
GGC CGT TGT CCA GTT TAT ATT TAT CAA CGT GCT GA

Reacciones de restriccion
Vector

El vector pDANS5 AXhol se digiri6 con las enzimas HindIIl y Sall para clonar la mitad
Biay, y Xhol y Nhel para Bsas.

Se empled por cada unidad de enzima 1 pg de pPDANS AXhol, dichas reacciones fueron
llevadas a cabo durante 12 horas a 37°C. Una vez transcurrido dicho lapso de tiempo, se
procedid a hacer una purificacion de ADN a partir de geles de agarosa. Posteriormente, se

cuantificé el ADN recuperado.



La digestion con HindIII y Sall fue secuencial debido a la incompatibilidad de los buffers

de reaccion.

Restriccion de productos de PCR

La digestion se realizd después de concentrado el producto de PCR de las mitades. La
mitad Pjos se digirio6 de manera secuencial al igual que el vector. Las reacciones de
restriccion se realizaron a 37°C por 12 horas. Después de este tiempo, se procedid a limpiar

el ADN digerido con el kit High Pure PCR product de Roche.

Reacciones de ligacion
Las reacciones de ligacion se llevaron a cabo utilizando una relacion molar inserto — vector

de 3:1. Las condiciones fueron las siguientes: 1X Buffer T4 ADN Ligasa (50 mM Tris —
HCI, 10 mM MgCl,, 10 mM DTT, 1 mM ATP, 25 pg/mL BSA pH 7.5), vector digerido,
inserto digerido, 400 u de T4 ADN Ligasa. La ligacion se realizé a 16°C durante 12 horas.
Luego, se precipitd la ligacion con 1 — butanol mezclando por vortexeo, después se
centrifug6 a 14 000 rpm durante 10 minutos. La pastilla se lavo con etanol absoluto frio y
se centrifugd a 14 000 rpm durante 3 minutos. Finalmente la pastilla se resuspendi6 en 20

uL de H,O milliQ estéril.

Electroporacion
Se emplearon células E. coli XL1 Blue para introducir el vector. Se probaron distintas

concentraciones de ADN ligado para obtener el mayor nimero de electrotransformantes
posibles. Se utilizd una concentracion de 375 ng de ligacion por cada celda de
electroporacion. Cada celda se sometié a un voltaje de 1.8 kV, las células se recuperaron
inmediatamente en medio SOC (Sambrook et al., 1989) y se incubaron durante 1 hora a
30°C a 250 rpm. Posteriormente se espatuld en medio LB con ampicilina (100 pg/mL) 1 pL
de las células y se incub6 a 30°C durante 16 horas, contandose las colonias obtenidas. El

resto de las células fue guardado a 4°C para llevar a cabo los experimentos posteriores.

Busqueda de clonas positivas
Se realizaron reacciones de PCR de colonia para buscar las clonas que contuvieron el

inserto, se picaron colonias y se resuspendio cada una en un tubo para PCR que contenia 20



uL de H,O milliQ estéril. Se agregaron los reactivos para PCR en las siguientes
concentraciones: 1X Buffer de PCR, 2 mM MgCl,, 0.2 mM dNTP’s, 20 pmol de cada
primer, 2 unidades de Taq ADN Polimerasa, en un volumen final de 50 uL. El programa de
PCR empleado fue 95°C durante 30 segundos de desnaturalizacion, 55°C de alineamiento
de los primers, 72°C durante 1 minuto de extension; y una extension final de 10 minutos a
72°C, con 25 ciclos de amplificacion. Estas reacciones fueron llevadas a cabo en iCycler de

BioRad. Los productos de PCR fueron analizados en geles de agarosa al 1%.

Obtencion de ADN plasmidico
Las clonas que tuvieron el inserto fueron crecidas en medio LB liquido con el antibiotico de

seleccion. E1 ADN plasmidico se purifico a partir de dicho cultivo mediante el High Pure
Plasmid Isolation Kit de Roche. La metodologia consiste en lisar las células en un medio
alcalino, remover el RNA vy los restos celulares. E1 ADN plasmidico presente en la fraccion
soluble se retiene al pasar por las columnas y finalmente este es el ADN que se recupera

eluyéndolo con buffer bajo en sales.

Secuenciacion de los plasmidos
La secuenciacion de los plasmidos / fagémidos con inserto fue realizada con el apoyo de la

Unidad de Sintesis y Secuenciacion del Instituto de Biotecnologia — UNAM.

Recombinacion del banco de las mutantes
Obtencion de fago helper R408

Se obtuvo mas fago helper R408 siguiendo el protocolo descrito de Alta multiplicidad de
infeccion por Sambrook et al., 1989. Este protocolo se utilizé con el fin de infectar células
con el menor volumen de fagos posible, posteriormente, se tituld el numero de fagos,

obteniéndose aproximadamente 2 x 10'' fagos por mL.

Obtencion de ADN infectivo

Las células resultantes de la electroporacion fueron inoculadas, cada mitad por separado en
40 mL de medio liquido 2XYT suplementado con ampicilina, incubandose hasta obtener
una O. D. 600, de 0.5, es decir 5 x 10® células por mL. Estas células se infectaron con una
proporcion de fago helper: célula de 20 a 1, esto es para aumentar la eficiencia de la

infeccion; una vez que se infectd con el fago helper, se incubd el cultivo a 37°C sin



agitacion durante 30 minutos. Ya transcurrido este lapso de tiempo, se incubd en agitacion
a 250 rpm a 30°C por 16 horas. Posteriormente se precipitaron los fagémidos y se titularon

utilizando medio LB con antibiotico.

Recombinacion in vivo
Después de haber titulado el nimero de fagémidos, se crecio la cepa Cre+ en 2mL de 2xYT

en agitacion a 37C hasta una ODgy = 0.5, infectando posteriormente con el fago a
recombinar con una MOI 200:1, una 100:1 por el fago de cada mitad. Se dejo reposar 30
minutos a 37°C para después agregar ampicilina. Después se incubd el cultivo a 30°C
durante 8 horas. Transcurrido dicho tiempo se agregaron 38 mL mas de medio y se dejo
creciendo hasta obtener una una ODgyy = 0.5. Se rescataron los fagémidos agregando fago
helper en una proporcion 20 a 1, se dejo reposar 30 minutos a 37C y se incubo 12 horas a

30°C. Finalmente se recuperaron los fagos.

Construccion de Cepas de Seleccion
Se disefiaron oligonucledtidos para hacer la remocién cromosomal del gene aroD que

codifica para la enzima dehidroquinato dehidratasa. La estrategia a utilizar es la propuesta
por Datsenko y Wanner (2000).

La estrategia es la siguiente, se diseid6 un par de iniciadores: cada iniciador tiene una
longitud de 59 y 58 nt, sentido y antisentido respectivamente. Cada uno tiene una region de
39 nt que hibrida ya sea con el inicio de transcripciéon o con el codon de paro del gene

(negritas). Ademas se adicionaron 20 y 19 nt que hibridan con los sitios FRT.

Oligonucleodtido 1082 para la remocion del gene aroD Fw 59nt

5 3
TGA CAG GCT GAC CGC GTG CAG AAA GGG TAA AAA ATG AAA ATT CCG
GGG ATC CGT CGA CC

Oligonucleodtido 1083 para la delecion del gene aroD Rev 58nt

5’ 3’
GCG GGG AGG GTG TTC CCG CCG AAA TAT TAT TGC TTA TGC TGT AGG
CTG GAGCTGCTTC

El templado es un plasmido que codifica para el gene que confiere la resistencia a

apramicina, dicho gen esta flanqueado por los sitios FRT. El producto de PCR se purifico,



por el método ya descrito, y posteriormente, se digiere con la enzima Dpnl, con el fin de
eliminar el ADN silvestre, es decir, el que no tiene los fragmentos que corresponden al gen
a eliminar (Figura No.14a).

Una vez purificado el producto de PCR, se indujo la expresion de la A Red recombinasa en
las células receptoras, para facilitar la insercion del casete dentro del cromosoma, y se
electropor6 el producto de PCR, se seleccionaron las colonias que tuvieron la resistencia a
apramicina y se procedié a hacer una reacciéon de PCR de colonia (Figura No. 14b). El
tamafio esperado para la insercion del casete es de 1939 pb, asi que cuando se obtuvo dicho
producto, se prepararon células competentes para introducir un plasmido que exprese la
FLP recombinasa, con el fin de eliminar la resistencia introducida (Figura No. 14c).
Después de introducir el plasmido, se selecciond por medio de sensibilidad a temperatura y
se volvieron a hacer reacciones de PCR de colonia para verificar la pérdida de la
resistencia, utilizando un programa de PCR que permitio el alineamiento de los
oligonucleotidos: 95°C 10 minutos por un ciclo, 95°C 3 minutos, 65°C 3 minutos y 72°C 3
minutos, por 5 ciclos; y 95°C durante 1 minuto, 62°C 1 minuto y 72° 1 minuto, por 20

ciclos. Empleando los siguientes iniciadores:

Iniciador 1092 Verificacion Delecion aroD Fw 25nt
ZAC CCCTTG AGA ATG AATCATTGG T ’
Iniciador 1093 Verificacion Delecion aroD Rev 25nt
éTT CCA GAA TAC CGC CGC CAG CGCC ’

Finalmente se prepararon ensayos de complementacion.
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Figura No. 14 M¢étodo descrito por Wanner y Datsenko (2000). a) Disefio de
oligonucleotidos, las flechas coloreadas de verde corresponden a las regiones de los
iniciadores que hibridan con el gen b) Introduccion del Casete en JM101, y c¢) Eliminacion
de la Resistencia.

Ensayos de complementacion fenotipica
Los ensayos de complementacion se llevaron a cabo en medio minimo sélido y en medio

liquido, ya que el medio LB es un medio rico y no permite evaluar si las mutantes
generadas realizan la actividad que la cepa carece. Los cultivos se incubaron hasta tener
una D. O. de 1.0 a 600,,, las células se lavaron 3 veces con PBS1X. Al final se
resuspendieron de nuevo, se midio la D. O. 600,, y se hicieron diluciones hasta tener 100
células en la ultima dilucion. Las células se incubaron a 30° C durante el tiempo que fue

necesario para observar o no crecimiento.

Expresion de la proteina recombinante
La expresion de la proteina PRAI V124K, se realizd con el vector pGEX 4T1 (Amersham),

se subclond la construccion, y se hicieron cinéticas de expresion. Dichos ensayos se
realizaron en la cepa E. coli BL21 (Stratagene), induciendo la expresion con Isopropil B-D-

1-tiogalactopiranosido (IPTG) ImM.



RESULTADOS
Construccion de JM101 AaroD

En la actualidad se han generado cepas mutantes de actividades de las aldolasas
dehidroquinato dehidratasa (aroD), dihidrodipicolinato sintasa (dapA) y transaldolasa B
(talB). La cepa AB28438, la cual es mutante de aroD, fue generada por mutagénesis quimica
(Pittard y Wallace, 1966), mientras que las dos restantes AT997 (AdapA), y LJ101
(AtalB:talC), fueron generadas por el método de Link et al, 1997. Uno de los objetivos
primarios de este trabajo es la formacion de bancos de millones de variantes y ser capaz de
hacer un seleccion de éstas mediante el uso del sistema fagémido — plasmido ya
mencionado, por lo que fue necesario construir una propia cepa de seleccion que contenga
de modo nativo el factor F’, el cual codifica para la sintesis del pili bacteriano necesario
para la infeccion posterior con el fago.

La actividad que se plane6 eliminar fue la de Dehidroquinato dehidratasa (aroD), ya que se
encuentra involucrada en la biosintesis de corismato (precursor de aminoacidos
aromaticos), por lo que es facil de verificar la auxotrofia.

La construccion de la cepa JIM101 AaroD, que carece de la actividad DHQ, se realizé de
acuerdo con el método descrito por Datsenko y Wanner (2000), el fenotipo de la cepa fue la
ausencia de crecimiento en medio minimo sin aminodcidos aromaticos, y posterior
secuenciacion de la “cicatriz” producida por la FLP recombinasa.

a) b)
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Figura No. 15 Ensayo de complementacion fenotipica de la cepa JM101 AaroD. 15a)
Medio minimo con aminodcidos aromaticos. En el primer carril JM101 AaroD, en el
segundo AB2848 (AaroD) y en el altimo JM101wt. 15b) Medio minimo sin aminoacidos



aromaticos. En el primer carril JM101 AaroD, en el segundo AB2848 (AaroD) y en el
ultimo JM101wt. Crecimiento después de 30 horas.

Finalmente, como se observa en la Figura No. 15, se hicieron ensayos de complementacion
con el gene que codifica para Dehidroquinato dehidratasa, observandose crecimiento

después de 22 horas de incubacion a 30°C en medio minimo sin aminodcidos aromaticos.

Mutacion PRAI V124K
La mutacion puntual de PRAIVI24K se produjo mediante la estrategia de PCR de

megaprimer. Dicho cambio se verificd por secuenciacion, posteriormente la mutante se
sometido a pruebas de complementacion fenotipica y de solubilidad (los resultados se

muestran mas adelante).

Ensamblaje de las asas de las Aldolasas Clase I
Las Aldolasas Clase I fueron elegidas tomando en cuenta cuatro criterios: localizacion del

sitio activo, catalisis dependiente de la formacion de una base de Schiff, ausencia de
cofactor y evitar la oligomerizacion del lado del sitio activo. Una vez elegidas y se
sintetizaron los oligonucleotidos para llevar a cabo el ensamblaje de las asas.

Se ensamblaron 13 asas de las Aldolasas Clase 1. Con objeto de darle flexibilidad a las
constucciones se introdujo variabilidad; en el asa 6 en el segundo aminoécido del extremo
aminoterminal de las asas, mientras que en el asa 2 se introdujo en el extremo carboxilo
terminal.

En la Figura No. 16 se muestra el ensamblaje de los kiloprimers del asa 2 y 6 empleados
para la integracion de los cambios a PRALI

Una vez que se obtuvieron los kiloprimers, se realizaron las reacciones de PCR utilizando
como templado pDANS PRAI cre loxP. Los productos de 3 diferentes PCRs con asas se
muestran en la Figura No. 17. Después de haber obtenido estos productos fueron
purificados como se describid anteriormente, para después llevar a cabo la clonacion de las

construcciones.
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Figura No. 16. Ensamblaje de kiloprimers de aldolasas en geles desnaturalizantes
(acrilamida 15% Urea 7M). a) Control 80 nt, 1 NAL2 76nt, 2 KDGA2 76nt, 3 DHDPS2
76nt, Control 70 nt; b) Control 60nt, 4 ALAD 63nt, 5 FSA y 6 TALB 60nt, Control 70nt, 7
DHQ 72nt, 8 KDPGA 68nt, 9 DEOC 72nt; c¢) Control 59 nt, 10 DHDPS6 60nt, 11 KDGA6
60nt, 12 NALG6 60nt.
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Figura No. 17 Reacciones de PCR con megaprimer en geles de agarosa al 1%. PCR1 a) PM
Marcador de Peso Molecular 1Kb Plus (Invitrogen), 1 ALAD 515bp, 2 FSA 512nt, 3
TALB 512nt; PCR2 b) PM Marcador de Peso Molecular 1Kb Plus (Invitrogen), 4 ALAD
715 bp, 5 FSA 712nt, 6 TALB 712nt.



Banco de Asas
Debido al nimero de variantes construidas, 13, so6lo se secuenciaron 5 clonas de cada una

de las construcciones. En el caso de las variantes de Dihidrodipicolinato sintasa, N—
acetilneuraminato liasa, y la 2—ceto—deoxigluconato aldolasa se secuenciaron tanto las asas
2y6.

Se observo una eficiencia del 60 % de cada ensamblaje, a excepcion del asa 6 de la N—
acetilneuraminato liasa, Transaldolasa B, Fructosa 6 Fosfato aldolasa y la 2-ceto

deoxigluconato aldolasa, entre otras, donde se encontrd una eficiencia del 80%.

Tabla No. 3 Estimacion de Eficiencia del método de PCR con Megaprimer en el
ensamblaje de las asas 2 y 6 de las Aldolasas Clase I.

Enzima Eficiencia Mutaciones

2 — keto deoxigluconato aldolasa (KDGA) 60% | Asa 2 P, T, W.
Dihidrodipicolinato sintasa 60% | Asa 2 I, AP

N — acetilneuraminato liasa 60% | Asa?2 M, L, STOP.
2 — keto deoxigluconato aldolasa (KDGA) 60% P,L,G.
2 - keto deoxifosfogluconato aldolasa 80% T, S, Q, H.
Deshidratasa aminolevulinica 80% V,D,W, Y
Dehidroquinato dehidratasa 80% G.A, V,K
Deoxirribosa 5 fosfato aldolasa 80% H, T, M, E.
Dihidrodipicolinato sintasa 60% S,G,R
Fructosa 6 fosfato aldolasa 80% T,R, K, D.
Fructosa 1,6 bifosfato aldolasa 60% L,C,R
N — acetilneuraminato liasa 80% G,H, QM
Transaldolasa B 80% T,M,W,N

Ensayos preliminares de complementacion fenotipica
En este trabajo, se midi6 el cambio en la actividad enzimatica debida a la insercion de las

asas 2 y 6 de aldolasas Clase I en PRAI por medio de ensayos de complementacion de
actividad, tanto en la cepa auxotrofa de PRAI JIM101 AtrpF como en la cepa JM101
AaroD.




En primera instancia, se hizo un ensayo de complementacion de actividad de la mutante
sitio dirigida PRAI V124K para comprobar si las mutantes adicionadas con el asa tendrian
o no actividad (Figura No. 18a). En el carril 1 se encuentra el control positivo que es el
véctor con la enzima PRAI Cre loxP (actividad silvestre), en el segundo se encuentra el
control negativo que es PRAI mutada en la C7A, y D126A, y en el tercer carril estda PRAI
V124K. Posteriormente, las clonas de las asas 2 y 6 secuenciadas fueron sometidas a dichos
ensayos (Figura No. 18b y 18c respectivamente). En la cepa JM101 AtrpF se observo que
el control positivo presentaba crecimiento después de 24 horas de incubacion, mientras que
PRAI V124K vy con las asas 2 y 6 no presentaron crecimiento, aiin cuando se llegaron a
incubar dos semanas, esto indica que hay una pérdida total de actividad de la enzima. Por
esta razon que se decidid expresar la mutante V124K para comprobar si la enzima se

encuentra en forma soluble o en cuerpos de inclusion.

a)

Medio Minimo sin Trp Medio Minimo con Trp 5
pug/mL

Medio Minimo sin Trp Medio Minimo con Trp
Spg/mL




Medio Minimo sin Trp Medio Minimo con Trp

Sug/mL

Figura No. 18 Ensayos de complementacion de actividad de las mutantes generadas en la
cepa JM101 AtrpF. a) Ensayo de PRAI V124K. Carril 1 Control positivo PRAI wt cre
loxP, carril 2 PRAI C7A D124A, y carril 3 PRAIV124K. b) Asa 2. Carril 1 PRAI con asa 2
de Dihidrodipicolinato sintasa, en el carril 2 PRAI con asa 2 de N—acetilneuraminato liasa,
en los ultimos dos carriles esta el control negativo y positivo, PRAI V124K y PRAI wt cre
loxP respectivamente. ¢) Asa 6. Carril 1 PRAI con asa 6 de Deshidratasa aminolevulinica,
carril 2 Fructosa 6 Fosfato Aldolasa, carril 3 2-ceto deoxifosfogluconato aldolasa, carril 4
N-acetilneuraminato liasa y carril 5Transaldolasa B; mientras que los controles negativo y
positivo se encuentran en el pentltimo y ultimo carril (6 y 7) respectivamente.

Por otro lado, los resultados obtenidos en los ensayos en la cepa JM101 AaroD fueron
negativos. Los ensayos incluyeron a las construcciones de PRAI con las asas 2
(Dihidrodipicolinato sintasa y N—acetilneuraminato liasa) al igual que las asas 6 donde se
encontraba la quimera de PRAI con el asa de la dehidroquinato dehidratasa. El control

positivo tuvo crecimiento hasta después de 22 horas de incubacion a 30°C (Figura No. 19).
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Phe y Tyr 5 pg/mL Phe y Tyr
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Figura No. 19 Ensayos de Complementacion fenotipica de las variantes de PRAI con las
asas 2 y 6 en la cepa JMIOlAaroD. a) asa 2. Carril 1 PRAI con asa 2 de
Dihidrodipicolinato sintasa, carril 2 PRAI con asa 2 de N—acetilneuraminato liasa; carril 3 y
4 controles negativo (PRAIV124K) y positivo (Dehidroquinato dehidratasa)
respectivamente. b) asa 6. Carril 1 PRAI con asa de deshidratasa aminolevulinica, carril 2
con asa de dehidroquinato dehidratasa, carril 3 fructosa 6 fosfato aldolasa, carril 4 con asa
de keto deoxifosfogluconato aldolasa, carril 5 con asa de transaldolasa B, mientras que en
los dos ultimos carriles (6 y 7) se encuentran el control negativo (PRAI V124K) y positivo,
respectivamente.

Expresion de la proteina PRAI V124K
La expresion de PRAIV124K fue llevada a cabo en un vector de expresion controlada por

un promotor tac. La expresion fue inducida con ImM de IPTG durante 8 horas, las células
fueron lisadas por sonicacion, el extracto fue analizado en un gel de acrilamida

desnaturalizante con SDS (PAGE — SDS) al 12% (Figura No. 20).
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Figura No. 20 Expresion de PRAI V124K. En el primer carril se encuentra el marcador de
peso molecular; en el segundo carril IM101 AtrpF, en los siguientes carriles (3 a 6) el



control negativo, que es pGEX vacio sin inducir e inducido en la fraccion soluble y no
soluble. En el carril 7 y 8 PRAI V124K sin y con inducir en la fraccion no soluble,
respectivamente; en el carril 9 y 10 la fraccion soluble sin y con induccion de PRAI
V124K.

En la Figura No. 20 se observa que la proteina se encuentra en la fraccion soluble del
lisado. Este resultado propone que en definitiva, se pierde actividad al realizar la mutacion
puntual PRAI V124K, pero que no se compromete su plegamiento. Sin embargo, esta

pendiente el comportamiento de las quimeras con las asas.

Mejoramiento del banco de Asas
Conforme se explica en detalle en la discusion, consideramos posible mejorar la eficiencia

de los bancos de asas, con el fin de eliminar elementos no deseados. El mejoramiento se dio

en dos PCRs, cuyos productos digeridos se muestran a continuacion en la Figura No. 21.

PM

Figura No. 21 Productos de PCR del mejoramiento de los bancos. Carril 1, Marcador de
peso molecular 1Kb Plus (Invitrogen), 2 ALAD 310bp, 3 DHQ 319bp, 4 FSA 307bp, 5
FBPA 346bp, 6 KDGA6 307bp, 7 KDPGA 313bp, 8 NAL6 307bp, 9 TALB 309bp.

Después del mejoramiento del banco de asas 2 y 6, se obtuvo un pequefio banco de 1 x 10*
para el asa 2 y un banco de 3.5 x10° para el asa 6. El banco del asa 2 es relativamente
pequetio, pero se esperan 32 variantes por cada una de las tres enzimas, Dihidrodipicolinato
sintasa, 2—cetodeoxigluconato aldolasa y N-acetilneuraminato liasa. Fueron secuenciadas

10 clonas de cada uno de los bancos (Tabla No. 4)



Tabla No. 4 Secuenciacion inicial de los bancos mejorados de las asas 2 y 6.

Enzima Aminoacido Codoén
DHDPS2 L,S,1 TTG, AGC, ATC
KDGA2 H,D CAC, GAC
NAL2 K, P AAG, CCG
Enzima Aminoacido | Codén
DEOC ATG M
DHQ GGG G
DHDPS AAC N
ALAD AAC N
FSA ATG M
KDGA GGG G
KDPGA CAG Q
NAL GGC G
TALB GCC A

Recombinacion del banco de asas
Los bancos fueron recombinados segin el método descrito. El ntimero esperado de

variantes fue de 3x10°, producto de la multiplicacién de 96 por 320, nimero de mutantes
del asa 2 y 6 respectivamente. Este nimero se superd recuperandose aproximadamente
1x10" fagémidos. Posteriormente se secuenciaron 10 clonas del banco (Figura No. 22),
observandose dos secuencias donde existia una pérdida de la segunda mitad de la proteina
justo después del sitio de recombinacién y otra secuencia donde existia un codon de paro

que truncaba toda la secuencia (estos datos no se muestran).

Figura No. 22 Alineamiento de las variantes recombinadas. El recuadro violeta muestra la
secuencia del asa 2, mientras que el recuadro rosa muestra la secuencia del asa 6. (ay b,
respectivamente).



El banco recombinado fue probado en las cepas de seleccion JM101 AtrpF y JM101
AaroD.; sin embargo no se pudo observar crecimiento alguno. Este resultado era el
esperado, ya que al realizar los ensayos preliminares en las cepas auxdtrofas tampoco se

observo crecimiento de las variantes con una sola asa.

Modelamiento de PRAI con las asas
El modelamiento de PRAI con las asas fue realizado con el programa Insight II. En la

Figura No. 23 se observa que las asas 6 mas pequefias como la de la Dihidrodipicolinato
sintasa y Deshidratasa Aminolevulinica (de 4 y 6 aminodcidos respectivamente) podrian
incorporarse mejor estructuralmente, aunque estructuras tan grandes como la de la Fructosa
1, 6 Bifosfato Aldolasa, de 19 aminoacidos, pudo resultar en una quimera bastante
inestable, ya que la estructura original del asa 6 de PRAI es de 11 aminoacidos. Mientras
que en el caso del asa 2 de PRAI, que consta de 8 de amindcidos, la longitud de las asas 2
insertadas tiene un tamafio similar que es de 12 aminodacidos, las cuales probablemente se
incorporaron a la estructura recipiente de una forma estable debido a la carga similar de las

asas con el asa de PRAI. (Figura No. 23)



PRAI con el loop 6 de
3-dehidroquinato
dehidratasa
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Figura No. 23 Modelamiento de PRAI con las asas de las Aldolasas Clase I: a) asa 2 de la
Dihidrodipicolinato sintasa (coloreado de amarillo), b) asa 6 de Deshidratasa
aminolevulinica, ¢) asa 6 de Dihidrodipicolinato sintasa, d) asa 6 de Fructosa 1, 6 bifosfato
aldolasa, e) asa 6 de 2 keto deoxifosfogluconato aldolasa, y f) asa 6 de 3-dehidroquinato
dehidratasa.



DISCUSION

La eficiencia de la evolucién dirigida es altamente dependiente de la diversidad de las
clonas esperadas. El tamafo de las bibliotecas generadas en este proyecto fue pequefio, es
por este motivo que mejorarlas fue un paso necesario. El nimero esperado de variantes de
cada una de las asas ensambladas era de 32 variantes, pero los resultados iniciales
apuntaban a una serie de elementos no deseados como las mutaciones con codones de paro,
repeticion de codones y la aparicion de secuencias silvestres. Si se obtenia una baja
eficiencia en cada banco, se disminuria considerablemente la posibilidad de encontrar una
variante con las caracteristicas deseadas, ya que posteriormente se recombinarian y la poca

eficiencia de cada banco se multiplicaria.

El mejoramiento de los bancos se vio favorecido por el hecho de que la construccion de los
bancos fue realizada mediante la técnica de ligacion de oligos, la cual resulto ser bastante
versatil, ya que fue reproducible en el ensamblaje de todos los kiloprimers. A diferencia del
método empleado por el resto de nuestro grupo, el kiloprimer generado es ADN de una sola
cadena, atravesando por menos cuellos de botella que cuando se usa ADN de doble cadena,
es decir, teniendo una pérdida menor del producto, y es posible emplear los
oligonucleotidos correspondientes a las Bandaids para el mejoramiento del banco, sin

necesidad de sintetizar mas oligos.

El método de recombinacion descrito por Slabtttero et al. (2001) es un sistema bastante
prometedor, que puede hacer posible la construccion de enormes bibliotecas de variantes,
permitiendo explorar el mayor espacio de secuencia (Arnold, 2006). El propoésito de utilizar
esta poderosa herramienta fue el de poder generar variantes de PRAI que tuvieran ambas

asas con las mutaciones correspondientes en el sitio de mutagénesis a saturacion.

Aunque se secuenciaron pocas clonas y se pudo observar que se llevo a cabo la
recombinacion, el sistema no ha sido del todo bien estandarizado. Es necesario un detallado
seguimiento para obtener los resultados deseados. De igual maneral.a recombinacién in

vivo puede tener problemas de reproducibilidad, incluyendo facil contaminacion y la



eficiencia de recombinacion en algunos casos reportados corresponde al 50 — 80% total de
la biblioteca (Otten y Quax, 2005).

Un elemento adicional incluido en las construcciones fue la sustitucion de la Vall24 por
una Lys. Esta posicion es la equivalente estructural a la lisina formadora de la base de
Schiff en las aldolasas Clase I, y colocarla podria contribuir en la catalisis de aldolasa. Esta
variante PRAIV124K resultd ser una variante inactiva para actividad de PRAI en los
ensayos de complementacion fenotipica, mientras que se observo en los ensayos de
solubilidad que la proteina se encuentra en forma soluble. Esto parece indicar que se ha
afectado la actividad de la enzima pero no se ha afectado la estabilidad de ésta. Después de
haber sustituido in silico este residuo en la estructura de PRAI, se observo que no habia
formacién de ningun puente salino con el D126 o con alglin otro circundante, ni tampoco
tenia interaccion con la C7. Dado que ambos residuos (D126 y C7) estan involucrados en la
catalisis de PRAI; aunque no se realizaron los experimentos necesarios para validar esta
hipdtesis, es posible que se haya modificado la carga del sitio activo influyendo en la union

de la enzima con el sustrato (PRA).

En este proyecto se ha demostrado que con las translocacién de asas de un grupo de
enzimas pertenecientes a la superfamilia de las aldolasas Clase I no se produce un cambio
en la actividad de PRAI; sin embargo, la expectativa para obtener variantes de PRAI con
actividad de aldolasa era baja dado que el nimero de variantes recombinasas esperadas era
de 3x10%, y cada banco por separado era muy pequefio, reduciendo poco a poco la

posibilidad de encontrar una variante con las caracteristicas deseadas.

Un elemento de suma importancia para explicar el resultado negativo de la migracion
catalitica en este proyecto fue la falta de adicion de mutaciones al azar o sitio dirigidas, es
decir, realizar una mejor exploracion del espacio de secuencia, lo cual pudiera haber
significado en un cambio de actividad de esta proteina. Para realizar dicha exploracion seria
necesario hacer un andlisis comparativo detallado enfocdndose tanto a los sitios activos de
las aldolasas como el de PRAI para poder acercarnos mas al objetivo deseado, como ha
sido sugerido por Morley y Kaslauskas (2005) y como se ha descrito para los anticuerpos

cataliticos , y tal vez, elegir un plegamiento adecuado. Por el momento, en la comparacion



del sitio activo de PRAI con la dehidroquinato dehidratasa (DHQ), para la cual se
construyo un sistema de seleccion, se observa que PRAI con el asa de DHQ necesita tener
otro residuo que cumpla con la funcioén acido — base y otro residuo que perturbe el pKa de
la Lys que forma la base de Schiff, este residuo, tendria que haberse colocado, como se ha
mencionado, en un microambiente hidrofobico, y colocada en la proximidad de este

aminoacido una Arg o una Lys.

Es importante remarcar que la migracion catalitica no es un objetivo lejano a nuestras
posibilidades, pero existen factores limitantes para lograr tan preciada meta, tales como la
eleccion de enzimas que puedan resistir cambios en la estructura que estén cataliticamente
relacionadas, y de algunos otros factores que aun no es posible de entender, dado que el
conocimiento de estructura y mecanismos de reaccion pueden ser realmente escasos, y

dependiendo de la localizacion de las mutaciones (cercanas o distantes del sitio activo).

Un estudio exitoso y destacado dentro de la evolucion dirigida donde se logra cambiar la
actividad de una enzima es el de Park et al. (2006), donde translocaron cuatro asas con
residuos cataliticos de la § — lactamasa a la estructura de la glioxalasa II, ambas enzimas
pertenecen a la misma superfamilia. Las modificaciones en la enzima resultaron en un
aumento en la actividad evolucionada de B — lactamasa de cien veces. La relevancia de este
trabajo reside en la movilizacion de estructuras secundarias proteicas con mutaciones al
azar, proporcionando nuevas perspectivas para el disefio de nuevas actividades enzimaticas
mediante la combinacién de la evolucion dirigida con el disefio racional, y a la vez

ejemplificando los mecanismos pudieron ocurrir durante la evolucion de estas proteinas.

En el caso de Terao et al. (2006) se introdujo un solo cambio puntual dentro de la estructura
de la arilmalonato decarboxilasa con el fin de que catalizara reacciones de racemizacion.
Ambas enzimas comparten la misma forma de intermediario, el cambio puntual realizado
en la decarboxilasa fue un residuo que mantiene contacto con el intermediario conservado

en las racemasas.



Al igual que este estudio, en PRAI se sustituyo el asa 6 por el epitope FLAG, hallando que
¢éste era un dominio estable capaz de ser reconocido por el anticuerpo monoclonal antiM2.
El asa 6 esta involucrada en la catdlisis de la enzima, corroborando que se pierde por

completo la actividad de PRAI sin afectar su estabilidad (Patrick y Blackburn, 2005).

Otros cambios de actividad entre dos enzimas cercanas es la de NAL — DHDPS (Joerger et
al., 2003), y HisA —TrpF (Leopoldseder et al., 2004), involucrando cambios puntuales sitio

dirigidos, con el elemento en comun de la similitud del sustrato y la quimica de la reaccion.

Los anticuerpos cataliticos con actividad de aldolasa son uno de los mejores ejemplos
donde se ha logrado la migracion catalitica. Las diferencias entre este proyecto y el
realizado por Hoffman et al., 1998, residieron en la generacion de las variantes y la
disposicion de los residuos que rodean a la lisina catalitica. En la estructura cristalografica
del anticuerpo — aldolasa 33F12, uno de los anticuerpos cataliticos mas exitosos, la lisina
formadora de la base de Schiff se encuentra localizada en un pocket hidrofobico en la base
del sitio de union del anticuerpo, con un pKa altamente perturbable, y de acuerdo con
Kalstrom et al, (2000), otras caracteristicas fueron un pocket de unién con la configuracion
adecuada para interactuar con dos sustratos, la presencia de una base y la interaccion del

agua permitiendo la formacion e hiddlisis de los intermediarios imino.






CONCLUSIONES

Se consiguié un método reproducible para el reemplazo de asas, ejemplificado
por las asas 2 y 6 de 10 Aldolasas Clase I, las cuales fueron incorporadas a
PRALI, en combinacion con elementos adicionales, una Lisina en la B¢ y un sitio
de mutagénesis a saturacion. Esta combinacion de modificaciones se orienta a
facilitar la catalisis deseada y ajustar dichas asas a la estructura de esta proteina
recipiente. El diseio de los oligonucle6tidos empleados posibilitd el
mejoramiento de los bancos construidos, economizando el nimero de pasos
requerido.

Las variantes generadas resultaron ser inactivas para la funcioén de la enzima
silvestre y para la funcién Dehidroquinato Dehidratasa, pero hay indicios de que
la introduccién de las asas con variacion es tolerada desde el punto de vista
estructural en una proporcion significativa de las variantes.

Para llevar a cabo el cambio de actividad de PRAI se requiere, al menos, de una
mayor y mejor exploracion del espacio de secuencia, tal vez aunada a una
comparacion minuciosa de ambos sitios activos, de la proteina receptora y de la

enzima de interés.

PERSPECTIVAS

Este trabajo es parte de un proyecto involucrado en la construccion de variantes de

barriles TIM con el fin de realizar una buisqueda de nuevas actividades cataliticas

mediante la translocacion de estructuras secundarias. Es por ello que dado los resultados

obtenidos en este trabajo, resulta imprescindible realizar cambios en la estrategia

utilizada.

Una de las metas es lograr obtener grandes bibliotecas donde se explore de
manera mas amplia el espacio de secuencia en las dos mitades de PRAI,
combinando mutaciones al azar y sitio dirigidas.

Ademés de los esquemas diversos de seleccion en auxotrofas, se podria
introducir alguna técnica de busqueda in vitro robotizada, para una actividad
primordial (por ej. Formacion de una base de Schiff) ya que esto podria permitir

proceder de manera incremental y con mayor diversidad de sustratos.



En este sentido, resultaria muy interesante utilizar el sistema de recombinacion
in vivo disponible en el laboratorio para asi explorar de una forma exitosa el
espacio de secuencia de nuestra proteina, mediante la seleccion de bibliotecas

ordenes de magnitud mas numerosas.



Anexos

Anexo 1
Medios de cultivo y complemento
1. LB (1 litro)
e 10g triptona 5.S0OC
e 10g NaCl e 20g triptona
e 5g extracto de levadura e 5g extracto de levadura
e Completar con agua miliQ a 1L e 10mL NaCl 1M
e 2.5mL KCI 1M
Para medio solido Completar con agua a 1L

e 159 bacto agar
AjustarelpHa7
2. 2XYT (1 litro)

e 16g triptona 6. PBS 1X

e 10g NaCl Na,HPO, 1.44g 8mM

e 10g extracto de levadura KH;PO, 0.24g 1.5mM

e Completar con agua miliQa 1L KCI 0.29 3mM
NaCl 8g 137mM

Para medio suave (Top agar)

e 69 bacto agar Ajustar el pH a 7.4.

7. M9 10X

K,HPO, 15g 172.2mM
o 10X Sales M9 100 mL

KCI 2.59 85.5mM
o 20% Glucosa 10 mL NHLCI 5 186.9 mM
e 1M MgSO4 1mL 4 g '
o 1M CaCl2 100 pL
o Tiamina — HCI (10mg/mL) 1 mL
o 1000X aromix 1mL
o L — triptéfano (10mg/mL) 1 mL
o Ampicilina (200mg/mL)  1mL

Para medio sélido
e 159 de agar suave

4. 1000X Aro — Mix (20 mililitros)

Acido 4 - hidroxibenzoico 100 mg
Acido 4 — aminobenzoico 100 mg
Acido 2, 3 dihidrobenzoico 31 mg

Disolver en agua, agregar NaOH 1M
hasta llegar a un pH (5.5), y esterilizar
por filtracion.



ABREVIATURAS

ALAD: Deshidratasa aminolevulinica

DEOC: 2-Deoxirribosa—5—fosfato aldolasa

DHDPS: Dihidrodipicolinato sintasa

DHQ: 3-Dehidroquinato dehidratasa Tipo |

FSA: Fructosa-6-fosfato aldolasa

FBPA: Fructosa 1, 6 bifosfato aldolasa Clase |

FLP recombinasa: Flippase recombinase

FRT: Sitio de recombinacién de la recombinasa FLP
KDPGA: 2—ceto—3—-deoxi—6-fosfogluconato aldolasa
KDGA: 2—ceto—deoxigluconato aldolasa

LB: Medio Luria Bertani

MM: Medio Minimo

NAL: N-acetilneuraminato liasa

PRALI: Fosforribosil Antranilato Isomerasa

TALB: Transaldolasa B

pDANS: plasmido fagémido

JM101AaroD: cepa de E. coli como sistema de seleccion
JM101 AtrpF: cepa de E. coli como sistema de seleccion
nt: nucledtidos

p.b.: pares de base

Kb: kilobase

Nm: nanémetros

Trp: Triptofano

Phe: Fenilalanina

Tyr: Tirosina
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