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1. INTRODUCCION
1.1 Evolucién dirigida

Las enzimas han evolucionado naturalmente para catalizar una sorprendente cantidad de
reacciones. Dada esta diversidad, se ha planteado la posibilidad de redisefiar proteinas que
puedan ser empleadas en una gran nimero de aplicaciones como la creacion de biosensores,

diagnosticos, terapias, biorremediacion y otras aplicaciones aun inimaginables.

Avances recientes en la tecnologia especificamente en la biologia molecular con el uso de
DNA recombinante han facilitado los intentos de la ciencia para mimetizar el proceso
natural de la evolucion molecular y con la ayuda de métodos computacionales obtener
proteinas que puedan unir varios compuestos o que puedan catalizar diversas reacciones.
Del mismo modo, estos avances han ayudado al establecimiento de nuevos conocimientos

de la relacion estructura-funcion de las proteinas (Matsumura et al., 2006).

La evolucion dirigida es un término que incorpora los principios basicos de evoluciéon en
las estrategias experimentales. Dicho concepto se emplea generalmente para describir
varias técnicas empleadas en la generacion de proteinas mutadas (variantes) y seleccion de
la funcion deseada, y se ha convertido en una estrategia muy popular para comprobar o
alterar las propiedades biofisicas de las proteinas e incluso para generar proteinas con
funciones nuevas. La evolucion in vitro, como también es llamada, se basa en ciclos
consecutivos de diversificacion y seleccion en pequefia escala bajo condiciones de
laboratorio. Para lograrlo, se localiza el gen que codifica para la proteina de interés, se muta
aleatoriamente para generar una libreria de genes mutados, cuyos productos proteinicos son
analizados con base en la actividad de interés. Las proteinas que exhiben las propiedades
deseadas se seleccionan, se amplifican los genes que las codifican y se usan para los ciclos

consecutivos de mutagénesis, y seleccion (Fig. 1).

Sin embargo, la evolucion dirigida difiere de la evolucidon natural en ciertos aspectos. Por
ejemplo, los mecanismos evolutivos en la naturaleza trabajan para asegurar la adaptabilidad
de las especies frente a los cambios en el medio ambiente, es decir, ocurre bajo multiples y

variadas formas de presion selectiva y no funciona en una direccion lineal, en el sentido de
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que ocurre espontaneamente durante la reproduccion y supervivencia de los organismos.
Esto no es asi a nivel de laboratorio, donde se tiene un objetivo definido y la totalidad del
proceso es controlado por el experimentador mediante la presion de seleccion para
funciones predeterminadas. Ademas con evolucion dirigida se pueden obtener funciones
“no naturales” de uso practico a través del disefio de esquemas de seleccion apropiados

(Arnold, 1998)

Gen(es) Parental
A R 151, S Sl

Evolucién dirigida de
enzimas

Mutacion y/o
recombinacion

Libreria de 10°

10'? mutantes ¥ A VS W —
L¥ & &
Ampliicacion oecat® Variantes Librerade ™ =% ™ -
muagénica seenns deseada* -*- -*- mutantes__ 4 4 T
i _
Enzimas de
Interés
* ¥k x
Seleccio *_* ¥ ¥ g
Relacion secuencia-actividad *‘*’**:* -*.
*
*
N
¥ ¥ %
Progenie

Figura 1. A) Esquema del proceso de evolucion in vitro o evolucion dirigida (Jestin et al., 2005). B) Variantes
individuales en una libreria de mutantes (derecha) difieren de los genes parentales dado que contienen mutaciones
que son funcionalmente neutrales (circulos verdes), deletereas (X) o benéficas (triangulo rojo). Los genes mutados
se seleccionan por la funcion de interés, dichas variantes son aisladas (estrellas rojas) y se usan como genes
parentales para los ciclos subsecuentes de evolucion (Chatterjee et al., 2006).

En el laboratorio la diversidad genética puede ser introducida a través de mutaciones
puntuales, recombinacion o la combinacion de ambos métodos. Las estrategias
computacionales pueden combinar el disefio racional con la evolucion dirigida,
incorporando elementos estructurales de las proteinas asi como de estabilidad de la misma

en el disefio de una libreria de genes.

La evolucion dirigida tiene como ventaja que puede adaptar un biocatalizador (enzima) a
condiciones impuestas a través del disefio e implementacion de la seleccion génica, asi
como la evaluacion de la funcion deseada sin requerir conocimiento extenso a priori de la
relacion gen-funcion. (Chatterjee et al., 2006). Sin embargo, existen pocos experimentos
que han sido exitosos en el intento de recapitular completamente la evolucion natural,

sugiriendo que existen principios evolutivos que no han sido explotados en su totalidad. La



evolucion natural trabaja reciclando estructuras y motivos cataliticos, con alteraciones
sutiles para generar nuevas funciones. Con el conocimiento de las reglas que sigue el
proceso evolutivo se puede trabajar con pasos mas firmes hacia el disefio de enzimas
eficientes que puedan catalizar una amplia variedad de reacciones, incluso, aquellas no

vistas atn en la naturaleza (Glasner et al., 2007).

La mayoria de las enzimas presentan actividad 6ptima en solucioén acuosa y pH neutro y
por tanto necesitan ser modificadas para su uso en la industria biotecnologica. En 1993
Arnold y colaboradores reportaron que mediante el uso de la evolucion dirigida se obtuvo
actividad de la proteasa subtilisina E en co-solventes organicos. Actualmente la evolucion
in vitro se ha aplicado principalmente en la investigacion y desarrollo de tecnologia de
DNA recombinante, biocatalisis, ingenieria de vias metabdlicas, en el area farmacéutica y
de agricultura. Asimismo, es una herramienta importante en el estudio de la evolucion y
relacion entre estructura-funcion de proteinas. La evolucion in vitro es también popular
para acelerar la adaptacion de las propiedades de alguna proteina (estabilidad, especificidad
o afinidad) en condiciones extremas, tales como altas temperaturas y solventes organicos.
(Matsuura et al., 2006). Por medio de la evolucion dirigida también se ha dado lugar a la
alteraciéon de la especificidad y actividad de enzimas, aumentando las interacciones
intramoleculares, modificando las interacciones proteina/proteina, alterando las rutas

metabolicas, etc. (Yuan & Kurek, 2005).

Uno de los modelos mas utilizados para llevar a cabo estudios de evolucion dirigida son los
barriles TIM, dadas sus caracteristicas funcionales y estructurales; por tal motivo se

describirdn mas a detalle en las siguientes paginas.

1.2 Barriles TIM o (B a)s

La primera proteina en la cual se encontr6 un dominio de ocho hebras que daban la
apariencia de un barril fa fue la triosa fosfato isomerasa por lo cual se adoptd el nombre de

barril TIM o barril (B/a)s (Banner et al., 1975).
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1.2.1 Funcion

El plegamiento del barril (B/a)s es la estructura mas comun encontrada en el Protein Data
Bank (PDB), siendo por lo menos el 10% de todas las estructuras enzimaticas reportadas.
Al menos 15 familias enzimaticas distintas usan este plegamiento para generar un sitio
activo con la geometria apropiada para la catalisis (Wierenga et al., 2001), abarcando cinco
de las seis funciones cataliticas establecidas por la Comisién de Enzimas (EC) (Fig. 2) y

participando en un gran nimero de vias metabolicas (Sterner et al., 2005).

e Oxidorreductasas
*  Transferasas
e Liasas

*  Hidroxilasas

¢ Isomerasas

. Hidrolasas

3.21.1 /

3214

Figura 2. Clasificacion de las enzimas de acuerdo a la reaccion que catalizan segun la Comision de Enzimas.

Algunos ejemplos tipicos con este plegamiento incluyen al biocatalizador perfecto; la triosa

23
fosfato isomerasa (TIM), una enzima extremadamente proficiente [(kcat/Km)/Knon = 2 x 10

-1
M ]; orotidina-5-monofosfato decarboxilasa (OMP decarboxilasa) y la proteina mas
abundante en la tierra, la ribulosa 1,5 bisfosfato carboxilasa/oxigenasa (RUBISCO) (Patrick

el al., 2005).

De las mas de 60 reacciones distintas que catalizan los barriles TIM, el 85% estan
involucradas en metabolismo energético, metabolismo de macromoléculas o metabolismo
de pequefias moléculas. Una gran proporcion de barriles (Pa)s requieren la presencia de
cofactores orgénicos tales como FMN, NADP o PLP, y cerca de la mitad de ellos usan

iones metalicos divalentes para su catalisis (Nagano et al., 2002).



Dicho plegamiento provee el andamiaje para diversas funciones enzimaticas, pero también
se ha encontrado en proteinas que no presentan actividad enzimatica, por lo que representa
una materia prima muy explotada en la ingenieria de proteinas para explorar la funcion y
estructura de las enzimas, mediante disefio racional o por mutagénesis aleatoria que permite
la modificaciéon de su funcion. Asimismo, los barriles TIM presentan gran interés ya que
tienen una historia evolutiva muy interesante pues muestran una baja identidad de
secuencia entre si. Este hecho, combinado con argumentos geométricos concernientes a la
estructura de barril, sugiere que estas proteinas estdn relacionadas por evolucion
convergente a un plegamiento estable. No obstante, la hipotesis mas aceptada propone que
la relacion evolutiva entre ellas es divergente. Esto es, que a partir de un ancestro comun
que se sugiere poseia una sola funcidn, se derivaron a través de la evolucion proteinas con

el mismo plegamiento pero con funciones muy diversas (Sterner & Hocker, 2005).

1.2.2 Estructura

El dominio de barril TIM tipicamente esta constituido por unos 250 residuos, pero puede
ser de solo 200 residuos. Las enzimas con plegamiento de barril (Ba)s pueden ser pequeias
formadas por solo un dominio, como la hevamina, o muy grandes, tal como el caso de la L-

galactosidasa constituida por cinco dominios (Wierenga et al., 2001).

La diversidad de funciones que poseen los barriles TIM se debe aparentemente a la
construcciéon modular del plegamiento. Este se caracteriza por una estructura secundaria
que consiste en ocho unidades de hebras § — hélices a, las cuales se encuentran empacadas
en una topologia cilindrica dada por los puentes de hidrogeno formados entre la primera y
la Gltima hebra de la B. Las hélices a por su parte se empacan alrededor del barril central de

forma paralela (Fig. 3) (Patrick et al., 2005).

En todos los barriles TIM conocidos se ha establecido una “cara catalitica” en la cual se
encuentran localizados los residuos que intervienen en la catélisis. Dicha cara incluye el
extremo carboxilo de las hebras B y las asas Ba. Esto implica que la geometria del sitio

activo esta dada por los residuos de las asas que se forman después de las hebras-j3

10
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(Wierenga et al., 2001). Por otro lado, los residuos que mantienen la estabilidad de la
estructura se encuentran localizados en la cara opuesta del barril (“cara estabilizante) que
incluye a las asas af3. Esta division de la estructura de los barriles TIM probablemente esté
relacionada con la versatilidad funcional y estructural del plegamiento (B/a)s. A pesar de las
caracteristicas que comparten los barriles TIM, existe diversidad geométrica entre ellos. La
pérdida de puentes de hidrogeno entre hebras [ adyacentes puede provocar distorsion en la

estructura (Sterner & Hdocker 2005).

A) B) Cara catalitica

loop (Mol

helix w1

!&FEFE 313148

strand i1
oy

Cara estabilizante

Figura 3. A)Esquema de la estructura de barril (Bog) y union entre hélices o y hebras . B) Representacion de la
cara catalitica y cara estabilizante de los barriles TIM (Sterner & Hocker 2005).

1.3 Historia evolutiva de los Barriles (fa)s

Como se menciond anteriormente, se han sugerido dos corrientes evolutivas que pudieron
dar como resultado las distintas proteinas con plegamiento de barriles TIM asi como de sus
“parientes” que son aquellas enzimas que presentan ligeras variaciones con respecto al
barril (Ba)s. Una consideracion importante que se plantea al iniciar un analisis evolutivo de
los barriles TIM es su baja conservacion de secuencia, lo cual dificulta la deteccion de
relaciones evolutivas distantes. Una posibilidad estd dada por el siguiente hecho; el
plegamiento en cuestion es muy estable y muchas proteinas ancestrales con diferentes
secuencias podrian haber adoptado este andamio. Tal via convergente ha sido sustentada
por la ausencia de homologia de secuencia en los miembros de la familia de los barriles

TIM (Reardon et al., 1995).

11



Alternativamente, todas las proteinas que poseen estructura de barril (Ba)s podrian haber
descendido de un ancestro comun. La localizacién conservada del sitio activo en el
carboxilo terminal del barril central en todos los barriles TIM conocidos (cara catalitica),
asi como las similitudes en la estructura tridimensional sugieren que una gran fraccioén de
enzimas con estructura de barril TIM han divergido de un ancestro comun por duplicacién
de genes y diversificacion. En esta corriente de evolucion divergente se justifica la ausencia
de homologia proponiendo que la enzima ancestral divirgié millones de afios atras. Algunos
de los argumentos que sustentan esta teoria proponen que la enzima progenitora catalizaba
una sola reaccion, pero otras reacciones quimicas pueden llevarse a cabo si se tiene un
numero limitado de mutaciones posteriores a una duplicacion génica (especializacion de

enzimas) (Kinch et al., 2002).

Acerca de la evolucion de los barriles (B/a)s Gertl y colaboradores (2005), en sus estudios
de la superfamilia mecanisticamente diversa de las enolasas, enzimas que adoptan este
plegamiento, han sugerido que la modularidad del barril es una caracteristica importante,
pues la evolucioén semiautonoma de grupos funcionales criticos ha llevado a la generacion
de nuevos sitios de uniéon, asi como nuevas actividades cataliticas de una manera

combinatoria.

Por otra parte, en un estudio comparativo de dos enzimas que intervienen en la ruta de
biosintesis de histidina (HisA y HisF) se presenta una fuerte evidencia de coémo la mitad de
un barril pudo dar origen a través de un primer evento de duplicacién y fusion al barril
ancestral del cual surgieron los barriles (B/a)s que hoy en dia conocemos, siguiendo un
segundo proceso de duplicacion génica y adaptacion (Fig. 4) (Lang et al., 2000). Las
enzimas analizadas en este estudio contienen un motivo de union a fosfato en cada una de
las mitades del barril, ambos son requeridos dada la naturaleza de sus sustrato bifosfatado.
Este mismo motivo se encuentra en el C-terminal de otros barriles TIM pero no en el N-
terminal, sugiriendo que el precursor de todos los barriles ( Ba)s, se traté de un medio barril
con un motivo de unidn a fosfato. En este caso, todas aquellas proteinas que han divergido

demasiado han perdido esta caracteristica ancestral (Nagano et al., 2002).
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Mitad de un
barril Ba

Duplicacion y 1
fusién génica

Mitades de un barril Bo
duplicadas y fusionadas

Adaptacion funcional y
estructural 1
Barril fa
ancestral
Duplicacion de genes y
diversificacion
HisA HisF

Figura 4. Esquema de la posible ruta evolutiva de los barriles TIM segun el cual dicho proceso se di6 por dos
eventos de duplicacion génica (Lang et al., 2000).

1.4 Fosforribosil antranilato isomerasa (PRAI o TrpF)

La biosintesis de triptofano en microorganismos como Escherichia coli es un proceso de
seis pasos, partiendo del corismato como el precursor inicial (Fig. 5). En el primer paso, el
corismato es convertido en antranilato por la accion de antranilato sintasa, una enzima
heterodimérica cuyos dos componentes sintasa/liasa estan codificados en el gen trpE y un
componente de glutamina amidotransferasa (trpG). El segundo paso es la adicion de un
motivo fosforribosil al antranilato para formar N-(5-fosforribosil) antranilato (PRA), el cual
es catalizado por el producto del gen trpD, la enzima antranilato fosforribosil transferasa
(AnPRT o TrpD). Luego PRA es convertido por una isomerasa (PRAI) (codificada por el
gen trpF en la mayoria de los microorganismos) en 1- (o-carboxifenilamino)- 1-

deoxiribulosa- 5- fosfato (CdRP), a partir de este compuesto se produce indol glicerol
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fosfato (IGP) por accion de la enzima indol glicerol fosfato sintasa (IGPS) codificada por el
gen trpC. Los dos pasos finales en la sintesis son catalizados por la triptéfano sintasa
(TrpA/TrpB), una enzima heterodimérica que produce la ruptura del gliceraldehido-3-

fosfato para dar triptéfano (Fig. 5).

En algunos genomas, los genes codificantes de proteinas que participan en pasos
adyacentes en las rutas biosintéticas se encuentran fusionados. Por ejemplo en Salmonella
typhimurium trpE y trpG estan fusionados. La organizacion estructural de PRAI (trpF)
difiere entre microorganismos: es un monoémero en Saccharomyces cerevisiae, mientras
que en E. coli se encuentra fusionado con el carboxilo terminal de la indol glicerol fosfato
sintasa IGPS (trpC). Ambos dominios -PRAI (trpF) e IGPS (trpC)- tienen un plegamiento
de barril TIM (Fig.6), sugiriendo que provienen de un ancestro comun. La enzima
bifuncional puede ser disectada a nivel genético en proteinas monoméricas altamente

activas catalizando sus respectivas reacciones (Ebehard et al.,1995).

PRAI (que estd codificada en el gen trpF) ha sido sujeta a distintos experimentos de
ingenieria de proteinas, de los que se han desprendido muchas hipotesis respecto a la
evolucion de su funcion y estabilidad estructural (Eberthard et al., 1995, Saab—Rincon et
al., 2005, Patrick et al., 2005). Entre las distintas posibilidades para hacer evolucién
dirigida con los barriles TIM, las asas Poa, que suelen incluir residuos -cataliticos
importantes, han recibido recientemente una gran atencidon para crear variabilidad, no s6lo
con mutaciones puntuales, sino con cambios de posiciéon o con la insercion de asas

provenientes de otras enzimas (Ochoa-Leyva et al., 2009).
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Figura 5. Ruta de biosintesis de triptofano desde acido corismico, en rojo se sefiala la reaccion que cataliza
PRAI y en azul la reaccion que cataliza AnPRT, en verde el paso de la ruta que cataliza IGPS.

El mecanismo de reaccion mas aceptado de ecPRAI involucra catalisis general acido-base
seguida de la isomerizacion espontinea de una aminoaldosa fosforilada a su
correspondiente aminocetosa (Fig. 7). En el primer paso, el oxigeno del anillo de

furandsido de PRA es protonado por el acido general AH, formando como intemediario una

base de Schiff (i6n imino). El proton es abstraido del C2” de la ribosa por la base general B
para formar la enolamina de CdRP. Alternativamente la enolamina puede ser generada en

un soélo paso, el cual requiere que tanto el 4cido como la base actuen de forma simultanea,
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sin embargo, el primer mecanismo es el mas aceptado (Henn-Sax et al., 2002) .

La conversion subsecuente de la enolamina de CdRP a la forma ceto ocurre
espontaneamente y es independiente de la concentracion de enzima. Se ha comprobado que
los residuos que actian como base y acido general son Cys7 y Asp126, respectivamente, en
PRAI de Termotoga maritima. Esto esta sustentado en el hecho de que el pKa del grupo SH
de la cisteina 7 es <6.8, lo cual hace posible la abstraccion del proton del C2” de PRA a pH
fisiologico. En oposicion, la cadena lateral del aspartato 126 no debe estar ionizado para
protonar el oxigeno del anillo furanésido de PRA, y por tanto su pKa se debe incrementar

considerablemente en comparacion con el aspartato libre (Henn-Sax et al., 2002).

Figura 6. PRAI de E. coli es una enzima proveniente de una fusion con IGPS y que ha sido exitosamente separada a
nivel genético manteniendo su actividad catalitica aparentemente intacta (Eberhard et al. 1995).
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Figura 7. Mecanismo propuesto del rearreglo de Amadori que cataliza ecTrpF. El acido general (AH) es
Aspl26 y la base general (B ) Cys7 (Henn-Sax et al., 2002).

El conocimiento y elucidacion de los mecanismos de las enzimas se ha logrado mediante la
integracion de acercamientos experimentales tales como: estudios cinéticos, deteccion de
intermediarios, cristalografia de rayos X, modificaciones quimicas de las cadenas laterales
de los aminoacidos y mutagénesis sitio dirigida. Dichos acercamientos se complementan
para dar como resultado un panorama completo del mecanismo catalitico de las enzimas

(Price, 1996).

Las suposiciones derivadas de los diferentes estudios que se han realizado con PRAI
pueden abordarse experimentalmente ensayando la actividad en variantes de la enzima
portadoras de mutaciones. En el caso de muchas proteinas, ademas de ensayos de
complementacion de la funcién que relacionan caracteristicas genotipicas con fenotipicas,
es importante que los estudios funcionales involucren ensayos enzimaticos simples que
permitan determinar parametros cinéticos basicos (Ky Y Kear). Dichos parametros cinéticos
son una herramienta relevante para concebir los sucesos inducidos por evolucion dirigida y

por tanto incrementar el conocimiento acerca de las proteinas.
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Tabla 1 Parametros cinéticos (Ky; y kea) de PRAI silvestre de E. coli y Termotoga maritima y PriA, (actividad
TrpF) de Streptomyces coelicolor (Hommel et al., 1995 y Kuper et al., 2005)

Organismo Temperatura Kwu Keat Keat! Km
°C) (uM) " (uM™* )
T. maritima 80 1.03 116.8 113.4
E. coli 25 12.2 34.5 2.8
37 22.9 74.7 3.3
S. coelicolor 25 4 12 3
(PriA)

En el caso de la caracterizacion cinética de PRAI o de cualquier enzima que presente dicha
actividad como es el caso de PriA (siguiente seccion) se requiere para su andlisis detallado,
la produccion in situ de su sustrato PRA, para lo cual se hace uso de la enzima que la
precede en la ruta de biosintesis del triptéfano antranilato fosforribosil transferasa que a

continuacion se describe.

1.5 Fosforribosil isomerasa A (PriA)

Fosforribosil isomerasa A (PriA) desde el punto de vista evolutivo es una enzima
interesante que representa un blanco ideal para experimentos de evolucion in vitro ya que
desde el momento de su descubrimiento (Barona-Gomez F. & Hodgson, 2003) se
hipotetiz6 que se trataba de una isomerasa con especificidad de sustrato relajada que lleva a
cabo dos actividades en vias metabdlicas distintas, la de biosintesis de triptofano (actividad
TrpF) y la de histidina (actividad HisA). La bifuncionalidad de PriA ha sido comprobada
mediante ensayos de complementacion en cepas mutantes de E. coli afectadas en los genes
hisA y trpF. Asimismo el estudio de la relacion estructura-funcion de esta enzima se ha

enriquecido con distintos acercamientos estructurales (Wright et al., 2008).
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PriA cataliza la misma reaccion que PRAI es decir, un rearreglo de Amadori tomando
como sustrato PRA para dar como producto CdRP, mientras que en la ruta de biosintesis de
histidina, en su actividad de HisA toma ProFAR para dar PRFAR (Fig. 8) (Wright H. et al.,
2008). Posee un plegamiento de barril TIM (Fig. 9) al igual que sus homoélogos TrpF y
HisA, sin embargo, la identidad de secuencia asi como la similitud estructural es mas
evidente al ser comparada con HisA. En cuanto a su caracterizacién cinética se han
reportado los valores ke./Ky de 3 uM™' s para la actividad TrpF y 0.3 uM' s para la actividad
HisA (Kuper et al., 2005).

o
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Figura 8. Reaciones enzimaticas de PriA (TrpF y HisA) ambos casos son rearreglos de Amadori con sustratos
analogos PRA o ProFAR para dar como producto CdRP y PRFAR respectivamente.

Figura 9. Estructra tridimensional PriA de Streptomyces coeliolor (PDB 2vep).
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1.6 Ensayos enzimaticos acoplados

Una cantidad importante de reacciones catalizadas por enzimas presentan dificultades al
momento de ser ensayadas directamente. Por tal razén, es comun la aplicacion de ensayos
acoplados, en los cuales el producto de la reaccion de interés se hace reaccionar con una
segunda enzima que consuma dicho producto y que libere a su vez un compuesto que pueda
ser monitoreado por algun método conocido. (Storer et al., 1974). Los ensayos de este tipo
son conocidos como ensayos acoplados y la o las enzimas auxiliares son llamadas
frecuentemente enzimas acoplantes. Los ensayos acoplados mas conocidos involucran la
reduccién de NAD(P)", o la oxidacion de las coenzimas reducidas correspondientes, sin
embargo, hay muchas otras posibilidades. La eleccion de la o las enzima auxiliares depende

sin lugar a dudas de la reaccion de la enzima de interés (Frederik et al., 1979).

Para la obtencion de resultados validos con el uso de ensayos acoplados, es esencial que la
enzima acoplante nunca llegue a ser limitante de la reaccion y que la velocidad determinada
siempre este dada por la enzima de interés. La velocidad de la reaccion catalizada por una
enzima acoplante debera depender de la concentracion de sustrato disponible, el cual a su
vez es el producto de la enzima bajo estudio. La concentracion de este compuesto serd muy
pequefia al inicio de la reaccion, provocando que la enzima acoplante solo esté trabajando a
una velocidad que representa una pequefia fraccion de su velocidad maxima. A medida que
la reaccién avance, la concentracion del sustrato intermediario debera incrementar,
aumentando a su vez la velocidad de la enzima acoplante, hasta que ésta sea igual a la de la
enzima de interés (en este caso PRAI). Cuando la enzima auxiliar ha alcanzado la velocidad

de la enzima bajo estudio la concentracion de sustrato intermediario permanecera constante

(Eisenthal, 2002).

Los ensayos acoplados se caracterizan por la aparicién de una etapa lag en la velocidad de
formacion de producto final que serd monitoreado. La eficiencia con la cual una enzima
acoplante puede funcionar depende del valor de la Ky para su sustrato. Mientras mas bajo

sea este valor mas eficiente es la enzima a bajas concentraciones de sustrato. El periodo lag
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puede ser reducido incrementando la cantidad de enzima acoplante. Por otro lado, mientras
mayor sea el valor de Ky se requerira una mayor cantidad de enzima acoplante para

obtener el mismo periodo lag (Eisenthal, 2002).

Otra posibilidad que dificulta la tarea de medir la actividad de una enzima se da cuando el
sustrato no es lo suficientemente estable para determinar con exactitud su concentracion.
En estos casos, se presenta la posibilidad de obtener in situ el sustrato de la enzima a

caracterizar haciendo uso de la enzima que antecede la reaccion de interés.

1.7 Antranilato fosforribosil transferasa (AnPRT o TrpD)

La transferencia de grupos ribosilo entre una base aromatica y grupos fosfato es una de las
reacciones bioquimicas fundamentales en el metabolismo de nucledtidos y aminoacidos. La
adicion de grupos ribosilo se cataliza por las fosforribosil transferasas (PRTs) las cuales
desplazan el motivo 1’-pirofosfato del sustrato 5’-fosforribosil 1-pirofosfato (PRPP),
formando un enlace 1’-glicosidico-nitrogeno entre una base nitrogenada y un grupo
fosforribosilo. El proceso contrario es catalizado por las nucle6sido fosforilasas (NPs) y
esta relacionado especificamente con la remocion de la ribosa de nucledsidos por el

rompimiento fosforolitico del enlace N - 1’°glicosidico (Mayans et al., 2002).

La enzima antranilato fosforribosil transferasa (AnPRT) estd involucrada en la ruta de
biosintesis de triptéfano y cataliza la formacion de un enlace C-N entre PRPP y antranilato,
estableciendo con esto el esqueleto precursor del triptéfano (Fig. 10). Esta enzima puede
unir en su sitio activo dos moleculas de AA y una de PRPP, también tiene dos sitios de
unidon a magnesio. Los sustratos se pueden unir independientemente a la enzima sugiriendo

un mecanismo de reaccion secuencial al azar Bi Bi (Marino et al., 2006).
Dependiendo del microorganismo, la AnPRT es una enzima monofuncional o se puede

encontrar fusionada a otras enzimas de la ruta biosintética. Se encuentra codificada por el

gen trpD en la mayoria de los microorganismos (Lee et al., 2005).
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La antranilato fosforribosil transferasa de Saccharomyces cerevisiae ha sido purificada y
caracterizada cineticamente demostrando que es un homodimero con un peso molecular de
83 kDa, con una eficiencia catalitica mayor en comparacion con otras enzimas de diferentes

microorganismos (Tabla 2).

\’OH
“O“P-O.FP p 011 T’ 01[
PPi

Anthranilate PRPP PRA

Figura 10. Reaccion catalizada por AnPRT.

Tabla 2 Datos cinéticos del estado estacionario de AnPRT de S. cerevisiae, S. solfataricus y E. coli (Ivens et al.,
2001, Hommel et al., 1989)

Organismo TCO  Kwmaa) Knmprep) Keat Keat/ Knman) Keat/ Km(prPP)
(uM) (uM) ") (uM's™) (uM's™)
S. cerevisiae 25 1.6 22.4 2.9 1.8125 0.1294
S. solfataricus 25 0.002 10 0.014 7 0.0014
S. solfataricus 60  0.0035 10 0.105 30 0.010
E. coli 25 0.28 50 4.4 15.7 0.088

1.8 Indol glicerol fosfato sintasa (IGPS o TrpC)

La indol-3-glicerol fosfato sintasa (IGPS) cataliza el quinto paso en la biosintesis de
triptofano, (Fig. 11A) pertenece a la amplia y versatil familia de los barriles (Ba)s, (Fig.
11B). Posee una extension poco usual en el amino terminal de aproximadamente 40
residuos que esta involucrada en la estabilidad térmica y union del sustrato (CdRP), como

ha sido demostrado en estudios de esta enzima proveniente de microorganismos
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hipertermofilos como es el caso de Thermotoga maritima y Sulfolobus solfataricus
(Schneider et al., 2005). Al igual que PRAI, IGPS tiene un motivo de union a fosfato en las
asas fa 7y 8.

En particular la enzima IGPS de T. maritima, es un monémero que tiende dimerizar en
solucion mediante la Uinica cisteina expuesta que posee (C102). A diferencia de PRAI que
es inhibida significativamente por su producto (CdRP) y que posee un sustrato inestable
(PRA), tmIGPS presenta una baja constante de inhibicion por producto. Esta constante es
considerablemente menor a la presentada por sus ortdlogos (IGPS de E. coli y de S.
solfataricus). En cuanto al sustrato de IGPS (CdRP) presenta una vida media de 48 minutos
a 80°C, por lo que no demanda su rapido procesamiento, no obstante, IGPS es lo
suficientemente eficiente para prevenir la acumulacion de CdRP que inhibe a PRAI (Tabla

3).

A) (s 7]
! D_@ . | \.0_®
- ] _\-“' [ ;]
M o :
CdRP o IGP
B)

Figura 11. A) Reaccion catalizada por IGPS o TrpC. B) Estructura tridimensional de IGPS de T. maritima (entrada PDB

114N).
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Tabla 3 Datos cinéticos del estado estacionario ecIGPS y tmIGPS (Eberhard et al., 1995, Schneider et al., 2005)

Organismo TCC) Kwm(cdrp) Keat Keat/ Kman)
(uM) ) (uM's™)
E. coli 25 0.47 32 6.8
T. maritima 25 0.025 0.095 3.8

1.9 La caracterizacion enzimatica como herramienta para comprender los procesos de

evolucion natural y dirigida

Existen en la literatura diversos ejemplos de la importancia de la determinacion de los
parametros cinéticos de las proteinas para lograr un mayor entendimiento de los procesos
evolutivos que ocurren naturalmente asi como los llevados a cabo en el laboratorio. En
particular es muy interesante la forma en que se ha visto enriquecido el conocimiento de la
relacion estructura/funcion de la ampliamente estudiada superfamilia mecanisticamente
diversa de las enolasas. En este caso, el entendimiento de los principios evolutivos
empleados por la naturaleza para la adquisicion de nuevas funciones enzimaticas puede
revelar informacion crucial para el discernimiento de las funciones de miembros
desconocidos de la superfamilia asi como el disefio de nuevas reacciones. Parte importante
de las conclusiones obtenidas por Gerlt y colaboradores (2005) han sido sustentadas con la
caracterizacion cinética de cada uno de los miembros de esta familia, por ejemplo sus
hipotesis de los cambios de especificidad y mecanismos de reaccion otorgados por
variaciones en la secuencia y estructura han sido avalados por las constantes cataliticas y de

Michaelis-Menten.

Un caso mas de la enorme cantidad que existe, en el cual los parametros cataliticos
ayudaron al seguimiento del proceso evolutivo promovido en el laboratorio a través de
mutaciones al azar seguidas de barajeo (shuffling ) de genes, es en el caso reportado por

Castle y colaboradores (2004). Con el objeto de mejorar la actividad de glifosato N-
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acetiltransferasa (GAT) y con esto lograr una detoxificacion en plantas de cultivo que
acumulan glifosato en los meristemos. Partiendo de enzimas que poseen como sustrato
natural acetil coenzima A y fueron “evolucionadas” para aceptar glifosato como nuevo
sustrato. En este caso, el parametro k.,/Ky de las enzimas parentales fue el punto de
partida para evaluar la mejora adquirida y ademas correlacionar las mutaciones presentes
con los pardmetros obtenidos, esto con el fin de encontrar el camino més apropiado para
lograr la variante mas eficiente con actividad GAT. En este proceso de evolucion in vitro se
seleccionaron los residuos con efectos positivos sobre ke y Ky y se eliminaron aquellos

que ejercian un efecto negativo sobre dichos parametros.

25



2 ANTECEDENTES

2.1 Antecedentes en nuestro laboratorio

Teniendo como punto central a la evolucion dirigida, se han desarrollado en el laboratorio
distintas técnicas usando como modelo de estudio a PRAI; dichas técnicas han dado como
fruto una importante cantidad de variantes de PRAI, incidiendo también en el desarrollo de
técnicas de evolucion dirigida que dan lugar a mayor diversidad. En este sentido, se han
implementado experimentos que permiten generar grandes librerias de genes con un
sistema binario, que permite una recombinaciéon usando el sistema Cre-Lox. En este
sistema, las mitades Boy de ecPRAI (“medias naranjas™) se insertan separadas por un sitio
de reconocimiento de la enzima recombinasa Cre en un plasmido que es empacado dentro
de fagos; la libreria se introduce por infeccion multiple en células que expresan la
recombinasa para obtener genotecas enormes, evitando al paso limitante que se da en la
transformacion de células por electroporacion. Dicha técnica se ha probado en la PRAI
monofuncional de E. coli. (Saab-Rincén et al., 2005, Soberon et al., 2004). Asimismo, se
ha propuesto generar variabilidad mas alla de la mutacioén puntual mediante la insercion de
asas provenientes de otros barriles TIM en PRAI y la creacién de bibliotecas combinatorias

de estas construcciones.

Otra herramienta que a ultimas fechas ha proporcionado resultados interesantes para los
trabajos de evolucion dirigida es la bioinformatica, que integra conocimientos matematicos
y computacionales para analizar y comprender datos que derivan en la resolucion de
preguntas bioldgicas, a partir de dicha disciplina se ha logrado construir una enzima con
actividad de PRAI a partir del alineamiento de secuencias de aminoacidos de enzimas
ortdlogas provenientes de microorganismos diferentes, denominada PRAI consenso (José

Farias. No publicado. En colaboracion con el grupo del Dr. Lorenzo Segovia IBt-UNAM)

En estos casos, independientemente del aumento de la variabilidad que enriquece a la

evolucion dirigida las variantes son seleccionadas in vivo usando una cepa de E. coli
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auxotrofa para triptéfano (carente del gen trpF). De esta forma se han aislado un namero de

variantes de PRAI que ameritan su seguimiento cinético, tales como:

o Blo4PRAIWt LoxP_B5a8PRAlcons.

o Blo4PRAIWt LoxP B5a8PRAIwt.

o Bla4PRAIcons LoxP B5a8PRAIwt.

. Blad4PRAIcons LoxP BSa8PRAlcons.

Estas variantes son combinaciones de mitades silvestres (Wt) y consenso (cons).

A pesar de los éxitos obtenidos mediante la aplicacion de evolucion in vitro en el
laboratorio existen algunas limitaciones ya que los resultados obtenidos in vivo, a) no son
suficientes para interpretar los acontecimientos a nivel molecular b) no dan informacién
que permita enriquecer y racionalizar los métodos que deriven en mejores resultados de la

actividad buscada.

Por lo anterior, se hace necesario el analisis de la cinética enzimdtica que enriquecera la

informacion acerca de las proteinas obtenidas por evolucion dirigida en el laboratorio.

El estudio y caracterizacién cinética de las variantes obtenidas por evolucion dirigida
enriquecera en gran medida la informacion ya obtenida, pues la seleccion que se lleva a
cabo en el laboratorio necesita ser complementada a fin de conocer la medida y la forma en
que se han alterado las caracteristicas de la enzima. Por ejemplo, una caracterizacion
cinética nos permitiria establecer si la alteracion generada a nivel del gen ha modificado la
afinidad por su sustrato (Ky), de qué magnitud es este cambio, su conveniencia para el fin
que se persigue, y en algunas situaciones, la ruta a seguir para obtener los resultados
deseados. Asimismo, la caracterizacion cinética nos puede ayudar a sustentar con mayor
solidez las hipotesis planteadas, ya que se podran establecer interconexiones entre los
principales residuos que podrian estar afectando la union (binding) de sustratos y aquellos

que estan involucrados en alglin paso catalitico.
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2.2 Antecedentes del ensayo enzimético de PRAI

Existe una enorme cantidad de informacion que se ha generado en torno a la biosintesis de
triptofano, incluyendo estudios cinéticos detallados de las enzimas involucradas en esta via
(triptéfano sintasa, indol glicerol fosfato sintasa, antranilato sintasa), no asi para PRAI

debido a la hidroélisis espontanea que presenta su sustrato (Hommel et al., 1995).

Por tal situacién nos propusimos implementar en el laboratorio un ensayo enzimatico
acoplado, en el cual se partira desde acido antranilico y 5- fosforribosil pirofosfato (PRPP)
utilizando como herramienta a la enzima antranilato fosforribosil transferasa (AnPRT) (que
por si sola es una proteina interesante) del hipertermoéfilo Sulfolobus sulfataricus para
producir PRA in situ y transformarlo de forma consecutiva a CdRP por accion de PRAI
(Fig. 12).
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Figural2. Reaccion de fosforribosil antranilato transferasa (PRT) acoplada a la reaccion de PRAI y a su vez
se adiciona la enzima IGPS para seguir la aparicion de InGP (Patrick et al., 2008).

La sintesis quimica del sustrato de PRAI (PRA) ha sido reportada previamente (Creighton,

1970), en la cual la reaccion se da entre el dcido antranilico y ribosa-5-fosfato mezclados de

forma unimolar durante 4 minutos a 25°C, posteriormente se diluye cien veces en buffer de

trietanolamina-HCI pH 8.6.
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El ensayo se inicia agregando la enzima que tiene Unicamente actividad de PRAI y se
observa el aumento en la absorbancia a 280 nm . Sin embargo, el PRA sintetizado
quimicamente no se puede purificar ni determinar la cantidad que se ha formado
dificultando de esta manera la apropiada caracterizacion cinética de las enzimas con

actividad de TrpF (Kirchner et al., 1970).

Como ya se ha mencionado previamente, la labilidad de PRA ( los productos de la
hidrélisis espontdnea de PRA son AA y ribosa-5-fosfato) representa un obstaculo para el
analisis cinético de las distintas variantes de PRAI, ya que presenta una vida media de
(constantes de velocidad de primer orden) : 449 s (1.54 x 107 s) a 25°C, 291 s (2.38 x 107
s')a37°C, 144 s (4.82 x 107 s a 50°C y 39 s (21.74 x 107 s™) a 80°C (Sterner et al.,
1996). Por lo cual se ha propuesto sintetizar enzimaticamente a PRA como prerrequisito
para estudiar detalladamente las caracteristicas enzimaticas de cualquier variante de PRAI,
esto es, la implementacion de un ensayo enzimatico acoplado. Esta propuesta presenta la
ventaja de producir un sustrato para la enzima de interés quimicamente puro Yy

bioloégicamente activo (Sterner et al., 1996).

La velocidad de hidrdlisis de PRA esta dada por la ecuacion
vh=—d[PRA]/dt = ky [PRA]

donde:

ky= constante de velocidad de primer orden de descomposicion de PRA

[PRA]= concentracion de PRA.

El punto de partida para montar el ensayo cinético acoplado de PRAI es la expresion y
purificacion de AnPRT de Sulfolobus solfataricus, que es un microorganismo
hipertermofilo perteneciente a la familia de Arqueobacterias, que crece a elevadas
temperaturas (55-90°C), lo cual representa ventajas para su purificacion. La vida media de
esta enzima a 85°C es de 35 min y 69 min a 70°C ademds de se ha podido expresar
heterologamente en meso6filos como Escherichia coli, logrando también su purificacion de

forma eficiente (Ivens et al., 2001).
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Mediante este ensayo se han caracterizado enzimaticamente distintas PRAIs (Hommel et
al., 1995). En este caso el grupo de variantes PRAI ya existentes en el laboratorio que

esperan por ser analizadas son:

e En primera instancia PRAI monofuncional de E. coli (silvestre), como pieza
fundamental para la comparacion del resto de las variantes

e PriA al igual que PRAI es una isomerasa, que posee estructura de barril TIM, con
una funcidon dual debido a que interviene en la via biosintética de histidina y de
triptofano en Streptomyces coelicolor presentando actividad de TrpF asi como de
HisA (Barona et al., 2003).

e Las construcciones de PRAI silvestre en combinacion con PRAI consenso que lo

ameriten.

Por otra parte, se ha reportado que el uso de una segunda enzima acoplante en el ensayo de
TrpF seria indispensable en el caso de pretender un analisis del progreso temporal de la
reaccion, en lugar de la medicion de velocidades iniciales, (Hommel et al., 1995) dada la
inhibicion por producto que presenta la enzima de interés. Esta segunda enzima es IGPS o
TrpC. En una publicacion reciente de Patrick y colaboradores., (2008) se asegura que el uso
de un ensayo fluorimétrico no permite obtener una caracterizacion cinética de la mutante
con una baja actividad de TrpF (kea/Ky= 0.3 s'M™) denominada (His)s-PurF(1-04), pues
en un intento por saturar a ésta enzima usando concentraciones de PRA de hasta 2.0 mM
encontraron que, la sefial del fluorimetro se saturaba y no les permitia seguir la
desaparicion del sustrato, proponiendo asi, que lo mas conveniente era realizar el ensayo
espectrofotométrico acoplando IGPS, ya que la formacion del producto puede ser

monitoreado por el aumento de absorbancia.
Con este antecedente surge una nueva posibilidad para caracterizar mutantes, por ejemplo,

con Ky mas altas que la silvestre requiriendo una mayor cantidad de sustrato para ser

saturadas.
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2.3 Mutantes PRAI obtenidas por sustitucion de asas provenientes de PriA

En la busqueda de nuevas funciones enzimaticas la ingenieria de proteinas ha hecho uso
tanto del disefio racional como de la evolucion in vitro. Uno de los acercamientos mas
interesantes ha sido el uso de plegamientos estables ya existentes en la naturaleza a los
cuales se les incorporan elementos funcionales para introducir una nueva actividad
enzimdtica. Dichos elementos funcionales son por ejemplo, las asas involucradas en la
union o en la catalisis. En el 2006 Park y colaboradores demostrdé con la incorporacion
simultanea y ajuste de elementos funcionales seguida de un acercamiento de evolucion
dirigida que era posible insertar la actividad de -Lactamasa dentro del plegamiento estable
(ap/Ba metalohidrolasa) de una Glioxalasa II. Este plegamiento se encuentra ampliamente
distribuido entre los reinos Eucaria, Arquea y Bacteria y ha divergido para dar lugar a una

amplia variedad de reacciones.

En nuestro laboratorio se ha realizado un extenso trabajo siguiendo este concepto de
incorporacion de loops provenientes de otras enzimas en PRAI que es una enzima que
posee un plegamiento ampliamente estudiado (barril TIM) y que presenta la ventaja de

tener claramente diferenciada su cara catalitica y su cara estabilizante.

Por un lado con la elucidacion del mecanismo de reaccion de PRAI (Henn-Sax. et al.,
2002) se han identificado los loops que se encuentran involucrados en la catalisis, por
ejemplo el loop 6 que forma una especie de tapa sobre el sitio activo (Patrick et al., 2005)
asi como los residuos que llevan a cabo la catalisis; Cys7 (1) y Asp126 (6) . Y por otro
lado con el descubrimiento y estudio a nivel de funcion-estructura de scPriA (Wright et al.,
2008) cuya bifuncionalidad la convierte en un interesante modelo de evolucion natural, que
ademas posee el mismo mecanismo de reaccion y el mismo plegamiento que PRAI, se han
identificado los residuos cataliticos y por ende su localizacion; Aspll (B1), Aspl13(BS),
Thr166 (B6), asi como el papel funcional de los loops 1 y 6 cuya flexibilidad logra que el
sitio activo se encuentre en una conformacion abierta o cerrada. En este punto podemos
hacer una comparacion entre las asas 1 de PriA y la 6 de PRAI ambas son de longitud

relativamente grande, presentan una flexibilidad importante para la catalisis y forman una
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tapa que cierra el sitio activo de sus respectivas enzimas y tienen un motivo conservado

(GXXG@) al centro de la asa.

Con la informacion anterior y la experiencia en el intercambio de loops sobre PRAI
(Ochoa-Leyva et al., 2009) se construyeron en el laboratorio librerias de variantes que
contenian el asa 1 de PriA en la posiciéon 6 de PRAI. Ademas se introdujo un elemento de
variabilidad promovido mediante mutagénesis a saturacion de un par de residuos, el que
antecede al loop que se esta insertando y el que lo precede. De esta manera se
seleccionarian aquellos residuos que integren mejor al elemento recién incorporado dentro
de la estructura de la enzima, ya que se ha comprobado que los residuos que se seleccionan
tienen un efecto en la obtencion de proteinas plegadas (Ochoa-Leyva et al., 2009). Al llevar
a cabo la complementacion de la actividad TrpF del banco, (ensayos in vivo) en la cepa
auxotrofa para triptdfano se seleccionaron un par de mutantes que complementan la funcion
en un tiempo similar a la PRAI silvestre (13 hr. aprox. en medio minimo s6lido) y que
contiene como bisagra los residuos valina y triptéfano (Mut 5) y aquella mutante que tiene

los residuos leucina y arginina formando la bisagra (Mut 4).
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HIPOTESIS

. La obtencion de los parametros cinéticos de las diferentes variantes de PRAI
permitira discernir y entender la evolucion molecular promovida artificialmente por
evolucion dirigida, permitiendo establecer resultados contundentes in vitro y postular

distintos acercamientos para la obtencidon de nuevas proteinas.

OBJETIVO

o Implementar el ensayo cinético acoplado para caracterizar las variantes con
actividad de fosforribosil antranilato isomerasa producto de la evolucion dirigida y emplear

este conocimiento para sugerir nuevos experimentos de evolucion experimental.

Obijetivos particulares

e Expresar y purificar las enzimas antranilato fosforribosil transferasa e indol glicerol
fosfato sintasa que mas se ajusten a las necesidades y requerimientos del ensayo.

e Montar y optimizar el ensayo enzimatico para la actividad TrpF.

e Obtener los parametros cinéticos para PRAI silvestre y PriA.

e Analizar las variantes ya construidas que presenten actividad PRAI y caracterizarlas

enzimaticamente.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Clonacién y Purificacion de ssAnPRT

En principio para montar el ensayo acoplado se amplifico el gen trpD que codifica para la
antranilato fosforribosil transferasa (AnPRT) a partir de DNA genomico de Sulfolobus
solfataricus, utilizando oligos 5° (Fw) y 3° (Rv) que contienen los sitios de restriccion
BamHI y Hindlll respectivamente, asi como un sitio de rompimiento trombina/tripsina para
eliminar la cola de histidinas en caso de que interfiera con su actividad catalitica en el Fw’:
5’-primer:
5’TTAGGATCCCTGGTTCCGCGTGGCAGCATGAACATTAACGAAATTCTGAAAA
AACTC-3".

Rv 3’-primer:5’CCACAAAGCTTTAGTTTAACCACTACTTTTCA-3".

La amplificacion se realizo por PCR usando la enzima Taq polimerasa, mediante el
siguiente protocolo: 5 min a 95°C, 5 ciclos de 40 s a 95°C, 40 s a 52°C y 1 min a 72°C,
seguidos de 22 ciclos de 40 s a 95°C, 40 s a 53°C y 1 min a 72°C, finalizan con 8 min a
72°C. Una vez amplificado, el gen se digiridé con las enzimas BamHI y Hindlll. Por otra
parte, el vector de expresion pQE40 (amp, Qiagen) que posee un sitio de policlonacion

(Anexo I-Tabla Al-1) se digiri6 de la misma manera con BamHI 'y HindlIl.

La ligacion de sstrpD dentro de pQE40 se llevo a cabo por aproximadamente 14 hrs. a
16°C usando la ligasa del fago T4 (Fermentas) con su respectivo buffer. Una vez lograda la
clonacion se mandaron secuenciar 10 clonas presentando todas ellas 3 mutaciones de las
cuales dos se consideraron como indeseables (F147V, P178S), por tal razén fueron
corregidas por PCR mediante el uso de un Megaprimer que fue construido con los oligos
Fw (5° CAAAAGAACTAGTCAATAAAACGAATTTCGTTTTCCTCTTTGCAC 3°) vy
Rv (5" ATTAGTCAATGGACCTAGAATATTG 3’) conteniendo cada uno una de las

correcciones (bases resaltadas).

3.2 Prueba de cepas para expresion de TrpD
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Una vez corregido y ligado el gen en pQE40 la construccion denominada pQE40 ssAnPRT
se transformo en diferentes cepas (Tabla 4) que ademas tienen un pladsmido compatible que
codifica para el represor lacl ya que pQE40 no tiene la secuencia para dicho represor. En
primer lugar se tomo una colonia y se sembrdé en 5 ml de medio Luria Bertani (LB)
adicionado con ampicilina (100 pg/mL) y kanamicina (25 pg/mL). Se crecio 14 horas a
37°C, se tomaron 500 ul del cultivo anterior y se inocularon en 30 ml de LB con los
antibidticos antes mencionados llevando este nuevo cultivo a una DOggo de 0.5-0.7 a 37°C
y 200 rpm, una vez alcanzada esta DO se indujo con isopropil tio--D- galactésido (IPTG)
y se incubo el cultivo ya inducido por un periodo de 12 horas a diferentes temperaturas a
200 rpm. Después de dicho tiempo de induccion se centrifugaron los cultivos por 3 min. a
14000 rpm y se retird el sobrenadante, la pastilla se resuspendié en buffer de fosfato de
potasio 100 mM pH 7.5. y se sonicaron (Sonicador Branson 2X2 min, nivel de potencia 5,
pulso 50%, manteniendo la muestra en hielo). Posteriormente se centrifugaron y se separ6
cuidadosamente el sobrenadante de la pastilla, la cual se resuspendié en SDS al 1% y se

analizaron ambas fases soluble e insoluble en gel de acrilamida SDS-PAGE.

Dada la ausencia de expresion en los experimentos anteriores se llevd a cabo la clonacion
de sstrpD de nueva cuenta pero ahora dentro del pET28b+. Esta segunda clonacion se
realiz6 amplificando el gen sstrpD a partir de la construccion pQE40 ssAnPRT que
contenia la secuencia correcta utilizando el mismo protocolo de PCR antes descrito. Los
oligonucleotidos utilizados fueron:

Fw(5") (5" CTAGCTAGCCATATGAACATTAACGAAATT 3") que contiene el sitio Nhel

y el mismo oligonucledtido Rv que contiene el sitio de restriccion Hindlll.

Los ensayos de expresion tanto de ésta como de todas las enzimas usadas para el ensayo de
TrpF se realizaron en distintas cepas ya caracterizadas para fines de sobreexpesion (Miroux
et al., 1996) (Anexo I, Tabla AI-2), sin embargo para el caso de ssAnPRT se probaron
también distintas temperaturas de induccidon con IPTG, asi como distintas concentraciones

del mismo (Tabla 4).
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Tabla 4 Condiciones de temperatura y concentracion de IPTG utilizadas en la expresion de la enzima
AnPRT de Sulfolobus solftaricus todas inducidas por 12 horas

CEPA TEMPERATURA DE | [IPTG]
INDUCCION

XL1-Blue 37°C ImM
25°C 1mM

MC1061 (PREP4) 37°C 1mM

M15 (PREP4) 37°C 1mM
20°C 1mM

DH5a 22°C ImM

Medio minimo

LB

2Xyt

BL21 (DE3) 22°C ImM
MC1061 (PREP4) 15°C 0.1 mM
M15(PREP4) 15°C 0.5 mM

Una vez expresada ssAnPRT, se realizé un Westernblot aprovechando su fusion a 6xhistag,

con un anticuerpo que reconoce dicha fusion, denominado Anti6xhis-tag.

3.3 Clonacidn y expresion de ecPRAI y PRAIs obtenidas por evolucion dirigida

Se amplifico el dominio monofuncional de PRAI [ML 256-452] de E. coli como ha sido
previamente reportado (Eberhad et al., 1995) a partir de vector pPDAN5_ecPRAIwt usando

los siguientes oligonucledtidos:

Fw 5" GCC ATA CCA TGG GGG AGA ATA AGG TAT GTG GC 3’
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Rv 5'"GTC CGA AAG CTT TCA TTA GTG GTG GTG GTG GTG GTG GGA TCC ATA
3'. Los sitios de clonacion usados fueron Ncol y Hindlll y el vector pET28b+ (Tabla 5).

De igual forma se clon6 PRAI CreLox, que es el mismo dominio monofuncional de PRAI

de E. coli interrumpido por el sitio de reconocimiento de la enzima CreLox recombinasa.

La expresion se llevo a cabo diferentes cepas (Anexo I, Tabla AI-2) como ha sido
previamente mencionado siendo Rosetta 2 la que derivd en mejores resultados. Primero se
inocul6 un cultivo de 50 mL con un preindculo crecido durante 12 horasy se indujo a una
DOgpo de 0.8 con una concentracion de IPTG 0.5 mM, la temperatura y tiempo de

induccion del cultivo fueron 20°C durante 15 horas.

3.4 Clonacién y expresion de eclGPS

Se clono y expreso el dominio con actividad de IGPS de E. coli para lo cual se realizé una
reaccion de PCR usando como templado DNA genémico de la cepa MC1061 AthiE con los
siguientes oligonucleotidos: Fw: 5 GAA TTC ATA TGC AAACCG T 3’

Rv: 5 GCT ACC GGA TCC CTA TAC TTT ATT CTC 3', y el siguiente protocolo: 4min
a 95°C, 2 ciclos de 2 min s a 95°C, 2 min s a 60°C, seguidos de 30 ciclos de 1 min s a

95°C, 1 min a 60°C y 1 min a 72°C, finalizando con 7 min a 72°C.

Las enzimas usadas para la clonacion fueron Ndel y BamHI respectivamente sefialadas en
los oligonucleotidos y el vector usado fue pET28 b(+). La etiqueta de histidinas quedo en el
extremo amino de la proteina. Para la expresion de IGPS se probaron distintas cepas usadas
para la sobreexpresion de proteinas, la que ofrecid mejores resultados fue la cepa

C41 pRIL.

3.5 Purificacion de ssAnPRT, ecPRAIwt y eclGPS yAnPRT y tmIGPS y mutantes a

ensayar
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Una vez lograda la expresion de ssAnPRT, ecPRAIwt y de ecIGPS se procedid a su
purificacion aprovechando la fusion a 6XHistag que permite su separacion en una columna
de purificacion por afinidad activada con sulfato de niquel 100 mM. Primero se realiz6 la
purificacion con un cultivo pequefio por cromatografia de gravedad para establecer las
condiciones de elusion idoneas. En el caso de sSAnPRT, un cultivo de 50 mL de células
BL21 (DE3) transformadas con la clona denominada pET28 ssAnPRT se creci6 por 12
horas. Después de dicho periodo de crecimiento se enfriaron las células por 10 min, a 4°Cy
se centrifugaron a 10 000 rpm por 20 min a 4 °C. Se resuspendi6 la pastilla en 3 mL de
buffer A (ver Anexo III) y se sonico (Sonicador Branson 5 X 20 seg., nivel de potencia 5,
pulso constante en hielo), posteriormente se centrifugaron las células para separar la
fraccion soluble de la insoluble a 13,500 rpm por 25 min a 4°C. Una vez separadas las
fracciones se tomo el sobrenadante (fraccion soluble) y se calent6 a 65°C por 25 min. para
desnaturalizar el resto de proteinas no resistentes a la temperatura y se centrifugd a 13,500
rpm por 25 min a 4°C. Por otra parte, se tomaron 2 mL de resina Ni-NTA (Qiagen) y se
lavd con agua para retirar el etanol, se equilibré6 con 10 volimenes de solucion A.
Posteriormente se mezcld el sobrenadante obtenido de la ultima centrifugacion con la resina
y se dejo en agitacion por una hora a 4°C, transcurrido dicho periodo se colocd en una
columna de cromatografia de gravedad ( 100mm x 20mm) y se dejo eluir, esta primer

recoleccion contenia las proteinas que no se unieron a la matriz de niquel.

Una vez terminada la primer elusion se iniciaron los lavados, primero con la solucion B, C,
D y E (Anexo III) recolectando por separado todas las elusiones para verificar por SDS-

PAGE en cual se ha eluido la proteina de interés.

Se inocul6 un reactor conteniendo 10 litros de LB con un litro de cultivo crecido ON y se
dejo creciendo por 20 horas aproximadamente igual que en el cultivo pequefio. La agitacion
fue de 200 rpm. Se sigui6 todo el procedimiento antes mencionado tomando una fraccion

de la pastilla total recuperada s6lo para corroborar que habia expresion de proteina.

También se cambid el sistema de purificacion de cromatografia por gravedad por un

sistema tipo FPLC (AKTA Amersham- Biosciences). En este caso se utilizé una columna

39



de cromatografia de afinidad HisTrap HP de 5 ml. (Amersham-Biosciences) que se activo
con una solucion de NiSO4 100 mM antes de cada purificacion y se realizoé un lavado con
25 mM de imidazol, posteriormente se program¢é un gradiente desde 25 mM hasta 300 mM

en 60 min con un flujo de 2 ml/min. La proteina se dializ6 para retirar el imidazol.

Por otra parte, ecPRAIwt, PRAI-CreLox, scPriA, ecIGPS, mutantes M4 y M5, también se
purificaron por afinidad con la columna anteriormente mencionada. El procedimiento fue el
mismo realizado para ssAnPRT s6lo cambia al buffer de sonicacion (Anexo III). Todo el

proceso se realizo a 4°C.

De igual manera estas proteinas fueron dializadas exhaustivamente después de su
purificacion, el buffer de cambio fue de fosfato de potasio 50 mM para ssAnPRT y ecPRAI
y todas sus variantes y Tris-HCI 40 mM para ecIGPS, se adicioné6 EDTA 2 mM al buffer de
dialisis y B-mercaptoetanol 1 mM para el caso de ecPRAI y ecIGPS. La didlisis se llevo a
cabo utilizando membranas con un tamafio de poro de 12000-14000 Da (Spectra por VWR

Scientific) bajo agitacion por 18 horas a 4°C, se realizaron 3 cambios de buffer.

Una vez dializadas se agregd glicerol hasta una concentracion de 15% y se congelaron a -
70°C con excepcion de eclGPS que presenta una gran tendencia a la agregacion e

inactivacion.

En la busqueda de un sistema robusto para medir la actividad enzimatica de las enzimas
con actividad PRAI se purificaron otras enzimas auxiliares mas eficientes; antranilato
fosforribosil transferasa de Saccharomyces cerevisiae ¢ indol glicerol fosfato sintasa de
Thermotoga maritima. La primer enzima se tenia clonada en un vector con promotor T7 y
con 6XHistag en el carboxilo terminal (pET28b+), por lo que se procedio a realizar pruebas
de expresion y solubilidad en diferentes cepas de expresion para posteriormente purificar
por afinidad como con las enzimas previas. Se eligi6é la cepa Rosetta 2 como la mejor
opcion, se prepard un cultivo de un litro creciéndolo a 37°C hasta DOggonm de 0.7 y se
indujo con 1 mM de IPTG por 15 horas a 20°C, después de dicho periodo se centrifugaron

las células a 6000 rpm por 20 minutos y se resuspendio la pastilla en buffer de lisis para
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yAnPRT (Anexo III), se sonico seis veces por 20 segundos con intervalos de un minuto
entre cada una en hielo. Se centrifugé a 10000 rpm por una hora y se recuperd el
sobrenadante el cual fue filtrado e inyectado en la misma columna (HisTrap HP) conectada
al Akta (sistema de purificacion tipo FPLC) para su purificacion por afinidad. Dicha
columna fue activada con sulfato de niquel como en casos anteriores. La enzima eluyo6 a
180 mM de imidazol aproximadamente. Las fracciones que contenian a la enzima se
dializaron por 18 horas en buffer de dialisis de yAnPRT (Anexo III), posteriormente se

concentraron y se agreg6 glicerol hasta una concentracion de 15% y se guardo6 a -70°C.

En el caso de tmIGPS, dicha enzima estaba clonada en el vector pET22a (que se regula
bajo el promotor T7) pero con un codén de paro antes de la 6xHistag por lo que se procedio
a purificar en una columna de intercambio aniénico (Mono Q 4.6/100 PE, Amersham
Biosciences) usando como buffer Tris-HCI 20 mM pH 7.5, el gradiente se 300 mM de
NaCl.

Se subclond tmIGPS en el vector pQE-I marcando con etiqueta de histidinas en el extremo
amino terminal para su purificacion mediante columna activada con sulfato de niquel 100

mM como en los casos anteriores.

La cepa en la que se obtuvo una mayor cantidad de proteina soluble fue la C41 pGroEL-
GroES la cual contiene un plasmido que posee caracteristicas que ayudan al plegamiento de
algunas enzimas y tiene que ser inducido con L-arabinosa a una concentracion de 0.2% m/v
desde el momento de inocular el cultivo. Una vez que dicho cultivo alcanzé una DOgponm de
0.8 se indujo con 0.5 mM de IPTG y se mantuvo en incubacién y agitacion a 30°C por 12
horas. El proceso de purificacion es similar al de la enzima anterior salvo por el hecho de
que al ser una enzima de un microorganismo hipertermoéfilo, después de sonicar y obtener
el sobrenadante se calent6 por 15 minutos a 75°C, procedimiento que ayuda a eliminar una
gran cantidad de proteinas provenientes de E. coli, después de tal calentamiento se volvio a
centrifugar y se recuperd nuevamente el sobrenadante el cual después de ser filtrado a
través de membranas de 0.22 pm se inyectd a la columna HisTrap HP (Amersham

Biosciences) activada con NiSO4 100 mM y conectada a un sistema FPLC para su
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purificacion. La elusion de la proteina se dio a una concentracién de 150 mM de imidazol.

Los buffers de purificacion se muestran en el Anexo III.
3.6 Cuantificacion de proteinas purificadas

Una vez purificadas, la cuantificacion de proteinas se realiz6 en principio por el método
colorimétrico usando el reactivo BioRad protein assay (Bradford 1976) y BSA como
estandar. En el caso de PRAI monofuncional de E. coli se tiene el dato del coeficiente de
extincion molar a 280 nm que es €,5= 1.10 cm” mg™', (Eberhard et al., 1995) y el resto de
las enzimas a ensayar se cuantificaron obteniendo el coeficiente de extincion molar tedrico
a partir de la secuencia de aminoéacidos usando la siguiente ecuacion:

€canticrso) M cm™) = #Trp)(5685) + (#Tyr)(1285) + (#cistinas)(125)

La absorbancia de la proteina desnaturalizada con hidrocloruro de guanidina 6 M se midi6 a

280 nm (Pace et al., 1995).
3.7 Ensayo enzimatico acoplado (sSAnPRT-PRAI-IGPS)
3.7.1 Ensayo fluorimétrico

El ensayo enzimatico se realizo fluorimetricamente, dadas las caracteristicas que presentan
las sustancias que intervienen en la reaccion (Hommel et al., 1989). La mezcla que se
utilizé para dicha reaccion fue: Tris-HC1 50 mM pH 7.5, MgCl, 2 mM, ditiotreitol 0.4 mM,
EDTA 0.5mM, en cuanto a los sustratos de AnPRT, de 4cido antranilico (Sigma Aldrich) se
usaron concentraciones desde 2 uM hasta 200 uM y PRPP (Sigma Aldrich) se mantuvo

constante en todos los casos en un exceso de 1 mM.
La determinacion de las concentraciones idoneas de enzimas auxiliares (AnPRT e IGPS) se

realizé variando la concentracidon de estas enzimas manteniendo constante la concentracion

de sustratos.
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La reaccion en principio para formar PRA enzimaticamente se llevd a cabo usando
sSAnPRT a una temperatura de 60°C y se inicid con la adicion de dicha enzima asi como
tmIGPS. Las mediciones se realizaron en un fluorimetro (TECAN) usando longitudes de

onda de excitacion y emision para el dcido antranilico de 310 y 400 nm respectivamente.

Con la obtencion de la enzima AnPRT de un organismo mesofilo (S. cerevisiae) se pudo
realizar la totalidad del ensayo a 25°C evitando asi que PRA se hidrolizara mas
rapidamente debido a la temperatura a la cual se estaba formando (60°C) con el uso de

ssAnPRT.

Dado el decremento de fluorescencia debido a la desaparicion de AA se inicia la siguiente
reaccion una vez que la sefial es constante, adicionando la enzima con actividad de PRAI a
analizar, una vez que la mezcla de reaccion hubiera alcanzado 25°C en los primeros
ensayos realizados con ssAnPRT a 60°C, el proceso enzimatico se monitorea por 10
minutos siguiendo la disminucion de fluorescencia por la desaparicion de PRA (longitud de
excitacion 310 nm emision 400 nm) ya que la produccion del cuantum es 50 veces mayor

que la del producto de la reaccion, CdRP.

3.7.1.1 Determinacién de velocidades iniciales y pardmetros cataliticos

Una vez obtenidos los progresos temporales de la reacciéon de PRAI se determinaron las
velocidades iniciales con la parte lineal de la curva del progreso temporal de la reaccion en

donde se observa el consumo de PRA.

Los parametros cataliticos se obtuvieron mediante ajustes no lineales a la ecuacion de
Michaelis-Menten usando el programa MicroCal Origin version 5.0 el cual trabaja segtin el
algoritmo de Levenberg-Marquardt, tomando en cuenta para el ajuste las desviaciones
estandar obtenidas de los triplicados de cada ensayo, para dicho ajuste se graficaron las

velocidades iniciales contra las respectivas concetraciones de sustrato (PRA) utilizadas.

43



3.7.2 Ensayo espectrofotométrico

Un segundo método para el ensayo de la actividad de PRAI es acoplando IGPS. En este
caso se sigue la aparicion de indol glicerol fosfato (IGP) en el espectrofotometro a 278 nm.
Para ésto se monitored primero la formacion de PRA en el fluorimetro por accién de
AnPRT, posteriormente se llevo la mezcla de reaccion a la cubeta del espectrofotometro y
se adicion6 ecIGPS (0.1uM) mezclado perfectamente, la reaccion se inicid agragando
ecPRALI para obtener la velocidad inicial con el coeficiente de extincion molar de IGP 5590

M em™ (Patrick en al. 2008).

3.8 Actividades especificas de enzimas quiméricas

La caracterizacion de un grupo de enzimas se realizd a partir de extractos crudos
determinando la actividad especifica. Todas las construcciones se tienen en el vector
pDANS para fines de recombinacion y generacion de genotecas. Las construcciones se
introdujeron en una cepa MC1061 deletada del gen trpF. Se crecieron en medio LB durante
16 horas a 37°C. Se centrifugaron los cultivos y se resuspendieron las pastillas en buffer de
lisis de PRAI (Anexo III) para su posterior sonicacion como ha sido antes mencionado con
otras proteinas. Se centrifugaron las a 10000 rpm por una hora y se recuperd el
sobrenadante. Se adicion6 [-mercaptoetanol a una concentracion de 2 uM. Posteriormente
se realizaron los célculos determinando las concentraciones de proteina contenidas en el
extracto por el método de Bradford como ha sido mencionado anteriormente. El ensayo
enzimatico se realiz6 agregando AA a una concentracion saturante de 100 pM para que por
accion de yAnPRT fuese convertido a PRA. Se adicioné una concentracion igual del
extracto preparado de cada variante al ensayo. Se obtuvieron las curvas de desaparicion de
sustrato monitoreadas por el cambio de fluorescencia y con las curvas del progreso
temporal de la reaccion se obtuvieron velocidades a partir de la pendiente inicial. Una
unidad de actividad enzimatica se refiere a la cantidad de enzima que consume 1 uM de

PRA por minuto a 25 °C.

44



MATERIALES Y METODOS CINETICA ENZIMATICA DE PRAIS OBTENIDAS POR EVOLUCION DIRIGIDA

3.9 Cinéticas de crecimiento de las enzimas caracterizadas

Se electroporaron los siguientes plasmidos: pDANS5 wtPRAI, pDANS wtPriA,
pDANS M4, pDANS MS5 y pDANS_Pedl(control negativo) en la cepa IM101 AtrpF, se
plaquearon en LB/Amp, se tomaron tres colonias aisladas y se crecieron por 12 horas en
LB/Amp liquido. Se lavardn las células cuatro veces con sales M9 1x y se midi6 la DO a
600 nm para normalizar la cantidad de células con las que se inocularian 3 ml de medio M9
de modo que se iniciaran las cinéticas a una DOgoonm de 0.05. Se tomaron medidas cada 2
horas. También se realizaron las cinéticas en LB/Amp tomando medidas de la DO cada

hora en este caso.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Clonacion y expresion de las proteinas

La caracterizacion cinética de las enzimas con actividad PRAI sometidas a métodos de
evolucion dirigida requiere la produccion in situ del sustrato de las enzimas a ensayar
(PRA). Esto hace necesario el uso de la enzima AnPRT. Dicha enzima acoplante se obtuvo
amplificando por PCR el gen a partir del DNA genomico de Sulfolobus solfataricus para
clonarla, expresarla y purificarla como ya ha sido reportado (Ivens et al., 2002) dado que es
un hipertermofilo se espera que esta proteina tenga algunas ventajas para su purificacion
con respecto a las proteinas de un mesoéfilo. Para empezar, se llevd a cabo la clonacion del
gen antes mencionado en pQE40, el cual se secuencié encontrando tres mutaciones de las
cuales una de ellas se consideré como sinénima; sin embargo las dos restantes si dieron
cambio de aminoacido (F147V, P178S). Con esta situacion se procedio a realizar todo de
nueva cuenta desde la amplificacion del gen a partir de DNA gendmico hasta la clonacion
en pQEA40; estas segundas clonas se secuenciaron comprobandose que seguian apareciendo

las mismas tres mutaciones.

En vista de estos resultados se opt6 por la evaluacion mediante un alineamiento de
aproximadamente 60 secuencias de enzimas homologas reportadas para conocer la
ubicacion y la funcion de los aminoacido cambiados. Dicho alineamiento revel6 que a pesar
de que la identidad de secuencia entre estas enzimas es de 20 %, las mutaciones estaban
justo en residuos altamente conservados a lo largo de la familia a la que pertenece la
enzima AnPRT, PRT-II y, aunque no se reporta que estén involucrados en la unién de
PRPP o del magnesio, se considera que P178 juega un papel importante en el
reconocimiento del acido antranilico ya que al ser mutado por una alanina se presenta un
aumento de Km™* de 300 veces con respecto al de la proteina silvestre (Marino et al.,

2006) y F147 pudiera tener un rol estructural mas que catalitico.

Dadas estas observaciones se optd por corregir las mutaciones mediante un método que

involucra la construccion por PCR de un megaprimer que deberia incluir las correcciones.
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Este megaprimer sirvio para amplificar el resto de la secuencia para después clonar dentro
del mismo vector (pQE40) pero ahora en los sitios Spel y Hindlll, manteniendo intacta la

primera parte del gen que tenia la secuencia correcta (Fig. 13).

Spel

—Y

BamHI Hindlll
PQE40_SSANPRTM2 <t

Spel MP

'
S P SN
—

#

PQE40_ssAnPRT

Figura 13. Esquema representativo del método de Megaprimer para cambiar las bases nucleotidicas
indeseables (cruces rojas) por las correctas (triangulos azules).

Con el procedimiento anterior se obtuvo la secuencia reportada para el gen trpD y se
procedid con los ensayos de expresion. Dado que el vector empleado no tiene la secuencia
del represor lacl que es necesario para el control de la expresion mediante la adicion de
IPTG se tienen que usar cepas que previamente hayan sido transformadas con algin
plasmido que contenga lacl; por tal motivo se emplearon cepas como MC1061(pREP4) y
MI15(pREP4) (pREP4) que ademés de contener el represor deseado tiene un origen de
replicacion compatible con pQE40. Sin embargo, los resultados que arrojaron los geles de
poliacrilamida demuestra que no habia expresion alguna (Tabla 5), pues se analiz6 tanto la
fraccion soluble como la insoluble de extracto celular. Dado esto, se probaron diferentes
cepas para descartar la posibilidad de que la ausencia de proteina se debiera a la
intoxicacion de alguna de ellas; por ejemplo, se prob6 en XL1-Blue, que, aunque no es una
cepa empleada en ensayos de expresion contiene una mutacion (lacl?) que la hace sobre
producir represor lacl, obteniendo los mismos resultados negativos; también se us6 DHS5a
y BL21(DE3), esta tltima es una cepa ampliamente utilizada para expresar proteina pero en

sistemas pET ya que expresa la RNA polimerasa del fago T7 necesaria para estos vectores.
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En todos los casos se obtuvieron resultados negativos, por lo que se variaron las
condiciones de induccion, asi como la disminucion de la temperatura de 37°C a 25°C y
hasta a 15°C después de agregar IPTG ya que ésto lleva a que la formacion de proteina sea
mas lenta, permitiendo a la enzima plegarse correctamente evitando la formacioén de
cuerpos de inclusidon. Sin embargo, ésto tampoco derivo en los resultados esperados, es
decir, no se observd proteina ni el la parte soluble ni en la insoluble a pesar de que la

secuencia era la correcta y el gen estaba en fase para su transcripcion.

Dado lo anterior, se realiz6 una prueba mas que consistid en realizar cultivos con induccion
y sin induccidén con IPTG; ésto mostré que habia una cantidad mayor de proteina en la
fraccion soluble en el cultivo sin inducir que en el inducido, dado que en éste ultimo la
produccion de enzima dentro de la célula es tan rapida que se va mayoritariamente a
cuerpos de inclusion. Este comportamiento fue muy similar ain con el uso de distintas

cepas de sobreexpresion.

Con lo anterior, surgieron muchas dudas acerca de la proteina observada, que, aunque
migraba correctamente en el gel de acrilamida no estaba inducida. Esto llevo a la
realizacion de ciertos controles que permitieran verificar que la banda observada en el gel
era en efecto la proteina de interés y no alguna proteina de la cepa misma, tales controles
consistieron en la cepa con el plasmido pET28b+ (vacio) y la cepa BL21 (DE3) sin
transformar con ningn plasmido. Los resultados muestran que efectivamente la banda s6lo
esta presente en la cepa transformada con la construccion pET28 sstrpD sin inducir (Tabla
5). Asimismo, se realizd6 un Westernblot para identificar a sSAnPRT con un anticuerpo
monoclonal que reconoce la cola de 6 histidinas fusionada a la proteina. Dicho Westernblot

resultd positivo despejando la duda mencionada anteriormente (Fig. 14A).
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17°C 25°C 37°C

Figura 14. A) Westernblot de ssAnPRT fusionada a 6xHis-tag utilizando como anticuerpo monoclonal un
Anti6XHis-tag que reconoce la epitope de seis histidinas. B) Identificacion por Western blot de ssAnPRT a
diferentes temperaturas.

Posteriormente, se planted la posibilidad de que la produccion de proteina soluble se podria
aumentar bajando la temperatura de crecimiento del cultivo pero sin inducir; esto no resultd
en ningin cambio importante en la cantidad de ssAnPRT soluble (Fig. 14B) a 17, 25 y
37°C por lo que se continud realizando a 37°C. También se realizé el experimento con

cantidades de IPTG traza (0.05 y 0.01 mM) obteniendo resultados similares que sin inducir.
En cuanto al resto de las proteinas (PRAI y mutantes e IGPS), no hubo mayor problema en

su clonacién o expresion, pero si se probaron las distintas cepas para ver en cual se obtenia

mayor cantidad de proteina soluble (Tabla 5).
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Tabla 5 Condiciones de expresion de las diferentes proteinas requeridas para el ensayo de PRAI asi como los
geles de acrilamida (SDS-PAGE) del anélisis de dicha expresion

CONSTRUCCION CEPA(S) TEMPERATURA CONCENTRACION | GEL SDS-PAGE
Y TIEMPO DE | DEIPTG
INDUCCION
pQE40_ssAnPRT XL1-Blue, 37°C (14 hr.), 25°C | ImM, 0.1 mM,
MC1061 (14 hr.), 15°C (14 | trazas L 23 aMs5 6 78
(PREPA), |}
M15
(pPREP4),
DH5a
BL21 (DE3)
1 pQE40 C/IPTG Insoluble
2 pQE40 S/IPTG Insoluble
3 pQE40 _trpD C/IPTG Insoluble
4 pQE40_trpD S/IPTG Insoluble
5 pQE40 C/IPTG Soluble
6 pQE40 S/IPTG Soluble
7 pQE40 _trpD C/IPTG Soluble
8 pQE40_trpD S/IPTG Soluble
pET28b ssAnPRT | BL21(DE3) | 15°C (14 hr.), 22°C | I mM

(4.5 hr.), 30°C (14

hr.), 17°C (14 hr.)

1 2 3 M 4 56

!!:'_ 3=3

=341

T —

— e

= 0 4

2 SkDa
B

= 25kDa -

1 pET28b+ _proteinaX Insoluble
2 pET28b+ Insoluble

3 pET28b+_trpD Insoluble

4 pET28b+_proteinaX Soluble
5 pET28b+ Soluble

6 pET28b+_trpD Insoluble
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PET SSANPRT

BL21(DE3)

37°C (14 HR)

SIN IPTG

1 PET28B+_SSANPRT C/IPTG
SOLUBLE

2 PET28B+_SSANPRT S/IPTG
SOLUBLE

3 PET28B+ C/IPTG

4 PET28B+ S/IPTG

5 BL21(DE3) C/IPTG

6 BL21(DE3) S/IPTG

pET28b_ecIGPS

C41_Pril

20°C (14 hr.)

0.4 mM

_—
- &
i".

M 3 4 5% 778

il @ -

1 pET28b+ Elusion buffer A
2 pET28b+ _trpC Elusion buffer A
3 pET28b+ Elusion buffer B
4 pET28b+_trpC Elusion buffer B
5 pET28b+ Elusion buffer C
6 pET28b+_trpC Elusion buffer C
7 pET28b+ Elusion buffer D
8 pET28b+_trpC Elusion buffer D

pET21a tmIGPS

pET28b_yAnPRT

C41 pGroEL-
GroES

Rosetta II

30°C (14 hr.)

20°C (14 hr.)

0.5 mM

1 mM

M 1 2

-©
>

-

1 pQE+ tmIGPS
12pET28b+ yAnPRT

pET28b(+) Mé4 Y

M5

Rosetta I1

20°C (14 hr.)

0.5 mM

M 1 2 3 4 5

- o
1

Ee=g

1 pET28b(+) M5
2 pET28b(+) M4
3 pET28b(+) _MX
4 pET28b(+) _MX
5 pET28b(+) _WtPRAI
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4.2 Purificacion de las proteinas

Para la realizacion del ensayo enzimatico es necesario tener las enzimas puras, ya que la
obtencion de algunos parametros cataliticos (kcat, keat/Kn) requiere del conocimiento de la
concentracion de enzima a caracterizar de forma pura. Con esto en mente, a todas las
proteinas que se emplearian para el ensayo se les marco con una etiqueta de histidinas que
serviria para llevar a cabo la purificacion por cromatografia de afinidad usando una
columna activada con niquel. En todos los casos se obtuvieron proteinas puras ya que se
asociaron con gran afinidad a la matriz, eluyendo a concentraciones de imidazol superiores

a 100 mM para la mayoria de los casos (Tabla 6) excepto para scPriA que eluy6 a 20 mM.

En el caso de ecPRALI silvestre, en las primeras purificaciones parecia migrar acompafiada
de otras dos bandas en los geles de acrilamida SDS-PAGE, llevando a pensar que se trataba
de otras proteina que no se habian logrado separar en la purificacion, sin embargo, al

agregar una mayor cantidad de SDS al gel y al buffer de carga se logr6 ver una sola banda.
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Tabla 6 Geles de acrilamida SDS-PAGE con las enzimas ssAnPRT, yAnPRT, ecPRAI, M4, M5, ecIGPS y
tmIGPS purificadas por afinidad a niquel

CONSTRUCCION

CONCENTRACION

DE IMIDAZOL DE

GEL SDS-PAGE

ELUSION
pET28b+ ssAnPRT 150 mM
Fracciones ssAnPRT
150 mM imidazol <150 mM 25 mM
-
= —
35kDa
- 25kDa
4
B
pET28b+ yAnPRT 100 mM
- o Fracciones yAnPRT
150 mM
. @@
40kD oy - wew—
35 kDaa ?.. //
25kDa e
-
pET28b+ ecPRAI 100 mM
Fracciones ecPRAI -
100 mM imidazol 50 mM 25 mM
~ 35kDa

25 kDa
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pET28b+ M5 100 mM
racion =M Fracciones
pET28b+ M4 OO R gz - = '
=3 . -_—
& p |
| :35 kDa _G;
‘» - | -
\""'___: e o o
pET28b+ _ecIGPS 200 mM
Fracciones.ecIGPS -
200 mM imidazol <200 mM ?
—&— 99
- .
@35 kDa
#25 kDa
o
-
pQEIL tmIGPS 150 mM
Fracciones tmIGPS = mm
150 mM imidazol FraeSol
pET15 scPriA ~ 20 mM
Fracion scPriA
20 mM Imidazol
—
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4.3 Ensayo enzimético acoplado (sSANPRT-ecPRALI) en fluorimetro

Una vez purificadas las enzimas se verificd primero si ssAnPRT tenia actividad. Para esto,
se llevd a cabo una evaluacion del espectro de emision del 4cido antranilico a una A de
excitacion 310 nm comprobando que se tenia una emision méxima a A 400 nm (Fig. 15)

como ha sido reportado previamente (Hommel et al., 1995).
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Figura 15. Espectro de emision de AA a una longitud de onda de excitacion de 310 nm.

La actividad de ssAnPRT fue verificada usando s6lo una concentracion de ambos sustratos
(500 uM PRPP y 2 uM de AA). También se comprobd que la actividad seguia
manteniéndose practicamente igual después de algunos dias de estar congelada a -70°C con

glicerol al 15% (Fig. 16A).

4007 4500 -
| |

g 3504 4000 ¥
c
8 3500
Q 300+ _ J
g :
g 01 § 3000 + —e— Con yPRT
7] NS )
x 200 r 2500 4 —=&— Sin yPRT
o] 7 o) P
] n
S 2000 -
8 1504
0
g 1500 A ~erte 000000000t cotets
S 100+ '\l—l\./-’-\.‘.7./.\./-\.,.,.\.,./-\.
8 1000 ; ; : :

50 T T T T T T (o] 100 200 300 400

0 1 2 3 4 5 t(s)
. . S
tiempo (min)

Figura 16. A) Progreso temporal de la reaccion catalizada por la enzima ssAnPRT a 60°C purificada y
congelada a -70 °C con glicerol al 15% B) Progreso temporal de la reaccion catalizada por la enzima yAnPRT
(con y sin enzima) a 25°C.
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Posteriormente se llevd a cabo el ensayo primero con la enzima PRAI silvestre, dado que
los parametros cataliticos ya estan reportados y de esta manera se podrd tener un punto de
comparacion, para asi caracterizar a las mutantes seleccionadas. El ensayo se realizé a
diferentes concentraciones de AA, que a su vez fue transformado en PRA agregando
ssAnPRT, en primera instancia se tomaron concentraciones de 0 a 100 mM, este Gltimo
valor es aproximadamente 10 veces la Ky reportada (12 mM) con lo cual se satura la

enzima (Hommel et al., 1995).

Para la obtencion de velocidades iniciales es necesario realizar una curva patrén de la
respuesta del equipo (fluorimetro) a las diferentes concentraciones de AA y posteriormente
de PRA cada vez que se realiza el ensayo, ya que la sensibilidad del equipo asi lo requiere.
Sin embargo, en los primeros ensayos utilizando ssAnPRT se observd que a
concentraciones de AA mayores a 25 puM la conversion enzimatica de PRA no era
eficiente, pues los puntos se salian del comportamiento lineal esperado (Fig. 17A) por lo
que se logro obtener y purificar en grandes cantidades otra enzima (yAnPRT) que es mucho
mas eficiente produciendo PRA, y que incluso tiene la ventaja de que no es necesario elevar
la temperatura para que trabaje Optimamente dado que es de un organismo mesoéfilo (S.
cerevisiae). Con esta nueva enzima se obtuvieron curvas que se ajustan bien a una recta,
aun a concentraciones altas de AA (Fig. 17B), evidenciando con esto la mayor eficiencia de

esta enzima con respecto a la anterior.
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Figura 17. A) Curva patrén utilizada para la obtencion de concentraciones de PRA a partir de las UFR durante
el progreso temporal de la reaccion del ensayo de la actividad TrpF usando ssAnPRT para producir PRA B)

Curva patrén usando yAnPRT para producir PRA.
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Por otra parte, también se realizd en ensayo con diferentes concentraciones de yAnPRT y
manteniendo constante tanto los sustratos (100 uM AA y 500 uM PRPP) como Ia
concentracion de PRAI (20 nM), lo que se pudo observar es que a distintas concentraciones
de la enzima auxiliar, que fueron desde 1.5 hasta 6 pM no habia cambio en la actividad de
PRALI (Fig. 18), optando por utilizar una concentracion de yAnPRT de 1.5 puM que fue la

minima probada.
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Figura 18. Progresos temporales de la reaccion de ecPRAI silvestre usando diferentes concentraciones de
yAnPRT para producir PRA.

Es importante senalar que ha sido dificil determinar las velocidades iniciales de ecPRAI
silvestre sobre todo a bajas concentraciones de sustrato (2-5 uM), donde el cambio de
fluorescencia es relativamente bajo, esto no sucede asi a concentraciones de sustrato
mayores donde las curvas temporales de la reaccion permiten determinar la velocidad
inicial certeramente. Por otra parte, si se agrega una menor cantidad de enzima la
disminucién de la fluorescencia se ve afectada por el “ruido” del equipo pero la medicion

de las velocidades iniciales es mas confiable (Anexo II).
Dichas velocidades iniciales fueron determinadas trazando una tangente a la parte inicial

lineal de la curva del progreso temporal de la reaccidon, y ajustadas a la ecuacion de

Michaelis-Menten usando ¢l programa MicroCal Origin version 5.0, dando valores de Ky
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muy similares al reportado en la literatura; no obstante el error que se obtiene es (+/-) el

25%, en cuanto a las velocidades maximas el error es menor.

En los experimentos iniciales kg de ecPRAI era 20 veces menor al reportado,
estableciendo con esto un problema que puede estar dado por una determinacion errénea de
la concentracion de enzima o bien por el hecho de que la enzima al ser purificada se dializa
y se congela a -70°C lo que podria ocasionar inactivacion de la enzima. Para descartar estos
problemas se realizaron los ensayos el mismo dia de la purificacion y se determiné la
concentracion de las enzimas mediante el uso del coeficiente de extincion molar en lugar
del método de Bradford. Con estos cambios realizados se obtuvieron constantes cataliticas

dentro del mismo orden de magnitud de las ya reportadas.

Por otra parte, los primeros datos (usando ssAnPRT y sin IGPS) fueron ajustados también a
un modelo diferente, segun la ecuacion de Hill, dichos ajustes fueron mucho mejores que
los de Michaelis-Menten, con valores n de 2 (Graficas 2 y 4), esto resulta un tanto
interesante y desconcertante a la vez, ya que en principio la enzima no es un dimero, sino
que es una enzima que proviene de la separacion del gen trpCF de E. coli (proteina
bifuncional PRAI-IGPS) que ya ha sido previamente caracterizada (Eberhard et al., 1995)
sin mencionar algun tipo de cooperatividad cinética o histéresis. Lo mismo ocurrié en el
caso de scPriA (Graficas 1 y 3). En este caso scPriA ya ha sido caracterizada
estructuralmente y se ha demostrado que presenta un cambio conformacional, puesto que
posee un loop flexible (Wright et al., 2008) que hace que la enzima se encuentre en una
conformacion abierta cuando esta sin sustrato y cerrada cuando une a cualquiera de sus dos

sustratos (PRA o ProFAR).

Sin embargo, queda mucho por hacer para demostrar que el comportamiento sigmoidal se
debe a un fenémeno de histéresis y si dicho fenomeno a su vez esta dado por un cambio
conformacional lento de la enzima inducido por la unién de su sustrato o por equilibrio de
asociacion-disociacion lento en el cual dos estados de polimerizacion difieren en sus
actividades. En este caso, el comportamiento sigmoidal se ve afectado por la concentracién

de enzima (Eisenthal et al., 2002).
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RESULTADOS Y DISCUSION CINETICA ENZIMATICA DE PRAIS OBTENIDAS POR EVOLUCION DIRIGIDA

Existen otras situaciones que producen un comportamiento sigmoidal alejado del descrito
por Michaelis-Menten, que no necesariamente estan relacionadas con fendmenos de
cooperatividad cinética y se deben a la estabilidad de la enzima ante algunos componentes
de la mezcla de reaccion (Harding, 1969), que en este caso seria el sustrato ya que al

aumentar su concentracion la enzima parece ser mas estable.

Sin embargo, la explicacion mas factible en este caso fue que la aparente histéresis
dependia de como se iniciaba la reaccion, es decir, en los primeros experimentos se tenia un
stock con la enzima concentrada y se agregaba directo para iniciar la reaccion, en los
experimentos subsecuentes en los que no se observd una curva sigmoidal, se diluy6 la
enzima en la mezcla de reaccion incompleta (sin sustrato) y se dejo equilibrar por algunos

minutos antes de agregarla para iniciar la reaccion.
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Gréficas 1-4 Curvas de saturacion de ecPRAI (1 y 2) y PriA(3 y 4) ajustadas al modelo Michaelis-Menten
(1, 3) y la ecuacion de Hill (2, 4) usando el programa Origin version 5.0. Extrema inferior derecha,
ecuaciones de Michaelis-Menten y Hill.
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Tabla 7 Parametros cinéticos de scPriA y ecPRAI silvestres obtenidos mediante ajuste a dos modelos
diferentes (M-M y Hill)

Modelo PriA PRAI
Michaelis- Ky=4.62438 £ 1.51443 (uM) Ky=4.4825 £ 1.7114 (uM)
Menten Vmax = 11.50875 £ 1.2720 (uM/s) Vmax=1.84 £ 0.2163 (uM/s)
Hill k=4.7548 £ 0.4530 (uM) k=4.9513 £0.2699 (uM)
n=1.9765%0.3169 n=2.0657 £ 0.2379
Vmax = 10.4938 £+ 0.6078 (uM/s) Vmax = 1.6259 £ 0.0571 (uM/s)

Por otra parte, es importante destacar que antes de emplear tmIGPS se tenia IGPS de E. coli
con la cual se realizaron ensayos en el espectrofotometro detectando la aparicion de InGP.
Dicho ensayo espectrofotométrico present6 algunas dificultades (ver abajo) ya que ecIGPS
es una enzima en extremo inestable y que se precipita casi inmediatamente después de ser
purificada, por lo cual se enfocd toda la atencion en el ensayo fluorimétrico. Sin embargo
IGPS era indispensable atn para este ensayo por lo que se optd por una enzima menos
inestable y maés eficiente cataliticamente, tal es el caso de IGPS de T. maritima. Esta
enzima fue ensayada siguiendo la aparicion de InGP a 278 nm (Fig. 19) cada vez que fue
purificada para verificar que estuviera activa, sin embargo no se caracterizé en términos de

sus parametros cataliticos ya que solo se uso para evitar la inhibicién por producto.

Abs 278 nm
%

Figura 19. Progreso temporal de la reaccion de tmIGPS monitoreando la formacion de InGP a 280 nm.
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RESULTADOS Y DISCUSION CINETICA ENZIMATICA DE PRAIS OBTENIDAS POR EVOLUCION DIRIGIDA

Una vez purificadas y determinadas las concentraciones idoneas para el ensayo de las
enzimas auxiliares que ofrecian mayores ventajas sobre las anteriores en muchos aspectos,
se acoplaron para la obtencidon de un ensayo robusto y sensible en el fluorimetro para medir
la activdad TrpF. Esto para el caso de la enzima silvestre de E. coli con la cual se presento
una reproducibilidad en ensayos por triplicado de enzimas (ecPRAI silvestre) purificadas

independientemente en tres distintas ocasiones.
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Graficas 5-6 . Curvas de saturacion de ecPRAI (5) y scPriA (6) (modelos silvestres) realizadas por triplicado y ajustadas
al modelo de Michaelis-Menten mediante un ajuste no lineal usando el programa MicroCal Origin version 5.0.

Tabla 8 Parametros cataliticos de ecTrpF y scPriA silvestres obtenidos en tres experimentos independientes

Temp (°C) Kmrra) Keat Keat/ Kmpray
(uM) (sY) (uM's™)
PRAI E. coli 25 21.18 + 41.25 + 2
5.3168 5.3625
monofuncional
PriA S. coelicolor 25 4,99+ 3.38+ 0.67
0.0781 0.8551
(actividad TrpF)
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Ademas de la reproducibilidad del ensayo, es importante resaltar que los valores de Ky, se
encuentran un orden de magnitud arriba de la reportada mientras que kear y Keat/Ky (Tabla
8) se encuentran dentro del mismo orden de magnitud a las publicadas anteriormente
(Sterner et al., 1996), esto para el caso de ecPRAIL En el caso de scPriA la eficiencia
catalitica si disminuye un orden de magnitud en comparacion al reporte anterior (Kuper et
al., 2005) dado que la ke es un orden de magnitud menor. Por otra parte el

comportamiento sigmoidal antes mencionado ya no se volvi6 a presentar.

Al momento de realizar el ensayo con algunas mutantes de PRAI con inserciones de loops
provenientes de PriA se presentd un evento que no habia sido observado con las enzimas
silvestres y consistié en que al agregar concentraciones de AA mayores a 100 uM, lo cual
es necesario en el caso de mutantes que tuviesen una Ky mayor, la hidroélisis de PRA en un
momento dado se vuelve mas rapida que la actividad que pudiera tener la mutante y la
cantidad de PRPP no es suficiente para “reciclar” el AA producto de dicha hidrolisis. Este
evento se puede apreciar en la figura 20, en donde a una concentracion de AA de 200 uM y
PRPP de 500 uM, se estabiliza la sefial mostrando que el AA se ha convertido todo a PRA
(curva azul) posteriormente se agrega una mutante que se sabe posee una actividad TrpF
nula in vivo (R139N curva rosa) y después de cierto tiempo no mayor a 16 minutos la
hidroélisis de PRA se puede apreciar claramente con un aumento en la fluorescencia dado
por la aparicion nuevamente del AA que no puede ser re-convertido a PRA ya que no hay
suficiente PRPP. Con estas observaciones se determind agregar mayor cantidad de PRPP,
observando un decremento esperado por la conversion de AA a PRA (curva amarilla). En
lo sucesivo se adicion6 en los ensayos un exceso 5 veces molar con respecto al AA

agregado para evitar interferencias debidas a la hidrolisis de PRA.
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40000 -
35000 A
30000 -
25000 -

20000 -

UFR (400nm)

15000 +

10000 -

5000 -

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000
t(s)

Figura 20 .Representacion grafica de la produccion enzimatica (puntos azules) e hidrolisis espontinea
(puntos rosas) de PRA producido por yAnPRT a concentraciones mayores a 100 mM y 500 mM de PRPP.
La curva amarilla representa nuevamente la produccion de PRA al adicionar mas PRPP a la reacion que ya
contiene AA, producto de la hidrolisis espontanea de PRA.

También es de gran relevancia el hecho de que tanto ecPRAI como varias de sus mutantes,
asi como ecIGPS, se oxidan facilmente (Patrick et al., 2008) por lo que es requisito
indispensable agregar B—mercaptoetanol durante la purificacion, asi como durante la

dilucion de la enzima que se hace para el ensayo.

4.4 Ensayo enzimatico acoplado (ssANPRT-ecPRAI-eclGPS) en espectrofotometro

Como se ha mencionado en los antecedentes del ensayo enzimatico para PRAI, existe la
posibilidad de realizar el ensayo acoplando una segunda enzima que consuma el producto
de la reaccion de PRAI, y siguiendo la apariciéon del producto de esta nueva enzima
acoplada determinar los parametros cataliticos de PRAI. Dicha enzima es IGPS de E.coli,
cuyo producto InGP puede ser monitoreado a 278 nm por un método espectrofotométrico
en lugar de fluorimétrico. Para emplear esta enzima, cuyo gen en E.coli se encuentra
fusionado a PRAI y por tal motivo se recurre a una version recombinante que lo expresa
por separado (Eberhard et al., 1995). En principio, esta nueva manera de ensayar la
actividad de TrpF surge como una alternativa para aquellas variantes que, al tener una Ky

mucho mayor a la silvestre, requieran una cantidad demasiado alta de sustrato para ser
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saturadas y por tanto sea imposible de medir en el fluorimetro el progreso de la reaccion

(Patrick et al., 2008).

Con esta premisa, se procedi6 a realizar el ensayo con las tres enzimas (ssAnPRT-ecPRAI-
ecIGPS) para comprobar si se podian obtener los mismos parametros reportados para la
enzima silvestre mediante este nuevo método. Los resultados muestran curvas con
tendencias iniciales diferentes para cada una de las distintas concentraciones de PRA
(Anexo II) lo cual hacia dificil la obtencion de velocidades iniciales a partir de la pendiente

inicial.

Segun los reportes de ensayos acoplados (Storer et al., 1974), existe un lapso de tiempo en
el que la velocidad de formacion del producto final (InGP en este caso) no es lineal,
denominado tiempo lag de la reaccion. Después de dicho periodo se presenta una aparicion
lineal del producto que se va monitoreando, y en estas circunstancias el producto
intermedio (CdRP) esta en una concentracion constante ya que la velocidad de produccion
es igual a la de desaparicion (Fig. 21). El tiempo lag esta influenciado tanto por la cantidad
de enzima acoplante (IGPS), como por la constante de Michaelis que tiene dicha enzima
para CdRP (el producto de PRAI). En este caso la Ky de ecIGPS es 0.47 uM, es decir, diez
veces menor que la de PRAI, con lo cual se puede decir que ecIGPS es una enzima
eficiente a bajas concentraciones de CdRP. La cantidad utilizada de enzima en el reporte de
Patrick y col. 2008 es de 2 uM, y en este caso la cantidad fue 0.1 uM. Es posible entonces,
que la cantidad de IGPS sea tan poca que la relacion entre la velocidad de ésta y la

velocidad de PRAI no se relacione de manera ane nermita 11n encavo acop]ado valido.
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Figura 21. Representacion del producto intermediario P (CdRP, en el caso de PRAI) y el producto final Q (InGP en el caso de IGPS)
como funcion del tiempo. (Rudolph et al., 1979).
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Las observaciones que se tienen de este método pueden sugerir que, se esta teniendo un
tiempo lag grande que deberia ser disminuido con el aumento de la concentracion de IGPS,
sin embargo al ser ésta una enzima altamente agregable, al intentar concentrarla se forman
agregados visibles, los cuales a su vez pueden interferir en las mediciones ya que se trata de

un ensayo Optico sensible a la turbidez del sistema y se tiene una mezcla compleja.

4.5 Caracterizacion cinética de mutantes

La determinacion de los parametros cinéticos de las mutantes seleccionadas (Tabla 9)
(ecPRAI con loop 1 de scPriA en posicion 6 y diferentes residuos en la bisagras) dié como
resultado una Ky muy similar (mismo orden de magnitud) a la de la enzima silvestre
(ecPRAI); sin embargo, la constante catalitica k¢, es dos ordenes de magnitud menor a la
obtenida para ecPRAI afectando con esto de manera importante la eficiencia catalitica
(kea/Kn) de dichas mutantes. En principio estos resultados sugieren que estas mutantes
tiene una afinidad por PRA similar a la de la enzima silvestre pero que dicho sustrato no se
esta uniendo o posicionando de manera adecuada para llevar a cabo la catalisis tan eficiente

como ecPRALI silvestre.
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Graficas 7-8. Curvas de saturacion de Mutante 4 y 5 por triplicado ajustadas al modelo no lineal de Michaelis-
Menten usando el programa MicroCal Origin version 5.0.
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Tabla 9 Parametros cataliticos de mutantes 4 y 5 obtenidos en tres experimentos independientes
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0.1

Temp (°C) Kmrra) Keat Keat! Kmera)
(uM) Y (uMs™)
Mutante 4 25 63.8+1.42 0.04+0.00004 6.27x10™
Mutante 5 25 32.54+4.38 0.01+0.004 3.08x10™

Sin embargo, a ambas mutantes les toma practicamente el mismo tiempo complementar la
actividad TrpF in vivo que a la enzima silvestre, lo cual significa que si hay catalisis al
menos para generar el triptéfano necesario que le permite a la célula carente del gen trpF
crecer con una diferencia de tres horas en comparacion con la enzima silvestre en medio
minimo s6lido. Se realizaron también cinéticas de crecimiento en medio M9 liquido para
ver si existia alguna correlacion entre las velocidades de crecimiento y los parametros
cataliticos obtenidos, y lo que se observo fue que la mutante 5 tiene una velocidad de
crecimiento muy comparable con la de la enzima silvestre , incluso mayor. Por su parte la
mutante 4 crece a un ritmo un poco menor, sin embargo al momento de ser comparada con

la velocidad de complementacion de PriA, esta enzima es la mas lenta de todas (Fig. 22A).

e B
7777777777777777777777 .7777:7707777777 0.8 =
* 2 :
L 0.7 -
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, -
0.6 - *
*
* WPRAI ¥
E >
4 = M5 05+ - ——-——-—-—- - - =
¥
. w8
pED1c(-)| 8 04 *
« X x PriA
. x 0.3 .
* X X
*
ox P
X =
7777777777 s — X — — — — — — — — - — - — - — - - — 3
kS 014+ — — = m
x g 2 X T
T 0
0 5 10 15 20 25 30 2 4 6 8 10 12
tiempo (h) tiempo (h)

Figura 22. A) Curvas de crecimiento de la cepa IM101 AtrpF en medio M9 liquido transformadas con wtPRAI,
M5, M4, y PriA. B) Curvas de crecimiento en LB/Amp.
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RESULTADOS Y DISCUSION CINETICA ENZIMATICA DE PRAIS OBTENIDAS POR EVOLUCION DIRIGIDA

Estos resultados de parametros cataliticos y cinéticas de crecimiento muestran claramente
que no se puede establecer una correlacion directa entre las dos propiedades, puesto que las
mutantes aun con actividades In vitro muy bajas tienen acividad in vivo suficiente para
satisfacer las necesidades metabolicas de la célula. Por otra parte, esta eficiencia catalitica
menor a la de la enzima silvestre puede estar compensada con la sobreexpresion y la
solubilidad de estas mutantes dentro de la célula: segiin Patrick & Matsumura (2008) un
evento de sobreexpresion de una mutante con una muy baja actividad in vitro puede dar
lugar a una similitud en la velocidad de formacion de una colonia de una cepa auxoétrofa
para dicha actividad. De hecho, han comprobado cuantitativamente que una actividad
marginal de alguna enzima puede mejorar significativamente la adaptacion relativa de un
organismo. De igual forma se tienen presentes los trabajos realizados por Neuenschwander
y col. (2007) en los cuales hacen ver que el crecimiento de cepas auxotrofas como método
de seleccion para discriminar entre enzimas mutantes con mayor o menor actividad son una
medida indirecta y en cierta forma imperfecta para medir la actividad catalitica. En su
ejemplo especifico de la corismato mutasa ellos proponen el uso de un promotor altamente
regulado, ademas de la introduccion de un sitio muy susceptible a la degradacion que va
unido a la proteina, manteniendo con esto muy bajas concentraciones de dicha enzima
dentro de la célula lo cual les permite seleccionar a las variantes mas interesantes, es decir
las que tienen mejor actividad in vitro para seguir mejorando sus parametros cataliticos por

evolucion dirigida.

En cuanto a los cambios realizados en dichas mutantes, se puede decir que pese a algunas
similitudes entre los elementos funcionales intercambiados (formacién de tapas del sitio
activo en sus respectivas enzimas y flexibilidad) poseen diferencias tales como falta de
relacion estructural, diferencia en tamafio y a nivel de secuencia sélo poseen un motivo
conservado (GXXG) y estas diferencias pueden estar jugando un papel muy importante en
la catalisis reflejado en una kea trescientas veces mas baja. En cuanto a los residuos que
forman las bisagras se ha hipotetizado que pudieran ser de gran importancia en la dinamica
del loop o bien en la solubilidad de la proteina. Al respecto hemos podido observar al
realizar ensayos de solubilidad de estas mutantes que sus comportamientos son distintos

entre si, puesto que la mutante 4 es mucho menos soluble que la mutante 5 (Tabla 5) cuya
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solubilidad es muy comparable con la de la enzima silvestre. Ademds de que la mutante 4
presenta serios problemas al momento de ser purificada por afinidad a la columna de niquel

como se puede observar en los geles de la Tabla 5.

Tabla 10 Residuos que forman las bisagras de las mutantes de PRAI con loop 1 de PriA en la posicion 6

Enzima Residuos en las bisagras
ecPRAIwt N-loop6PRAI-W
Mutante 4 L-loop1PriA-R
Mutante 5 V-loop1PriA-W

Las diferencias en los residuos de las bisagras de la mutante 4 con respecto a la 5 como se
puede observar en la Tabla 8 estan dadas principalmente por el residuo que esta después del
loop insertado (R y W) ya que el primer resido de ambas bisagras (L y V) poseen
caracteristicas similares. Al compararlas con la silvestre, las dos mutantes varian la primera
posicion ya que han incorporado residuos muy diferentes al de la silvestre en cuanto a
tamafio de la cadena lateral e hidrofobicidad. Para la segunda posicion la mutante 4 es la
unica que presenta diferencia ya que tiene arginina -un residuo bésico- mientras que la
mutante 5 fij6 el mismo residuo que ecPRAI silvestre -triptéfano- en esa posicion. En este
sentido cobra fuerza la hipotesis de que los residuos que forman las bisagras estan
interfiriendo con la solubilidad de la enzima y mas certeramente el residuo que forma la

bisagra después del loop.

4.6 Actividades especificas de enzimas quiméricas

En cuanto a las actividades especificas de algunas de las variantes (Tabla 10), éstas se
obtendrian a partir de extractos totales. Las variantes seleccionadas se encuentran clonadas

en un plasmido (pDANS) que presenta cierta dificultad para la sobreexpresion de estas

proteinas aun cuando es inducido con IPTG, por lo que no fue posible ver una clara
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sobreexpresion en un gel SDS-PAGE ni en la fraccion insoluble ni en la soluble para la
mayoria de la proteinas que se tenia pensado caracterizar. A pesar de ello, algunas
complementan la actividad TrpF en la cepa auxotrofa para triptofano. Las tnicas
excepciones fueron la enzima silvestre y de una de las mutantes (M2), que pueden ser
apreciadas en el gel de acrilamida (Fig. 23A) y al ser ensayadas in vitro son las tnicas que

presentan actividad en el ensayo fluorimétrico (Fig. 23B).

Utilizando los reactivos y protocolos desarrollados en este trabajo, Humberto Flores,
miembro del laboratorio que construyd dichas mutantes (Tabla 11) ha realizado ensayos de
actividad especifica asi como complementacion y cinéticas de crecimiento de la cepa
auxotrofa para triptofano, y sus observaciones muestran claramente que ecPRAI silvestre
complementa mas rapido que el resto de las enzimas, seguida por PRAI consenso que lo
hace practicamente igual que M2 y la cinética de crecimiento mas lenta la presenta M1. Sin
embargo, en los ensayos realizados con los extractos solubles no se logra ver actividad de
esta ultima enzima mutante (M1). Pese a que estos resultados por el momento son sélo
cualitativos, se muestra el mismo fenomeno planteado en el apartado anterior donde la
complementacion de la actividad en la cepa auxotrofa no se correlaciona bien con la
actividad mostrada in vitro ya que, en el caso concreto de PRAI consenso que si
complementa la funcidén ésta no presenta actividad catalitica en estas condicones del

ensayo.

Lo que se destaca en los experimentos realizados con extractos totales es la importancia de
tener proteina soluble, lo cual a su vez se ve afectado por factores que van desde tiempo y
temperatura de induccion con IPTG, hasta la sonicacion, asi como las propiedades de cada

proteina y fendmenos que se llevan a cabo dentro de la célula.
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Tabla 11 Descripcion de las mutantes ensayadas mediante actividad especifica de los extractos totales

ENZIMA

DESCRIPCION

Ped1 C(-) Control negativo

primera mitad PRAIwt LoxP_Anticuerpo

wtPRAI

PRALI silvestre de E. coli

WtPRAILoxP B1a4PRAIWt LoxP_B508PRAIWt

PRAI silvestre de E. coli con insercion de un sitio

flad4PRAIcons LoxP B5a8PRAIcons

LoxP
ConsPRAI PRALI consenso
Bla4PRAIcons B5a8PRAIcons
consPRAILoxP PRAI consenso con insercion de un sitio LoxP

Bla4PRAIWt LoxP_B508PRAICONS

Primera mitad PRAI silvestre E. coli unida mediante
un LoxP a la segunda mitad PRAI consenso

Bla4PRAIcons LoxP_B5a8PRAIwt

Primera mitad PRAI consenso unida mediante un
LoxP a la segunda mitad PRAI silvestre E. coli

consPRAILoxPM1

PRAI consenso mutaciones S127W, N1501

consPRAILoxPM?2

PRAI consenso mutaciones A127V, N1501
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\ Bmoor------------
o | ‘ j
l . lt 3 ! 6000 |
! . - R R Ko o 08§ o K UOYoN0 oy 0 00 0 0
1 [ H
— —"4 —— .
i = a8 & _: 5000 - — — — =~ ——mmmmmmmmm o — o —— o —
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. S -
- £ WtPRAILOXP
- - ~ gy - < * consPRAI
- : % wo] % consPRAILoxP
1+ o CONSPRAILoXPM1
-, + consPRAILoXPM2
. i
2000 | . e,
[ o+
P ——— .
1. consPRAILoxPM2 000 - " il el L L L L
2. consPRAILoxPM1
3. consPRAI LoxP
4. consPRAI 0 : : ; ; ; ,
5. wtPRAILoxP 0 50 100 150 200 250 300
6. wtPRAI tiempo (s)
7. Pedl C(-) Control negativo

Figura 23. A) Gel SDS-PAGE con los extractos totales de las diferentes mutantes ensayadas para la obtencion
de sus actividades especificas. B) Curvas de actividad de las mutantes seleccionadas seguidas por desaparicion

de fluorescencia debida al consumo de PRA.
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5. CONCLUSIONES

El reto enorme que implica mimetizar a la evolucién natural a nivel laboratorio se ha
abordado de distintas maneras, y en nuestro caso en particular se hizo tomando como
modelo fosforribosil antranilato isomerasa dando como resultado enzimas mutantes que
sirven como punto de partida para nuevos experimentos. Sin embargo, la caracterizacion
cinética de dichas mutantes no habia sido posible, por lo que no se habia logrado redondear
el analisis in vivo que se ha venido realizando. En este trabajo se presentan a detalle los
requerimientos y complejidad del ensayo enzimdatico asi como su utilizaciébn para
caracterizar algunas mutantes obtenidas mediante intercambio de asas, dando como
resultado pardmetros cataliticos primero para las enzimas silvestres ecPRAI y scPriA que
constituyen un referente fundamental y son comparables con los reportados en la literatura,
asi como los parametros para dos mutantes con el asa 1 de PriA dentro del plegamiento de
PRALI en la posicion 6 con distintas bisagras. Dichos pardmetros muestran similitud entre si
en términos de eficiencia catalitica, lo cual se explica bien con el hecho de que ambas
complementan la actividad TrpF en un tiempo similar; sin embargo la eficiencia difiere en
cuatro 6rdenes de magnitud con respecto a la enzima silvestre, ain cuando la cinética de
crecimiento de la cepa auxotrofa es igual para tanto para las mutantes como para la
silvestre. Con estas observaciones se puede concluir que los cambios efectuados en la
enzima estan afectando los parametros cataliticos de la enzima, principalmente la constante
catalitica, aunque dichas mutantes llevan a cabo una catalisis suficiente in vivo. Asimismo
se puede comprobar que las interconexiones entre los residuos o elementos (en este caso los
loops) involucrados en el reconocimiento del sustrato deben proveer la fijacion necesaria
para que dicho sustrato se posicione dentro del sitio activo y que no poseen una funcion
discreta, ya que los problemas derivados de interacciones con el sustrato se reflejan tanto en

el recambio catalitico como en la eficiencia de la enzima.

Estos resultados, aunados a los observados en los experimentos con los extractos totales de
mutantes que tienen la capacidad de complementacion de la actividad TrpF in vivo similar a
la enzima silvestre y actividad in vitro muy baja, resaltan la importancia de eventos o

mutaciones que dan lugar a la sobreexpresion de proteinas, que si bien no son altamente

71



eficientes en términos de sus parametros cataliticos pueden llevar a cabo reacciones
quimicas dentro de una célula que sufre un desbalance metabolico, como seria el caso de
una cepa auxoétrofa. Dicha sobreexpresion se comprobar y controlar mediante el uso de

promotores altamente regulables.

Con respecto al ensayo para medir la actividad TrpF, se puede concluir que una vez
atenuados los problemas de la hidrolisis del sustrato produciendolo in situ y el de la
inhibicion por producto usando tmIGPS, existen un par de puntos en los que se podria
trabajar, por ejemplo en algin momento se intentd deletar el gen que codifica para PRAI
dentro de la cepa usada para la expresion de la mayoria de las mutantes, esto con el fin de
obtener un sistema de expresion que no diera lugar a contaminacion de la enzima silvestre
al purificar las enzimas mutantes. Por otra parte se puede probar la expresion de las
proteinas que estan en un plasmido (pQE-I) que no esta bajo el promotor T7 en la cepa
usada para los ensayos de complementacion que no tiene el gen trpF para descartar una

posible contaminacion.
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ANEXO I Plasmidos y Cepas

Tabla Al-1 Plasmidos empleados para la clonacion de las proteinas empleadas en el ensayo enzimatico de PRAI

PLASMIDO | CARACTERISTICAS MAPA DE RESTRICCION
PQE40 ) PROMOTOR DEL FAGO TS5
(RECONOCIDO POR RNA

POLIMERASA DE E. COLI) Y DOS
SECUENCIAS DEL OPERADOR LAC

e UN SITIO DE UNION AL RIBOSOMA
SINTETICO

e SECUENCIA CODIFICANTE PARA
UN PEPTIDO DE SEIS HISTIDINAS

(6XHIS-TAG)

e  SITIO DE CLONACION MULTIPLE

e DOS TERMINADORES DE
TRANSCRIPCION FUERTES.

e SECUENCIA CODIFICANTE DEL p-
LACTAMASA (BLA) QUE CONFIERE
RESISTENCIA A AMPICILINA
(10uG/ML

e ORIGEN DE REPLICACION COLEI.

PREP4 e PLASMIDO DE BAJO NUMERO DE
COPIAS QUE PRESENTA EL GEN DE W agh a2

RESISTENCIA A  KANAMICINA ceirs — /
_ Ball [567)

(ZS}LG/ML) Xbal (3641) —_ -

e ESPRESA DE FORMA
CONSTITUTIVA EL REPRESOR LAC, PREP-1 ™
PROTEINA CODIFICADA POR EL | yobp
GEN LACI :

e TIENE UN ORIGEN DE
REPLICACION COMPATIBLE CON
TODOS LOS PLASMIDOS QUE
POSEEN ORIGEN COLE!

T Neol (917)

Resfriction map of pREP4

PET28B+ ¢ PROMOTOR T7
e POSEE UNA SECUENCIA HIS-
TAG/TROMBINA/T7 TAG EN EL

EXTREMO AMINO Y
ADICIONALMENTE UNA
SECUENCIA  HIS-TAG EN EL
CARBOXILO.

e  SITIOS UNICOS DE CLONACION.

e SECUENCIA QUE CODIFICA PARA
EL REPRESSOR LAC (GEN LACI)

e SECUENCIA QUE OTORGA
RESISTENCIA A KANAMICINA

PQE-I e PROMOTOR T7
e POSEE UNA SECUENCIA HIS-
TAG/TROMBINA/T7 TAG EN EL

EXTREMO AMINO Y
ADICIONALMENTE UNA
SECUENCIA  HIS-TAG EN EL
CARBOXILO.

_ PQELIGPS_Tria~
s228bps

e  SITIOS UNICOS DE CLONACION.

e SECUENCIA QUE CODIFICA PARA
EL REPRESSOR LAC (GEN LACI)

e SECUENCIA QUE OTORGA
RESISTENCIA A AMPICILINA

sssss




Tabla Al-2 Cepas empleadas para la expresion de las distintas enzimas empleadas en el ensayo enzimatico de TrpF

CEPA

GENOTIPO

XL1-Blue

recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F’

proAB lacIqZAM15 Tn10 (Tetr)].(Stratagene)

MC1061 (PREP4)

araD139 A(ara, leu)7697, AlacX74, galU, galK, hsdR,

StrA

M15 (PREP4)

Derivada de E. coli K12
NalS, StrS, RifS, Thi—,

Lac—, Ara+, Gal+, Mtl-, F—, RecA+, Uvr+, Lon+t

(Qiagen)

DH5a. F' Phi80dlacZ DeltaM15 Delta(lacZY A-argF)U169
deoR recAl endAl
hsdR17(rK-mK+)phoA supE44 lambda- thi-1

BL21 (DE3) F ompT gal decm lon hsdSp(rg” mg")

ROSSETA 2 Derivada de BL21, usada para la expresion de proteinas
de eucariotes con uso de codones raros, contiene el
plasmido que le confiere resistencia a cloramfenicol
pRARE.

C41, C41 pRILIL, C41 pRARE,

C41 pGroEL/ES

C43, C41 pRILL C41 pRARE
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ANEXO |11 Cursos temporales de reaccion de TroF silvestre v mutantes
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Gréficas All-1. Progresos temporales de la reaccion de ecTrpF silvestre a distintas concentraciones de PRA (0-100 micromolar)
monitoreadas por la desaparicion de sustrato (fluorescencia: exitacion 310 nm, emision 400 nm)
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Gréficas All-2 . Progresos temporales de la reaccion de ecTrpF silvestre acoplada a la reaccién de ecIGPS a distintas
concentraciones de PRA (0-25 micromolar) monitoreadas por la aparicion de IGP (absorbancia a 278 nm)
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Graficas All-3 . Progresos temporales de la reaccion scPriA a distintas concentraciones de PRA (0-100 micromolar)
monitoreadas por la desaparicion de sustrato (fluorescencia: exitacion 310 nm, emision 400 nm)
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Gréficas All-4 . Progresos temporales de la reaccion de la mutante 4 a distintas concentraciones de PRA (0-200
micromolar) monitoreadas por la desaparicion de sustrato (fluorescencia: exitacion 310 nm, emision 400 nm)
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Gréficas All-5. Progresos temporales de la reaccion de la mutante 5 a distintas concentraciones de PRA
(0-200 micromolar) monitoreadas por la desaparicion de sustrato (fluorescencia: exitacion 310 nm,

emision 400 nm)

ANEXO 111 Medios de cultivo y buffers

Medios de Cultivo

LB

10 g. Triptona

5 g. Extracto de levadura

5 g. de NaCl

1 ml NaOH IN

Antibidticos

H,O c.b.p 1L

*Para LB solido, afiadir 15g. De Agar.

M9

6 g. Na2HPO4

3 g. KH2PO4

1 g. NH4Cl

0.5 g. NaCl

1 ml MgS04 * 7TH20

10 ML Glucosa al 20%

0.1 ml de Tiamina (Vitamina B1) 0.5%
Agua c.b.p 100 ml
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*L-Trptofano cuando es necesario 10mg/ml
*Para M9 soélido, afiadir 15 g. de agar noble

Técnicas de Biologia Molecular
PCR (reaccion)

Buffer de amplificacion 10X Sml
500 mM KCI
100 mM Tris pH 8.3
15 mM MgCl
0.1% gelatina
Mezcla 4 ANTPs Biolabs (c/u a 2.5 mM) Sul

Oligonucleotido Fw 10 picomoles

Oligonucleotido Rv 10 picomoles

DNA Templado 5 mg.

Taq polimerasa 2.5 unidades
H20 c.b.p 50 ul

Ligacion en vectores

Buffer para DNA Ligasa T4 10X (Fermentas) 2ul
600 MM Tris-HCl

50 mm MgClI2

50 mm DTT

10 mm ATP

pH 7.5
DNA Ligasa T4 (Fermantas) lunidad
Vector digerido 20 femtomoles
Inserto digerido 60 femtomoles
H20 c.b.p 20 ul

*Temperatura de incubacion 16°C O/N.
Digestion con enzimas de restriccion (reaccion)

Buffers 10X (NEB Biolabs) (dependiendo de la Enzima) 1ul

DNA (Vector o producto de PCR) S5ug
Enzima 1 3u
Enzima 2 3u
H20 c.b.p 10 ul

*Temperatura de reaccion 37°C.
*Uso de BSA (NEB Biolabs) dependiendo de la enzima.

Purificacién de Producto de PCR

Correr la reaccion de PCR finalizada en gel de agarosaa 110 V.
Identificar y cortar la banda de acuerdo a su tamafio y pesarla.

Adicionar 300 pul de buffer de union (Roche) por cada gramo de agarosa.
Derretir la agarosa en esta solucion a 56 °C por 10 min aproximadamente.

M

Agregar 100 pul de Isopropanol por cada gramo de agarosa y agitar vigorosamente.
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8.

9.
10.

Pasar a una columna la mezcla anterior y centrifugar un minuto a 14000 rpm.

Retirar el liquido de la camisa y adicionar 700 pl de buffer de lavado. Centrigfugar como en
7.

Eliminar el contenido de la camisa por ultima vez y volver a centrifugar para asegurarse de
haber retirado todo el buffer de lavado.

Adicionar 100 pl de agua miliQ o buffer de elusion para recuperar el DNA.

Mantener el DNA recuperado a 4 °C.

Purificacién de plasmido (Roche)

1.

wk W

3

— = \O 00

12.
13.

Buffers

Transformar células XL1-Blue con el vector deseado y sembrarlas en cajas de LB con el
antibidtico de resistencia.

Tomar una colonia y poner un cultivo de 4-5 ml ON a 37°C y 200 rpm.

Centrifugar el cultivo anterior a 14000 rpm por 1 min.

Retirar el sobrenadante.

Resusender la pastilla en 250 ul de bufer de suspencion mas RNAsa (solucién 1) con
agitacion vigorosa en vortex.

Adicionar 250 pl de buffer de lisis (sol. 2) y agirar lentamente. Dejar reposar 5 min. a
temperatura ambiente.

Adicionar 350 pul de buffer de uniéon (sol. 3) e incubar 5 min a 4°C.

Centrifugar la mezcla anterior por 1 min a 14000 rpm.

Tomar el sobrenadante sin tocar el precipitado blanco y pasarlo a una columna.

. Centrifugar a 14000 1 min.
. Eliminar el liquido de la camisa y adicionar 700 ul de buffer de lavado y centrifugar como

se indica anteriormente. Desechar el liquido de centrifugado y hacerlo nuevamente para
eliminar cualquier rastro de buffer de lavado.

Eluir con 100 pl de agua miliQ o buffer de elusion en un tubo limpio.

Almacenar la soluciéon que contiene el DNA recuperado a 4°C.

e Buffer 1: Buffer de Fosfato de potasio 100mM pH 7.5
KH2PO4 4612 g.
K2HPO4 114¢g.

e Buffer 2: Buffer de Fosfato de potasio 35mM pH 7.5
KH2PO4 3.14 ¢
K2HPO4 13.38 g.
e Buffer 3: Tris-HCI 50mM EDTA 1mM
e Buffer 4: Tris-HCI pH 8
EDTA 0.5 Mm
Glicerol 5%
DTT 0.1 MM
NaCl 100Mm
e Buffer 5: Tris-HCI pH 8
EDTA 0.5 Mm
Glicerol 5%
DTT 0.1 MM
NaCl 25Mm
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Reacctivos de geles de Acrilamida

Solucion de monémeros de acrilamida:

29,2 g acrilamida

0,8 g bis-acrilamida;

disolver en agua desionizada y aforar a 100 ml.

Filtrar y guardar en botella ambar de vidrio, en refrigeracion (<1 mes).

Amortiguador del gel separador (inferior):
18,15 g Tris; disolver en ~60 ml de agua, ajustar a pH 8,8 con HCI, aforar a 100 ml.
Guardar en refrigeracion.

Amortiguador del gel compactador (superior):
3,0 g Tris; disolver en ~60 ml de agua, ajustar a pH 6,8 con HCI, aforar a 100 ml.
Guardar en refrigeracion.

Amortiguador de la camara (solucion concentrada 10x):
12 g Tris;
57,6 g glicina;

4 g SDS; disolver en ~300 ml de agua. El pH debe quedar entre 8,3-8,4 si las pesadas son correctas
(debe evitarse el ajuste del pH para no alterar la fuerza ionica de esta solucion). Aforar a 400 ml.

Guardar a temperatura ambiente.
Diluir 10 veces al momento de utilizar.

Persulfato de amonio:

Preparar al momento una solucion al 10%. Este reactivo es muy higroscopico (sellar
bien el frasco y mantener en desecador). Una alternativa es preparar alicuotas (ej. 200
ml) en viales pequenos y congelarlas.

Solucion de SDS:
1,0 g dodecilsulfato de sodio; disolver en 10 ml de agua. Guardar en botella de vidrio
a temperatura ambiente.

Amortiguador de muestras no reductor (solucién concentrada 2x):
10,0 ml amortiguador del gel superior; 1

6,0 ml solucién de SDS;

50 mg azul de bromofenol;

12,0 ml glicerol;

4,0 ml agua; mantener a temperatura ambiente (<2 meses).

Amortiguador de muestras reductor (solucion concentrada 2x):

El mercaptoetanol es inestable en esta solucion, por lo que se prepara una pequefia
cantidad del reactivo para una semana. Agregar 0,2 ml de 2-mercaptoetanol a 4,2 ml
del amortiguador no reductor. Guardar a temperatura ambiente. Las concentraciones
finales de los agentes son 4% SDS y 5% 2-Me. El 2-Me es toxico y de olor
desagradable (usar en campana de extraccion).

Fijador:
500 ml metanol;
0 ml acido acético glacial;

430 ml agua; Guardar a temperatura ambiente en recipiente hermético. Importante: Evitar el
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contacto y la inhalacion de vapores de metanol.

Colorante Coomassie Blue R-250:

0,25 g Coomassie blue R-250; 225 ml metanol; 46 ml acido acético; 230 ml agua;
disolver el colorante en el metanol, luego agregar el acido, y finalmente el agua.
Mezclar durante 15 min, filtrar y guardar a temperatura ambiente. Aunque el colorante
puede ser reusado varias veces para ciertos fines, la sensibilidad declina (usualmente
es del orden de 0,5 mg de proteina), por lo que se prefiere usar una pequefia cantidad y
descartarla cada vez. Otro tipo de Coomassie, el G-250, puede ser utilizado como
colorante para geles, aunque su sensibilidad es menor.

Decolorador:
200 ml metanol; 100 ml etanol; 50 ml acido acético; 650 ml agua; guardar a

temperatura ambiente.

Reactivos Westernblot

Catodo

Tris base 3g (25mM)
Glicina 3g (40mM)
Metanol 200mL (20%)
Llevar a 1L con agua mQ

Anodo I

Tris base 363¢ (30mM)
Metanol 200 mL (20%)
Llevar a 1L con agua Mq

Anodo II

Tris base 3g (25 mM)
Metanol 200 mL (20%)
Llevar a 1L con agua mQ

TBS 20x

Tris-HC1 15.7 g (0.2%)
NaCl 87.66 g (3M)

Llevar a 500 mL con agua mQ
Guardar a 4°C

TBST

TBS 20X 25mL

Tween 20 0.25 mL (0.05%)
Llevar a 500 mL con agua mQ
Guardar a 4°C

Buffers de Purificacién de ssTrpD
Buffer de sonicacion

Fosfato de Potasio 100 mM
NaCl 300 mM
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Solucion A
Fosfato de potasio 50 mM

NaCl 300 mM
Solucién B

Fosfato de potasio 50 mM
NaCl 300 mM

Imidazol 500 mM

Buffers de Purificacion de yAnPRT

Buffer de Lisis yPRT
Fosfatos 100 mM pH 7.5
EDTA 2mM

DTT ImM
PMSF......0.3Mm

Buffer para equilibrar columna
Fosfatos 50 mM pH 7.5
NaCl  300mM

Buffer de elusion
Fosfatos 50 mM pH 7.5
NaCl 300mM
Imidazol 500Mm

Buffers de Purificacion de ecTrpF, M4y M5

Buffer de sonicacion

Fosfato de potasio pH 7.5 10mM

EDTA Ph 7.7 0.5 mM

NaCl 50mM

Glicerol 5%

DTT 0.1 mM

PMSF 0.5 puL por ml
Lizosima 10mg/mL (1000x)

Solucion A
Fosfato de potasio 50 mM
NaCl 300 mM

Solucion B

Fosfato de potasio 50 mM
NaCl 300 mM

Imidazol 500 mM

Buffer de dialisis

Fosfato de potasio 50 mM

Buffers de Purificacion de ecTrpC

CINETICA ENZIMATICA DE PRAIS OBTENIDAS POR EVOLUCION DIRIGIDA
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Buffer de soncacion

Tris-HCl pH8  40mM
NaCl 300 mM
Glicerol 10%
Imidazol 10 mM
Lizocima 10mg/mL
Dnasa ImU/mL
B-mercaptoetanol 1 mM
Solucion A

Fosfato de potasio 50 mM

NaCl 300 mM
Solucion B

Fosfato de potasio 50 mM

NaCl 300 mM

Imidazol 500 mM

Buffer de dialisis

Tis-HCI 40 mM
NaCl 200 mM
MgCl 0.5 mM
B-mercaptoetanol 0.5 mM
EDTA 2 mM

Buffers de Purificacién de tmTrpC

Buffer de soncacion

Tris-HCl pH8  40mM
NaCl 300 mM
Glicerol 10%
Imidazol 10 mM
Lizocima 10mg/mL
Dnasa ImU/mL
B-mercaptoetanol 1 mM
Solucion A

Fosfato de potasio 50 mM

NaCl 300 mM
Solucion B

Fosfato de potasio 50 mM

NaCl 300 mM

Imidazol 500 mM

Buffer de dialisis

Tis-HCI 40 mM

NaCl 200 mM

MgCl 0.5 mM
B-mercaptoetanol 0.5 mM

EDTA 2 mM
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