UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

PROGRAMA DE MAESTRIA Y DOCTORADO
EN CIENCIAS BIOQUIMICAS

INSTITUTO DE QUIMICA

CLONACION Y EXPRESION DEL ALERGENO Hev b 11
(QUITINASA DE CLASE 1) DE Hevea brasiliensis

T BE S I S

Que para obtener el grado académico de:

Maestra en ciencias

Pr e s e n t a:

Q.FB.CAROL SISETH MARTINEZ CABALLERO

DIRECTOR DE TESIS

Dra. Adela Rodriguez Romero

UN M;'S_\ 4 ‘gp
R
PO SGR DO { P{* MEXICO, D. F. 2010



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Ciencias
Bioquimicas

UN/M§
POSGR/'DO #:7

A
Ciencias Bioquimicas

PROGRAMA DE MAESTRIA Y DOCTORADO
EN CIENCIAS BIOQUIMICAS

IBT 1IBM

ENTIDADES CAMPUS CIUDAD DE MEXICO

Of. No. PMDCB/979/2009

QFB. CAROL SISETH MARTINEZ CABALLERO
Alumna de la Maestria en Ciencias Bioquimicas
Presente

Los miembros del Subcomité Académico, en reunion ordinaria del dia 3 de agosto del presente afio,
conocieron su solicitud de asighacion de JURADO DE EXAMEN para optar por e| grado de
MAESTRA EN CIENCIAS BIOQUIMICA), con la tesis titulada “Clonacion y expresion del
alérgeno Hev b 11 (quitinasa de Clase 1) de Hevea brasiliensis’, dirigida por la Dra. Adela Rodriguez
TRomero.

De su ahalisis se acordd hombrar el siguiente jurado:

PRESIDENTE Dra. Amelia Farrés Gonzalez-Saravia
VOCAL Dr. Enrigue Garcia Herhandez
SECRETARIO Dr. Francisco Javier Plasencia de la Parra
SUPLENTE Dra. Tzvetanhka Dimitrova Dinkova
SUPLENTE Dr. Edgar Zenteno Galindo

Gin otro particular por el momento, aprovecho [a 0Casion para enviarle unh cordial saludo.

Atentamente

“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Cd. Universitaria, D.F., a 10 de agosto de 2009.

EL COORDINADOR DE LA ENTIDAD ACADEMICA

DR, ROGELIO RODRIGUEZ SOTRES

C.c.p. Archivo



AGRADECIMIENTOS

A la Universidad Nacional Auténoma de México, gracias por todo lo que he
recibido.

Al posgrado de Maestria y Doctorado en Ciencias Bioquimicas, a todos sus
integrantes: alumnos, investigadores, personal administrativo; gracias por los
consejos, conocimientos y ayuda recibida.

A la Dra. Adela Rodriguez Romero, por sus consejos, paciencia y en especial
por el apoyo profesional y personal, muchas gracias.

A la Dra. Patricia Cano Sanchez, por todo el apoyo y asesoria recibida durante
la realizacion de este trabajo.

A los miembros del comité tutoral: Dra. Amelia Farrés Gonzales-Saravia y Dra.
Romina Rodriguez Sanoja.

A los miembros del jurado que revisaron esta tesis, gracias por sus
comentarios y aportaciones.

A mis companeros de laboratorio y del Instituto de Quimica: Deyanira, Angela,
Israel, Cristian, Ernesto, Gabriel, Azucena, Alma, Belén, Javier; gracias por su
apoyo, consejos y amistad.

Agradezco las beca financiada por el Consejo Nacional de Ciencia y
Tecnologia (CONACYT).

El proyecto fue financiado por CONACYT 82947 y DGAPA-UNAM PIN209506-
3.

iii



DEDICATORIAS

Gracias Dios por permitirme vivir este momento, por estar siempre conmigo,
por darme la vida que he tenido y por ensefiarme que cada etapa tiene su
momento y porque.

Papa y mama gracias por ser parte de mi vida, por estar siempre conmigo, por
su confianza, apoyo y porque siempre han creido en mi.

Tia Rosy, gracias por preocuparte siempre por mi, por brindarme tu apoyo y por
ser parte importante en mi vida.

A mis abuelitos, por ser mi ejemplo de dedicacion y superacion.

A mis amigos, por todos los momentos compartidos, por su sinceridad y apoyo.

39050 s Wl

oils 3 asll Al Sl dols g il oo &35 il SSY, WSt o 3ls JS | S

(A cada uno de ustedes, gracias por formar parte de mi vida, pero sobre todo gracias Dios hoy
y siempre)

iv



No os hagais tesoros en la tierra, donde la polilla y el orin corrompen, y donde
ladrones minan y hurtan; si no haceos tesoros en el cielo, donde la polilla ni el
orin corrompen, y donde ladrones no minan y hurtan. Porque donde esté
vuestro tesoro, alli estara también vuestro corazon.

Mateo 6: 19-21



iNDICE

Agradecimientos
Dedicatorias
indice
Abreviaturas
Resumen
Introduccién
Hevea brasiliensis: el arbol del hule
Composicion quimica del latex
Alergia al latex
Sindrome latex-frutas
Quitinasas
Nomenclatura

Clasificacion

Propiedades bioquimicas vy fisicas

Antecedentes
Justificacion
Objetivo
Objetivos especificos
Metodologia
Resultados
Discusion
Conclusiones

Perspectivas

vi

Vi

viii

10

12

16

19

21

22

22

23

30

41

47

48



Bibliografia

Anexos

vii

49

54



ABREVIATURAS

kDa Kilodaltones

IgE Inmunoglobulina de tipo E

°C Grados Celsius

PRP Proteinas relacionadas a la patogénesis

APC Antigen presenting cell (Células presentadoras de antigeno)

CD Células dendriticas

NK Natural killer (Células asesinas)

RAST Radioallergosorbent test (Prueba de radioalergoabsorbencia)

NAG N-acetilglucosamina

GIcNAG N-acetil-D-glucosamina

GH Glucosido-hidrolasa

PUM Proteina de union a maltosa

ELISA  Enzyme-Lynked ImmunoSorbent Assay (Ensayo por
inmunoabsorcién ligado a enzimas)

PDB Protein Data Bank (Banco de datos de proteinas)

ARN Acido ribonucleico

ADNc Acido desoxirribonucleico complementario

LB Luria-Bertoni
PCR Polymerase chain reaction (Reaccion en cadena de la polimerasa)
DO Densidad 6ptica

IPTG Isopropil p-D-tiogalactopiranosido

FPLC Fast protein liquid chromatography
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RESUMEN

El latex es el citoplasma de las células laticiferas del arbol del hule (Hevea
brasiliensis), que gracias a sus propiedades elasticas se utiliza para elaborar
numerosos productos medicos y de uso cotidiano. Una constante exposicion a
éstos puede causar reacciones de alergia o hipersensibilidad de tipo I, la cual
es el resultado de una respuesta inmune inapropiada a ciertas proteinas

inocuas (alérgenos), principalmente en personas con predisposicion genética.

El latex contiene mas de 200 proteinas distintas, que constituyen alrededor
del 1% de dicho material. Del total de proteinas, trece con masas moleculares
entre 4.7 a 57 kDa son las que se han reconocido como las que provocan las

respuestas alérgicas.

Es bien conocido que muchos pacientes con alergia al latex son sensibles
a ciertas frutas (sindrome latex-frutas) y algunos reportes han identificado a las
quitinasas de clase | (Hev b 11) como moléculas importantes en la unién a las
IgEs del suero de estos pacientes. Este alérgeno es poco abundante en el latex
del arbol del hule, por lo que para hacer estudios inmunolégicos y moleculares
se requiere utilizar técnicas recombinantes para clonar el gen, expresar y

purificar a esta enzima.

En este trabajo se expres6 a Hev b 11 recombinante (rHev b 11) utilizando
el vector pET 32 a y E. coli Rosetta gami, como proteina de fusién con
tiorredoxina. Esta, con una masa molecular de 47 kDa, se agregdé formando

cuerpos de inclusion, posiblemente por el alto contenido de cisteinas

ix



(veintitres) presentes en la quitinasa; no obstante, también se obtuvo proteina

soluble la cual present6 actividad catalitica de endo y exoquitinasa.

Al parecer rHev b 11 corresponde a una isoforma de las quitinasas de
clase | ya reportadas, estas ultimas estan formadas por un dominio tipo
heveina, un conector y un dominio catalitico. La rHev b 11 obtenida en nuestro
grupo de trabajo esta formada por un dominio de heveina y un segmento que
representa la mitad de este dominio (residuos 23-43), dos conectores y un
dominio catalitico. Esta enzima se purifico parcialmente utilizando técnicas
cromatograficas, tales como filtracion en gel e intercambio cationico; sin

embargo, esta metodologia debe optimizarse.

Con base en las estructuras de las quitinasas de arroz y papaya,
reportadas en el 2008, se obtuvo un modelo tedrico para la rHev b 11 utilizando
el servidor SwissProt. En dicho modelo se observa que el segmento adicional
(medio dominio tipo heveina y el conector) no afecta el plegamiento del
dominio catalitico ni del dominio de heveina; no obstante, la unién entre los dos
dominios parece ser mas estrecha, lo que podria causar mayor rigidez y tal vez

cambiar algunas propiedades inmunoldgicas y/o de union a sustrato.



INTRODUCCION

Hevea brasiliensis: el arbol del hule

H. brasiliensis es un arbol originario de la region Amazonica, que pertenece al
orden Euphorbiales, familia Euphorbiaceae. Este crece en regiones tropicales a una
temperatura Optima entre 20 y 28 °C alcanzando hasta 30 metros de altura (Blanco

et al., 2002).

El hule se encuentra en una suspension acuosa de aspecto lechoso
denominada latex, el cual circula por un sistema de conductos denominados vasos
laticiferos situados debajo de la corteza del arbol. Para obtener esta sustancia
lechosa, se practica una incision diagonal en la corteza, de izquierda a derecha, con
angulo de 30°, que es el tipo de corte mas comun. El latex fluye espontaneamente a
través de estos cortes por un dispositivo metalico hacia una cubeta recolectora, que
en algunas ocasiones puede contener una pequefa cantidad de agente conservante

con accion germicida (amoniaco, formaldehido) (Blanco et al., 2002).

Composicion quimica del latex

El latex es el citoplasma de las células laticiferas de H. brasiliensis y en su
composicidon se encuentra el hule natural que esta formado por unidades de cis-1,4-
poliisopreno (Petsonk., 2000), organelos subcelulares (vacuolisosomas o lutoides),

asi como lipidos, carbohidratos, sustancias inorganicas y agua (Quirce., 2000)



(Tabla 1). El cis-1,4-poliisopreno es un polimero organico que confiere al hule natural

sus cualidades de elasticidad y durabilidad (Lawrence et al, 1996).

Latex natural fresco Hule seco %
%
cis-1,4-poli-isopreno 25-45 93.5
Proteinas 1-2 2-3
Carbohidratos 1-2 0.4
Lipidos 0.91.7 3.3
Compuestos 0.4-0.6 0.2
inorganicos
Aminoacidos, aminas o4 e
Agua 5565 -

Tabla 1. Composicién quimica del latex (Blanco et al., 2002).

El papel fisiolégico del sistema laticifero se desconoce, pero parece tratarse de
un sistema de defensa del arbol. La coagulacion involucra la agregacion de
particulas de hule y es de suma importancia contra la invasion de posibles

patogenos bloqueando el acceso a las heridas sufridas (Gidrol et al., 1994).

Cuando se centrifuga el latex fresco a altas velocidades (60,000-100,000 g) se
obtienen tres fracciones diferentes: la superior de aspecto cremoso, que es la fase
del hule, una fase intermedia translucida o fraccion sérica C, que contiene el citosol
de las células laticiferas y es mas rica en proteinas mayoritariamente hidrosolubles,
y finalmente, la fraccidén basal o sérica B, que contiene principalmente los lutoides o
vacuolas. En esta fraccion se encuentran diversas proteinas hidrosolubles y
relacionadas a la patogénesis (PRP) (Blanco et al., 2002), las cuales son
expresadas a consecuencia de heridas hechas a la planta o por la aplicaciéon de
sustancias quimicas como el etileno o el acido salicilico, que mimetizan el efecto de

infeccion o inducen el estrés (Van Loon et al., 1999).



La concentracion de proteinas muestra una variacion clonal y oscila entre 1y 2
% aproximadamente. Alrededor del 25- 30 % de proteinas se encuentran en la fase
del hule, 45- 50 % en la fase sérica C y aproximadamente el 25 % en la fraccion
sérica B. Las principales proteinas, desde un punto de vista cuantitativo, son la
heveina (Hev b 6.02) (50 %) y la hevamina (30 %) que se encuentran en los lutoides

(Blanco et al., 2002).

Alergia al latex

Gracias a sus propiedades elasticas, el latex se utiliza para elaborar numerosos
productos meédicos y de uso cotidiano, como guantes, material quirurgico,
preservativos, globos, etc. (Slater., 1997) (Turjanmaa et al., 1996). En el mercado
hay mas de 40,000 articulos de uso cotidiano de latex y su numero aumenta cada
dia (Cheng et al., 1999). La exposicion repetida a productos de latex por motivos
laborales o por intervenciones quirurgicas multiples, asi como la atopia son los
principales factores de riesgo asociados con la sensibilizacion. La mayoria de los
casos de alergia al latex se producen en grupos de riesgo definidos, entre los que se
incluye a profesionales sanitarios (Hadjiliadis et al., 1995) (Kibby et al., 1997),
operarios de la industria de manufactura de latex (Orfan et al., 1994) y nifios con

espina bifida o con anomalias urogenitales (Banta et al., 1993).

El latex contiene mas de 200 proteinas distintas, que constituyen alrededor del
1% de dicho material (Nel et al., 1998). Del total de proteinas, trece con masas
moleculares entre 4.7 kDa a 57 kDa son las que se reconocen como las que

provocan las respuestas alérgicas y a las cuales se les ha designado una



nomenclatura oficial por el Subcomité de Nomenclatura de Alérgenos, ademas

varias presentan isoformas (Tabla 2).

Estas proteinas presentes en el latex causan reacciones de alergia o
hipersensibilidad de tipo I, la cual es el resultado de una respuesta inmune
inapropiada a ciertas proteinas inocuas (alérgenos), mayoritariamente en personas

con predisposicion genética (Sutton et al., 1993).

o Peso
Alérgeno Denominacion Funcién molecular Alergenicidad Estructura
bioquimica tridimensional
(kDa)
Hev b 1 Factor de elongacion Biosiqtesis del 58 Mayor en *EB No
del hule latex
Hev b 2 Beta-1-3-glucanasa Defensa 34-36 Menor Si
Hev b 3 Homédlogo de factor de Biosintesis del 2427 Mayor en *EB No
elongacion latex
Hev b 4 Proteina microhélice Estructural 50-57 Menor No
Hev b 5 Proteina acida Desconocida 16 Mayor No
Hev b 6 Proheveina/heveina Proteccion 20/4.7 Mayor Si
Hev b 6.02 Heveina Proteccion 4.7 Mayor Si
Hevb 7 Homdlogo de patatina ¢ Estructura? 43 Menor No
Hev b 8 Profilina Estructura y 14 Menor Si
sefializacion
Hevb 9 Enolasa Biosin_tesis de 51 Menor No
nutrientes
Hev b 10 Superoxido-dismutasa EIiminacio’p de 26 Menor No
radicales libres
Hev b 11 Quitinasa clase | Proteccion 33 Menor No
Hev b 12 Prote!'na de’ . Transfe_rencia de 9 Menor No
transferencia de lipidos lipidos
Hev b 13 Proteina nédulo Esterasa 429 Menor No

Tabla 2. Caracteristicas de los principales alérgenos del latex. *EB: espina bifida



En una primera exposicion, cuando un alérgeno entra al organismo interactua
con receptores localizados en la superficie de células presentadoras de antigeno
(APC), células dendriticas (CD) y células asesinas naturales (NK). Estas capturan a
los alérgenos, los procesan y mas tarde presentan en su superficie pequefios
péptidos unidos a moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad tipo Il (HLA-
II) (Romagnani et al., 2004). En una segunda exposicion el alérgeno es reconocido
por el complejo formado por las IgE’s y los receptores especificos para estos
anticuerpos, localizados en las membranas de las células cebadas y los basdfilos,
provocando la liberacion de histamina, leucotrienos y otros mediadores inflamatorios
contenidos en los granulos presentes en dichas ceélulas, teniendo como
consecuencias principales la vasodilatacion y contraccion de musculo liso (Figura 1).
Esta respuesta deja sensibilizadas a las mucosas y a la piel, y predispuestas a

reaccionar con el alérgeno nuevamente (Janeway et al., 1996).

En el presente, la alergia al latex es un problema médico importante, que afecta
cada vez mas a profesionales sanitarios y poblacién general. La primera descripcion
de hipersensibilidad inmediata al latex se realizé en Alemania (Stern et al., 1927), y
posteriormente se describid un caso de urticaria por contacto con latex (Nutter et al.,
1979). En nuestro pais no se conoce la incidencia de alergia al latex en la poblacion
general; sin embargo, estudios recientes en nuestro laboratorio permiten estimar una
prevalencia de 1.6-1.9 %. La prevalencia en la poblacion mundial oscila de 1 a 2%,
mientras que en grupos afectados como los profesionales al cuidado de la salud va
de 1 a 22% y en los pacientes con espina bifida de 24 al 60%, este porcentaje es
alto debido a las multiples intervenciones quirurgicas a las cuales son sometidas

estas personas (Poley et al, 2000).



Sensibilizacion Alergenos
O O

O Re-exposicion

Figura 1. Representacion grafica de la hipersensibilidad de tipo I, en la que se describe la
sensibilizacion y la reaccion alérgica provocada por la re-exposiciéon a un alérgeno.

Los sintomas, que son muy variables, dependen de la via de exposicion, de la
cantidad del alérgeno y de la susceptibilidad personal (Slater., 1997). Son muy
frecuentes, los sintomas inmediatos, con manifestaciones que van desde urticaria
(local o generalizada), angioedema, rinoconjuntivitis (Carrillo et al., 1986) o asma

(Liss et al., 2001) e incluso shock anafilactico (Slater., 1997).

La heveina (Hev b 6.02) es uno de los alérgenos principales de latex, tanto en
abundancia como en capacidad alergénica. Este alérgeno es una lectina de 43
aminoacidos, con un peso molecular de 4.7 kDa, rica en cisteinas que forman cuatro
puentes disulfuro, y con capacidad de unién al polisacarido quitina y oligosacaridos

de N-acetil glucosamina. Esta proteina posee propiedades antifungicas y su sintesis



es inducida por herida, infeccién por patdgenos, o ataque de insectos. También se
ha propuesto que participa en la coagulacion del latex, lo que puede estar
relacionado con la defensa al bloquear la entrada a parasitos. La heveina se
sintetiza como un precursor de 20 kDa (Figura 2), denominado proheveina (Hev b
6.01), que es procesado por hidrédlisis generando heveina y un dominio C-terminal
de 138 aminoacidos con un peso molecular de 14 kDa, que también es alergénico

(Hev b 6.03) (Blanco et al., 2002).

H Proheveina
H2N + I»COOH (Hev b 6.01)

187 aa
Heveina
(Hev b 6.02)

| Dominio C
(Hev b 6.03)

138 aa

Figura 2. Representacion de la proheveina y moléculas derivadas.

Sindrome latex-frutas

Es bien conocido que muchos pacientes con alergia al latex también son
sensibles a ciertas frutas. Algunos reportes indican que el aguacate, el platano, la
castafia y el kiwi son los principales implicados en el llamado "sindrome latex-
frutas”. La presencia de componentes comunes de union a IgE en los frutos
mencionados y el latex se ha demostrado por RAST (prueba de
radioalergoabsorbencia) y estudios de inhibicién por inmunoblot (Diaz et al., 1999).

Una explicacion es que algunos alérgenos del latex presentan secuencias



homologas con proteinas de otras plantas, como lectinas y quitinasas de clase |, que
muestran dominios de tipo heveina similar a los de la proheveina del latex (Hev b 6)
(Figura 3). El alérgeno de 16 kDa (Hev b 5) es homologo a la proteina del kiwi PKIWI
501, Hev b 7 (46 kDa) a la patatina de la papa y a algunas enzimas del latex como la
B-1,3-glucanasa (Hev b2) y la esterasa estan presentes en frutas y vegetales (Diaz

et al., 1999).

Proheveina de latex

—y
-
Proheveina de tsbaca [ 7 Ce—— |

Proteina win-1 de Py -=
patata (proheveina) _

i1 43 26 129 171
Aglutinina de trigo | S Sy i St ANyt

i 1 42 47 s9
Lectina de ortiga EEraed =
Péptido antifungico 41
de Pharbitis ==
3

Lectina de satico ﬁ
Péptido antimicrobiano 1 30
de Amarantus

=" i
Quitinasa de clase | (judia)

1 37T T2
Quitinasa de clase IV (Uva) IIETEN 1
Quitinasa de clase V 1 a2 47 <0 261

(Ortiga: precursor lectina) HIEZI NPT

JE— Dominio heveina
BeBQmmmm Dominio C—terminal proheveina

L 1 Dominio catalitico quitinasas

Figura 3. Estructura primaria de proteinas vegetales con dominios heveina. Los niameros en azul
representan las posiciones de residuos aminoacidos. Los nimeros en blancos son los porcentajes de
identidad de secuencia de los correspondientes dominios heveina con la heveina del latex (Blanco et
al., 2002).

Algunos alérgenos con una masa molecular mayor a 30 kDa, que se han
encontrado en aguacate, castafia y platano, fueron identificados como quitinasas de
clase | (Blanco et al., 1999). Las quitinasas de clase I, altamente relacionadas a las

de clase |, pero sin el dominio N- terminal tipo heveina no muestran alergenicidad en



pruebas in vitro o in vivo. La hevamina de latex que se ha descrito como un alérgeno

de menor importancia no tiene presente el dominio de tipo heveina.

Algunos reportes han indicado que las quitinasas de clase | se unen de manera
importante a las IgE’s de suero de pacientes con el sindrome latex-fruta en platano
(Sanchez et al., 1999), aguacate (Sowka et al., 1998) y castaina (Diaz et al., 1998).
Las secuencias N-terminal de estas quitinasas son muy similares y ademas
muestran identidad con la heveina. Estos datos y los ya reportados por otros grupos
(Beezhold et al., 1997), (Banerjee et al., 1997) indican que las quitinasas de clase |
son probablemente los principales alérgenos involucrados en este sindrome, por lo
que se ha propuesto que los epitopos de union a IgE se encuentran en el dominio
heveina (Figura 4), el cual juega un papel esencial en la alergenicidad de este tipo

de enzimas (Chen et al., 1998).

Epitopos? 13 24 29 36

Epitopos® 19 24 25 37

1 43
Heveina EQCGRQAGGKLCPNNLCCSQWGWCGSTDEYCSPDHNCQS -NCKD

Figura 4. Secuencia de aminoacidos de la heveina del latex. Epitopos lineales descritos por Beezhold
et al (a) y Banerjee et al (b).

Quitinasas

Las quitinasas son glucdsido hidrolasas que catalizan la degradacion de la
quitina, un polisacarido insoluble de residuos N-acetil-D-glucosamina unidos por

enlaces (-1,4 (NAG) (Figura 5). Son producidas por una gran variedad de



organismos que poseen quitina como componente estructural (hongos, insectos y
crustaceos) y organismos que no poseen quitina (bacterias, plantas y vertebrados).
Las funciones de las quitinasas son diversas (Jolles et al., 1999), en invertebrados
se requieren para la degradacion parcial de exoesqueletos viejos; los hongos las
producen para modificar la quitina, que es un componente principal de la pared
celular y las bacterias para degradar quitina y utilizarla como fuente de carbono. Por
otra parte, se ha sugerido que la produccion de quitinasas en plantas es parte de los

mecanismos de defensa contra algunos patogenos (Taira et al., 2002).

CHs /UHa
H OH H o=c/ H H OH H o= H
N\ N
H o H NH H o H NH
- _—
o HO o HO
HO 0 HO 0
! [iaad®) ! 10
H NH 0 H hH H
H o—c/ H H o—c/ H
N H oH N H on
CH3 CHs

Figura 5. Estructura quimica de la quitina

Nomenclatura

Las quitinasas pueden ser clasificadas en dos grandes categorias:
endoquitinasas y exoquitinasas (EC 3.2.1.14). Las primeras rompen la quitina al azar
en sitios internos, generando oligosacaridos de N-acetil-D-glucosamina (GIcNAc) de
bajo peso molecular como quitotetraosa, quitotriosa y diacetilquitobiosa (Figura 6).
Las exoquitinasas pueden ser divididas en dos subcategorias: quitobiosidasas (EC
3.2.1.29), que catalizan la liberacién progresiva de diacetilquitobiosa comenzando

por el extremo no reductor de la quitina, y p-(1,4) N-acetil glucosaminidasas (EC

10



3.2.1.30) que rompen los productos oligoméricos de endoquitinasas y
quitobiosidasas, generando mondmeros de GIcNAc (Sahai et al., 1993). Una via
alterna involucra es la desacetilacion de quitina a quitosana, la cual es finalmente
convertida a residuos de glucosamina por la accién de la quitosanasa (EC

3.2.1.132) (Dahiya et al., 2006).

QUITINA CRISTALINA

POLLS (1-4)-H-

ACETILGLUCOSAMINA . 2 o
RN
EX0-N-DIACETIL ¥
QUITOBIOHIDROL ASA \

} . vy
EX0-N-ACETIL

GLUCOSAMINID ASA // \ QUITOEIOSA

E0-N-ACETILGLUCOSAMINIDASA;

(M H-DIACETIL QUITOBIOSA)
[ N-ACETILGLUCOSAMINA (NAG)

Figura 6. Degradacion de quitina mediada por endoquitinasas y exoquitinasas (Cruz et al., 1999).

11



Clasificacion

Las quitinasas (endoquitinasas y exoquitinasas) se han clasificado en seis
clases (I-VI), dependiendo de su estructura primaria y secuencias consenso. Las
quitinasas de las clases I, IV y V tienen uno o dos dominios de heveina. Las
quitinasas de clase |, Il y IV tienen dominios cataliticos homaologos (con deleciones
en el de la clase 1V). Las quitinasas de clase Il también tienen actividad de lisozima.
Las quitinasas de clase VI no son homdlogas a las de las otras cinco clases, pero
tienen similitud de secuencia con exoquitinasas de bacterias (Figura 7) (Blanco et

al., 2002).

Heveina

Clase 1

Clase 11

Clase 111

Clase IV

Clase V

Figura 7. Clases de quitinasas. Los rectangulos azules representan el dominio de heveina, los
blancos son dominios cataliticos homologos, el rectangulo gris claro simboliza el dominio catalitico
caracteristico de las quitinasas de clase lll, el gris obscuro representa el dominio catalitico de las
quitinasas de clase VI con homologia al de las quitinasas de bacterias y el negro simboliza deleciones
en la secuencia.

[[ iR

Las quitinasas también se han clasificado en dos diferentes familias de

glucésido- hidrolasas, GH18 y GH19, con base en la secuencia de aminoacidos de
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su dominio catalitico (Henrissat et al., 1999), para correlacionar sus caracteristicas

estructurales y mecanismos de accion (Tabla 3) .

Familia Clase de | Mecanismo | Intermediario | Configuraciéon | Inhibidores
Glicosil- quitinasa | catalitico del producto
hidrolasas
18 y Vv sustrato lon oxazolinio § alosamidina
asistida
19 LI IVy acido lon a Amidinas
VI oxocarbenio amidrazonas

Tabla 3. Diferencias entre las quitinasas de la familias 18 y 19 de glicosilhidrolasas (Iseli et al., 1996).

Las quitinasas pertenecientes a la familia 18 contienen algunos aminoacidos
altamente conservados en el dominio catalitico (Robertus et al., 1999), como lo
muestran las enzimas de Coccidioides immitis (Pisho et al.,1995, Yang et al., 1996),
Trichoderma harzianum (Garcia et al., 1994), Aphanoclaudium album (Blaiseau et

al., 1992) y Serratia marcescens (Brurberg et al., 1994) (Figura 8).

130 170
Chi-ci LSIGGWTYSPNF FDGIDIDWEYPED
Chi-th LSIGGWTWSTNF FDGIDIDWEYPAD
Chi-aa LSIGGWTWSTNF FDGIDIDWEYPAD
Chi-sm PSIGGWTLSDPF FDGVDIDWEFPGG

Figura 8. Secuencias de aminoacidos encontradas en el sitio activo de las quitinasas, las cuales
incluyen un residuo de Glu en la posicion 177, importante para el mecanismo catalitico. Las letras en

negritas sefalan los aminoacidos altamente conservados en este dominio.

La estructura tridimensional de algunas quitinasas de la familia 18 han sido

resueltas, entre ellas la de una quitinasa de bacteria Serratia marcescens (Perrakis



et al., 1994) y la hevamina de H. brasiliensis (Terwisscha et al., 1996). La estructura
del dominio catalitico de estas enzimas es, en ambos casos un barril (f/a), es decir 8
hélices a rodean al barril p formando una especie de anillo (Figura 9) (Robertus et

al., 1999).

A B

Figura 9. Estructura tridimensional de quitinasas de la familia 18, A: quitinasa de Serratia marcescens
(Codigo PDB: 1x6n), B: hevamina de Hevea brasilensis (Cédigo PDB: 2hvm).

La familia 19 esta formada principalmente por quitinasas provenientes de
plantas. Algunas enzimas representantes de esta familia son: la quitinasa de la
cebada (Hordeum vulgare) (Leah et al., 1991), de papa (Solanum tuberosum)
(Gayner et al., 1988); de Arabidopsis thaliana (Samac et al., 1990) y del guisante

(Pisum sativum) (Chang et al., 1995) (Figura 10).
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60 70 80 90 100
Chi-hv KREVAAFLAQTSHETTGGWATAPDGAFAWGYCFKQERGASSDYCTPSAQWPCAPGK
Chi-st KREIAAFFAQTSHETTGGWASAPDGPYAWGYCFLRERGNPGDYCPPSSQWPCAPGR
Chi-at KKEVAAFFGQTSHETTGGWATAPDGPY SWGYCFKQEQNPASDYCEPSATWPCASGE
Chi-ps KREIAAFLGQTSHETTGGWPTAPDGPYAWGYCFLREQNP-STYCQASSEFPCASGK

Figura 10. Secuencia de aminoacidos del dominio catalitico de algunas quitinasas representantes de
la familia 19. Los residuos Glu 67 y Glu 89 son importantes en el mecanismo de accion. En negritas
se sefalan los aminoacidos altamente conservados en este dominio.

Las quitinasas de cebada (Leah et al., 1991), arroz (PDB: 2dkv) y papaya (Huet
et al., 2008) son miembros de esta familia, de los cuales se ha reportado la
estructura tridimensional por difraccion de rayos X. Un analisis de la estructura 3D
de la quitinasa de cebada mostré que varios residuos conservados forman un nucleo
hidrofébico. La naturaleza de estos residuos justifica la idea de que la quitinasa de
cebada es un modelo razonable para otras enzimas de la familia 19 (Figura 11),

donde los residuos no polares en el nucleo y los residuos responsables de la

actividad enzimatica estan altamente conservados (Robertus et al., 1999).

Figura 11: Quitinasa de cebada, representante de la familia 19 de glicosil-hidrolasas (Cédigo PDB:
1dxj).
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Propiedades Bioquimicas y Fisicoquimicas

Masa molecular y punto isoeléctrico

Las quitinasas presentes en plantas y algas tienen en promedio un peso
molecular de 30 kDa. Las quitinasas con masa molecular entre 40-90 kDa y hasta
120 kDa han sido identificadas en moluscos, artropodos y algunos vertebrados como
peces, anfibios y mamiferos. Un intervalo grande de masa molecular de 30 a 120
kDa se encuentra en bacterias y hongos (Monzingo et al., 1996). Algunas quitinasas
de plantas como la zanahoria y de insectos, como los gusanos del tabaco (Matthews

et al., 1981) y de la seda (Grutter et al., 1983) estan glicosiladas.

El punto isoeléctrico de las quitinasas comprende un intervalo grande de
valores: de 3-10 en plantas y algas; 4.7-9.3 en insectos, crustaceos, moluscos y

peces y 3.5-8.8 en microorganismos (Koga et al., 1999).

pH éptimo

El pH 6ptimo de las quitinasas es de 4-9 para plantas y algas, de 4.8-7.5 para
animales y de 3.5-8.0 para microorganismos. El pH 6ptimo parece depender del
sustrato utilizado, por ejemplo las quitinasas del gusano de seda (Grutter et al.,
1983) y de la planta hiame (Blake et al., 1967) muestran dos valores 6ptimos de pH 4
y 8-10 cuando se usa glicol quitina como sustrato. Sin embargo, estas quitinasas
muestran unicamente un pH O6ptimo a 4.6 cuando el sustrato es N-acetil quito-
oligosacaridos (Kelly et al., 1979). Esto se puede deber a la capacidad de unién a

quitina o a la existencia de otro dominio de unién.
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Estabilidad

Las quitinasas de plantas de clase Il (Kelly et al., 1979) y las quitinasas de
Bacillus licheniformis (Andersen et al., 1979) muestran alta resistencia a
temperaturas de hasta 80 °C. Por otra parte las quitinasas de insectos como la del
gusano de seda no son muy estables a temperaturas cercanas a 40 °C (Grutter et
al., 1983). Considerando que las quitinasas de insectos son generalmente mas
grandes que las quitinasas de plantas, la estabilidad termodinamica puede estar

favorecida en las quitinasas mas pequefias y compactas (Koga et al., 1999).

Mecanismo de acciéon

Las quitinasas usan dos diferentes mecanismos hidroliticos (Iseli et al., 1996):
catalisis sustrato asistida, caracteristica de las quitinasas de la familia 18, que
conduce a la retencion de la conformacion del carbono anomérico del producto
(Figura 12 A) (van Aaltel et al., 2001). La reaccién de hidrdlisis llevada a cabo por
quitinasas de la familia 19 usa el mecanismo de catalisis acida, invirtiendo la

configuracion (Figura 12 B) (Brameld et al, 1998).
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Figura 12: A) Mecanismo propuesto para las quitinasas de la familia 18: hidrélisis de doble

desplazamiento, la protonacion de un residuo de GIcNAc conduce a la formacion del intermediario

oxacilina, que puede ser hidrolizado para formar un producto con retencion de la configuracién

anomeérica. B) Mecanismo de desplazamiento simple, propuesto para quitinasas de la familia 19; dos

residuos acidos son requeridos en el sitio activo provocando que el producto de hidrélisis presente

una inversioén de la configuracién anomérica (Brameld et al., 1998).
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ANTECEDENTES

En el 2002, Riordan y cols. fueron los primeros en clonar el gen de la quitinasa
de clase | (Hev b 11) del latex de H. brasiliensis. Ellos obtuvieron una proteina de
fusidn con la proteina de union a maltosa (PUM), la cual fue expresada utilizando el
sistema Escherichia coli, vector pMAL-p2. La proteina de fusion (rHev b 11-PUM) en
su secuencia de quitinasa mostré6 70 % de identidad con la endoquitinasa de
aguacate, y 58 % con la heveina, en su dominio de union a quitina. También
presentd actividad biolégica inhibiendo el crecimiento de Fusarium oxyspoum vy fue
reconocida por IgE’s del suero de pacientes alérgicos a latex y frutas en ensayos de

ELISA e inmunoblots.

En ensayos de inhibicion por ELISA, la pre-incubacién de sueros con la proteina
recombinante de fusién (rHev b 11-PUM) mostré un 16 % de inhibicién con una
proteina recombinante de heveina (rHev b 6.02-PUM) en fase solida. Estos datos
parecen contradecir la hipétesis que establece que el dominio heveina de las
quitinasas de clase | del latex es el unico donde se encuentran los epitopos de union
a IgE, responsables de la reactividad cruzada con frutas. Al parecer el dominio
quitinasa contiene otros epitopos de unidon a IgE que no estan presentes en el

dominio de unién a heveina.

Un aflo mas tarde, Rihs y cols. expresaron la quitinasa de clase | de hojas de H.
brasiliensis, utilizando el mismo sistema de expresion que Riordan y cols. La
isoforma recombinante rHev b 11.0102-PUM contiene un dominio de unién a quitina
con 56 % de identidad en secuencia a la heveina y mostré diferencias en 8

aminoacidos comparada con la quitinasa recombinante obtenida del latex (Tabla 4).
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Un andlisis por Pharmacy CAP System™ reveld la presencia de anticuerpos
especificos IgE para esta proteina de fusién en 29 % de sueros de pacientes

alérgicos a latex.

40

|
riordan BQCGRQAGGAECPGG Ccsa ICAEIP ccsccésﬁc GGGGG 45
rhis BQCGRQAGGA cpc. cCsQ CANTPENCGSGCQSQchBGGlice 45
80
|
riordan EBIGGEDEGCS HES RS T-II\IEEIAACPAIG-T-A-S AAEA 90
rhis BccciBEcSs BEsRs T-II\IEESAACPAIG-T-A-S AAEA 90

100

|
riordan PARGTT IC AA GQTS -\TTG PTAPDGP GNC 135
rhis BPABGTIG IC AA GQTS ATIGGWPTAPDGP GEC 135

140 180
GQCGQ 180
GQCGQ 180
riordan AfllG NNP MTPQEPEPS C TGQ 225
rhis ABG NNP AT MTPQEPKPSC TGQ 225

240 260
| |
riordan WSPTG SAGRAPGEGEETNEENGGEECCRCIVE A . 270
rhis WSPTIG SAGRAPGEGNMETNEENGGEECGS GWDA G 270
280

|
riordan RECBMVBANGEGSNEBCENQTPEGEG 295
rhis RECBMBEGEGEGSNEBCENQTPEGHG 295

|
riordan NQassfcspspafipcarc
rhis QASSNCSPSPANPCAPG

Tabla 4: Secuencia de nucledtidos y de aminoacidos de la quitinasa de clase | de las hojas de H.
brasiliensis (LaCIC) (Rhis et al., 2003) en comparacion con la secuencia de la quitinasa de clase |
obtenida de latex (AJ238579) (Riordan et al., 2002).
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JUSTIFICACION

Algunos reportes han identificado a las quitinasas de clase | como moléculas
importantes en la unién a IgE de suero de pacientes con el sindrome latex-frutas.
Por lo tanto, la purificacion y caracterizacion de este alérgeno es necesaria para
evaluar la reactividad cruzada en el sindrome latex-fruta y en un futuro contribuir a
su diagnostico y terapia. Con el fin de contar con material suficiente para llevar a
cabo estos estudios o bien para preparar herramientas de diagndstico, se requiere
tener cantidades importantes del alérgeno, el cual es poco abundante en la planta.
La alternativa para solucionar este problema es la clonacion, expresion y purificacion
de la quitinasa de clase | de H. brasiliensis utilizando técnicas de DNA

recombinantes.
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OBJETIVO

Clonar y expresar al alérgeno Hev b 11 (quitinasa de clase |) recombinante a

partir de las hojas de H. brasiliensis.

Objetivos especificos

» Extraer el RNA de las hojas de H. brasiliensis y sintetizar el ADNc.
* Clonar el gen de la quitinasa de clase I.
* Expresary evaluar la actividad de esta enzima.

» Establecer las condiciones de purificacion para la quitinasa de clase |

recombinante.
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METODOLOGIA

Aislamiento de ARN total

El ARN se aislo de hojas del arbol de H. brasiliensis, utilizando el kit comercial
de extraccion Rneasy® Mini Qiagen. Las hojas sufrieron una pequefia lesién 24

horas antes de ser cortadas.

Sintesis de ADNc

La transcripcién reversa se llevo a cabo con el kit Protoscript® First Strand
ADNc Syntesis Kit, New England BioLabs®, se utilizaron 3 ug de ARN total y los

oligos dT23 0 Random (dNo).

Reaccidon en cadena de la polimerasa: amplificacion del gen de la quitinasa de
clase |

La amplificacion de la quitinasa de clase | se llevd a cabo en 25 pL de reacciéon
en una mezcla que contenia: 5 uL de ADNc, 50 mM KCI, 20 mM Tris-HCI (pH 8.4),
1.5 mM MgCl, 04 pupM de cada oligonucle6tido CHIT-5  (5'-
GGCCATGGACGACGACGACAAGGAGCAATGTGGTCGCCAAGCAGGTGGC-3) y
CHIT-3" (5-CAGCGGCCGCCCTAATCCGAATGGCGTTT-3) los que se disefiaron
utilizando como secuencia a la quitinasa de clase | de H. brasiliensis (Gen Bank:
AJ238579) y 1.0 U Taq Polimerasa Platinum® Invitrogen. El producto de reaccion

fue obtenido en un termociclador (TC-512, TECHNE), con un paso inicial de
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desnaturalizacion (95 °C por 3 min) y un total de 30 ciclos de desnaturalizacion (95
°C por 30 segq), alineamiento (55 °C por 30 seg) y extension (72 °C por 30 seq)

seguido por 5mina 72 °C.

Clonacién y secuenciacién del producto de PCR

El producto de PCR fue clonado en los vectores pET 22b y pET 32a, entre los
sitios de restriccion Not | (5'...GC*GGCCGC...3) y Nco | (5'...C*CATGG...3) y se
ligb a 37 °C durate una hora (Ligasa T4, Fermentas®). Esta mezcla de ligacion se
transformd en células de E. coli DH5a y se sembré en agar Luria-Bertoni (LB)-
Ampicilina, las colonias que crecieron se sembraron en medio LB-Ampicilina para la
extraccion del vector basandose en el procedimiento de lisis alcalina desarrollada
por Birnboim y Dolly, 1979. Los vectores se cortaron con la enzima Not | para
linealizarlos y poder verificar su masa molecular en un gel de agarosa, por otra parte
se realizé una reaccién de PCR con los oligonucle6tidos especificos de la quitinasa

clase |, para su analisis.

Aquellos vectores en los que se confirmd la presencia del inserto, se

secuenciaron en el Instituto de Fisiologia Celular, UNAM.

Transformacion de E. coli Rosseta gamiy BL21

En un tubo de 50 uL de células competentes de E. coli Rosseta gami o BL21 se
agregaron 50 ng del vector clonado pET 32a o pET 22b respectivamente, la mezcla

se incubd por 30 minutos en hielo. Se realizé un choque térmico a 42 °C por 30
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segundos e inmediatamente después se colocaron los tubos a 4 °C por 5 minutos. A
esta mezcla se afiadi6 200 uL de medio LB y se incub6 por 1 hora a 37 °C en
agitaciéon. Se sembraron 100 pL de estas células en cajas de medio LB-ampicilina-
kanamicina-cloramfenicol-tetraciclina para E. coli Rosseta gami y LB-ampicilina para

E. coli BL21 y se incubaron toda la noche a 37 °C.

Expresion de la proteina de fusién (quitinasa de clase I-tiorredoxina)

Cinética de induccion

En 30 mL de medio LB-ampicilina-kanamicina-cloramfenicol-tetraciclina y LB-
ampicilina, se inocularon 300 pyL de un cultivo de células recombinantes de E. coli
Rosetta gami o E. coli BL21 respectivamente, y se crecieron a 37 °C, hasta llegar a
una densidad o6ptica (DO) de 0.6. La expresion de la proteina de fusion fue inducida
con 0.5 mM de isopropil-B-D-tiogalactopiranosido (IPTG) a 30 °C por 24 horas. Para
hacer la cinética de induccién, cada dos horas se tomaron muestras de 1 mL, a partir

del tiempo cero (sin IPTG).

Expresion de la proteina de fusion

En 1 litro de medio LB-ampicilina-kanamicina-cloramfenicol-tetraciclina, se
inocularon 10 mL de un cultivo de células E. coli Rosetta gami recombinantes y se
crecieron a 37 °C, hasta llegar a una DO de 0.6. La expresion de la proteina de

fusion fue inducida por 0.5 mM de IPTG a 30 °C por 12 horas. El medio se centrifug6
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y el paquete celular se lisdé por sonicacién en amortiguador H,PO4/HPO, 50 mM,

0.3 M de NaCl, pH 8.

Purificacién de la quitinasa de clase | recombinante

Cromatografia de afinidad en columna de niquel

La Figura 13 muestra el diagrama de construcciéon del vector pET 32a, en donde
se aprecia la presencia de dos His-tags. Por lo tanto, el extracto celular obtenido de
cultivos inducidos se aplico a una columna de afinidad (HIS-Select™ Nickel Affinity
Gel, Sigma). La elucién de la proteina de fusién (quitinasa clase I-tiorredoxina) de
una masa molecular de 47 kDa se llevo a cabo usando diferentes concentraciones

de imidazol (10-250 mM).

Promotor T7| Operon lac Tiorredoxina| His-tag | Sitio de corte enteroquinasa | Quitinasa clase I

Figura 13: Construccidn de la proteina de fusién recombinante (quitinasa clase I-tiorredoxina),
en el vector pET 32a.

Reaccion de corte con enteroquinasa

La fraccion de elucion que contenia la proteina de fusidbn recombinante se
hidrolizé con enteroquinasa (EkMax™, Invitrogen), para liberar a la quitinasa de clase

| (35 kDa) de la tiorredoxina (17 kDa) (Figura 13).
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Cromatografia de exclusion molecular (FPLC)

El producto de la reaccién de corte con enteroquinasa se aplico a una columna
Superdex_Peptide_ HR_10/30, acoplada a un sistema de cromatografia liquida para
proteinas (FPLC). La columna se equilibr6 con amortiguador de acetatos, pH 6, NaCl

200 mM vy se eluyé con el mismo amortiguador a un flujo de 0.5 mL/min.

Cromatografia de intercambio anionico (FPLC)

La fraccion obtenida en la cromatografia de exclusién molecular se purificé por
cromatografia de intercambio aniénico utilizando una columna Mono Q HR_5/5,
acoplada a un sistema de FPLC. La columna fue equilibrada con amortiguador de
fosfatos 50 mM, pH 6. La elucidn se llevd a cabo con un gradiente de 0 a 100 % de
NaCl 1 M. Las fracciones obtenidas se concentraron en un Amicon (Millipore)

utilizando una membrana con corte de 10 kDa.

Evaluacion de la actividad endoquitinasa y exoquitinasa de la proteina de

fusion: quitinasa de clase I-tiorredoxina

Para la determinacién de la actividad de endoquitinasa y exoquitinasa se
utilizaron dos métodos, el de la liberacion de azlcares reductores usando el acido

dinitrosalicilico (DNS) y con sustratos sintéticos, respectivamente.
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Actividad endoquitinasa y exoquitinasa usando quitina como sustrato

A 7.5 mg de quitina de camardn (Sigma Chemical Co) se le adicionaron 100 pL
de extracto celular de E. coli Rosetta gami recombinante y 150 puL de amortiguador
de acetatos 50 mM, pH 5. La mezcla se incub6 por 24 h a 37 °C y los azucares
reductores formados por la hidrélisis de la quitina se cuantificaron con la técnica
DNS. Transcurridas las 24 horas, se adicionaron 500 uyL de DNS y se puso a
ebullicion durante 10 minutos. Esta mezcla se centrifugé a 14, 000 rpm durante 15
minutos y se ley6 la absorbancia a 550 nm. Una unidad de actividad se define como

los mg de N-acetil-glucosamina liberados por hora.

Como control positivo se utiliz6 un extracto semipurificado del latex de H.
brasiliensis y como control negativo el extracto celular de E. coli Rossetta gami

recombinante sin inducir.

Actividad de exoquitinasa utilizando sustratos sintéticos.

Se utiliz6 el sustrato p-nitrofenil-N-acetil-B-D-glucosaminida (pNADG) a una

concentracion de 2 mg/mL en amortiguador de citratos-fosfatos 0.1 M, pH 5.6.

El ensayo consistié en adicionar 50 yL de pNADG, 75 uL de amortiguador
citratos-fosfatos 0.1 M, pH 5.6 y 25 uL de extracto celular de E. coli Rosetta gami
recombinante. Esa mezcla se incub6 con agitacion a 37 °C por 1 hora. La reacciéon
se detuvo adicionando 250 pyL de NaOH 0.1 M. El p-nitrofenol liberado se determino
espectrofotométricamente a 400 nm. La cantidad de sustrato hidrolizado se calculd

empleando el coeficiente de extincion molar " de 18.1 para el p-nitrofenol. Una
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unidad de actividad se define como los pmoles de p-nitrofenol liberados por minuto.

Se utilizaron los mismos controles que en el experimento anterior.
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RESULTADOS

Amplificaciéon del gen de la quitinasa clase | y analisis de secuencia

La reaccion de amplificacion del gen de la quitinasa clase |, a partir de cDNA,
usando los oligos especificos CHIT-5" y CHIT-3" produjo un fragmento de 978 pb, el
cual se insertd en los pladsmidos pET 22b (5493 pb) y pET 32a (5900 pb) para su

expresion (Figura 14).

MM

MM MM

- -

6000 pb
4000 pb

5000 pb
- 3000 pb
e 2000 pb
2000 pb

1000 pb -

500 pb

Figura 14. A: Amplificacion del gen de la quitinasa de clase I. B: Analisis de restriccion con la enzima
Not I, (1) pET 32a, (2) pET 32a con inserto. C: Analisis de restricciébn con la enzima Not I, (1) pET
22b, (2) pET 22b con inserto.

Al analizar la secuencia de la quitinasa de clase | clonada en los pldsmidos pET
22 b y pET 32a, se observd la presencia de 90 pb adicionales, que no estan
presentes en las secuencias ya reportadas de este mismo gen (Riordain et al., 2002
y Rihs et al.,, 2003). Esta regién adicional es una secuencia repetida que
corresponde a las posiciones 160-250 pb e implica una insercién de 30 aminoacidos

(Figura 15).
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GAGCAATGTGGTCGCCAAGCAGGTGGCGCTTTGTGCCCAGGAGGCCTATGTTGCAGCCAATATG

MM GCTGGTGTGCTAACACACCTGAATATTGTGGCAGTGGCTGCCAAAGCCAATGTGATGGTGGAGT
‘ TGGTGGCGAAGGTGGCTGCGTAGACCTTGGTTGTGCTAACACACCTGAATATTGTGGCAGTGGC A
ol TGCCAAAGCCAATGTGATGGTGGAGTTGGTGGTGAAGGTGGCTGCGTAGACCTTGGTAGTATCA
TCTCAAGATCAACGTTTGAGGAGATGCTTAAACATAGAAATAATGCTGCTTGCCCTGCCAAGGG
== ATTCTATACCTATGATGCTTTTATATCAGCAGCCAAAGCATTTCCAGCCTTCGGCACCACTGGA
1500 pb % GATGTTGATACATGTAAAAGGGAGATTGCTGCATTCTTTGGCCAGACATCTCATGCAACTACAG

GAGGGTGGCCAACTGCACCAGATGGACCATATGCTTGGGGATATTGCCACAAGGAGGAGCTAAA
1000 pb W TCAAGCGTCGTCTTACTGTTCTCCAAGTCCCGCTTATCCTTGTGCTCCTGGCAAGAAATATTAC
GGTAGAGGTCCCATCCAACTTTCATGGAATTATAATTATGGGCAATGTGGGCAAGCCTTAGGAT
TAGACCTATTGAACAATCCAGACCTTGTAGCGACAGATCGAGTCATTTCTTTCAAGGCAGCAAT
TTGGTTCTGGATGACTCCACAATTTCCAAAGCCCTCTTGTCATGACGTCATCACTGGACAATGG
TCACCCACCGGCCACGATATTTCAGCTGGAAGAGCTCCAGGTTATGGTGTGATAACAAACATCA
TCAATGGTGGTCTTGAATGTGGTAGGGGTTGGGATGCTAGGGTTGAAGATCGTATTGGGTTTTA
TAAGAGATACTGTGATATGTTCGGAGTTGGCTATGGCAGCAATCTTGACTGCTACAATCAAACG
CCATTCGGATTAGGGTGA

500 pb

quitinasarecombinante-1 978

B 4
oultinasaclasel 888

Figura 15. A: secuencia obtenida para el gen de la quitinasa clase |, en azul se muestra la secuencia
repetida del gen en las posiciones 160-250 pb y subrayados se sefialan los codones de inicio y de
termino. B: Comparacion de secuencia del gen de la quitinasa clase | de H. brasiliensis reportada por
Rihs y cols y la secuencia del gen de la quitinasa clase | obtenida en este trabajo.

La amplificacion de este gen se realiz6 con DNAc sintetizado con oligos
ramdom, éstos se unen al azar en secuencias de RNA total; por lo que, para hacer
mas especifica nuestra basqueda y evitar la amplificacion de productos inmaduros
gue no han sido procesados a RNAmM y que por consecuencia aun pudieran tener
secuencias de intrones, se utilizaron oligos dT23 para la sintesis de DNAc (Figura

16).

1000 pb <«— 978 pb 1000 pb

<— 833 b

978 pb

500 pb

500 pb

Figura 16. Productos de PCR del gen de la quitinasa de clase | obtenidos a partir de ADNc
sintetizado con oligos dT23. (A) Productos amplificados utilizando Master Mix de Fermentas. (B)
Producto obtenido utilizando Taq Platinum, Invitrogen.
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En la reaccion de PCR utilizando Taq Platinum®, Invitrogen nuevamente se
observd la presencia del gen con los 90 pb adicionales (Figura 16B), también se
utilizé un Master Mix de ©Fermentas donde se observd la presencia de dos
productos de amplificacion; uno de 978 pb, que ya se habia clonado y que
corresponde al gen con los 90 pb adicionales y otro producto de amplificacion de
una masa molecular aproximada de 888 pb (Figura 16A), la cual corresponde al
tamafo del gen reportado en los trabajos de Riordain (2002) y Rhis (2003); lo que

podria indicar la presencia de ambos fragmentos.

Para verificar que la secuencia del producto de PCR de menor masa molecular
es igual a la del gen de la quitinasa de clase | de trabajos previos, se intentd
clonarlo; para lo cual se probaron dos polimerasas mas, se hicieron curvas de
gradiente de temperatura y Mg®* pero no obtuvimos resultados satisfactorios, ya que
como producto de PCR siempre obtuvimos muy poco; lo que dificulté la clonacién de

este fragmento.

En un alineamiento de secuencias de aminoacidos del gen de la quitinasa de
clase | de H. brasiliensis utilizando las reportadas en los afios 2002 y 2003 por
Riordan y Rhis respectivamente y la secuencia obtenida en este trabajo, se puede
apreciar que los 90 pb adicionales corresponden a una secuencia repetida de 30
aminoacidos que comprenden los ultimos 20 del C terminal del dominio heveina y

los 10 del conector (Figura 17).
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Figura 17. Comparacién de la secuencia de aminoacidos de la quitinasa clase | recombinante con la
secuencia obtenida en trabajos previos. Recuadro negro: dominio heveina, recuadro rojo: conector.
La linea verde sefiala la secuencia repetida en rHev b 11.

La comparacion de los residuos de aminoacidos muestra diferencias en ocho

posiciones entre las secuencias reportadas por Riordan y Rhis, por lo que la dltima

esta reportada como una isoforma presente en las hojas, tanto que la reportada por

Riordan esta en latex. La secuencia obtenida por nosotros es la misma que la

obtenida por Rhis, con la diferencia de los 30 aminoacidos adicionales que estan

repetidos.

Expresion de la proteina de fusién quitinasa de clase I-tiorredoxina

Se probaron dos sistemas de expresion para aumentar las probabilidades de un

plegamiento correcto debido al alto contenido de cisteinas en la quitinasa de clase I;
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el vector pET 32a, E. coli Rosetta gami que tiene un citoplasma oxidante que
favorece la formacién de puentes disulfuro y el vector pET 22b, E. coli BL 21 que
permite la migracion de la proteina hacia el espacio periplasmico donde el
plegamiento también se ve favorecido. En el primer sistema de expresion se obtuvo
una proteina de fusion con una masa molecular de 47 kDa; de los que, 34.5 kDa
corresponden a la quitinasa de clase | y 12 kDa a la tiorredoxina. En cambio en el
otro sistema de expresion pET 22b, E. coli BL-21 se logro la expresion de una

proteina de aproximadamente 22 kDa (Figura 18).
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31.0 310

21.5
215

144 14.4

Figura 18. Expresion de la quitinasa de clase | recombinante. (A) E. coli Rosetta gami sobrenadante,
(B) E. coli Rosetta gami pellet, (C) E. coli BL 21 sobrenadante (D) E. coli BL 21 pellet.

La proteina de fusiébn recombinante de una masa molecular de 47.0 kDa
obtenida con el sistema de expresion pET 32a, E. coli Rosetta gami se agregé como

cuerpos de inclusion en una proporcién grande (Figura 18B); sin embargo, de toda la
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quitinasa expresada, logramos obtener una parte de la proteina soluble (Figura 18A),

la cual presenté actividad exoquitinasa y endoquitinasa (Figura 19).

w L AN ol e

Figura 19. Evaluacion de la actividad enzimatica de la quitinasa de clase | recombinante a varias
concentraciones de proteina. El control positivo fue extracto semipurificado de quitinasa nativa
proveniente del latex de Hevea brasiliensis. * Actividades especificas con un orden de magnitud
mayor al de la escala.

La presencia de actividad enzimatica en la proteina de fusion, podria indicar el
correcto plegamiento de la quitinasa de clase I, a pesar de la presencia del
segmento de 30 aminoacidos adicionales, los que al parecer no tuvieron efecto en la

actividad de la proteina y muy posiblemente tampoco en su plegamiento.

Utilizando algoritmos del ExPAsy Swiss-Prot se obtuvieron modelos tedricos de
la estructura tridimensional de la quitinasa de clase | de H. brasiliensis reportada por
Rhis y de la obtenida en esté trabajo (Figura 20), tomando como base la quitinasa de

clase | de arroz (PDB:2DKV).

35



i\% z Quitinasa Clase |
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Figura 20. Comparacion de modelos tedricos de la estructura tridimensional de la quitinasa de clase |
nativa y recombinante obtenidos utilizando algoritmos de EXPASy Swiss-Prot. Azul: conector,
amarillo: secuencia adicional.

En la estructura tridimensional del modelo tedrico del alérgeno rHev b 11
clonado y expresado en este trabajo, no se ve afectado el plegamiento del dominio
catalitico y de heveina, sin en cambio la presencia de los 30 aminoéacidos

adicionales, parece acercar ambos dominios.

Purificacion de la quitinasa clase | recombinante

La proteina de fusidn quitinasa clase I-tiorredoxina (47 kDa) eluyé a partir de

100 mM de imidazol en la columna de afinidad de niquel (Figura 21).
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Figura 21. . Elucién de la proteina de fusidon quitinasa recombinante-tiorredoxina. MM: marcador
molecular (kDa), Carril 1: extracto celular antes de pasar por la columna de afinidad, carril 2 y 3:
Lavados con amortigador de lisis, carril 4-9: eluciones con 20, 50, 100, 150, 200y 250 mM de
imidazol.

La fraccion que eluyé con 200 mM de imidazol se hidroliz6 con enteroquinasa
(EkMax™, Invitrogen) para liberar la quitinasa recombinante (35 kDa) de la
tiorredoxina (12 kDa), de acuerdo con el diagrama de construccion en el vector pET

32a (Figura 21).

Inicialmente los oligos se disefiaron para expresar la proteina en el vector pET
22b, donde sbélo se tenia un Hisetag, pero este sistema no funciond. Se probd
entonces el vector pET 32a y si hubo expresion; sin embargo, el Hisetag estuvo
presente tanto en la tiorredoxina como en la quitinasa clase | (Figura 13). Por lo
tanto, al pasar el producto del corte con enteroquinasa por la columna de afinidad,

ambas proteinas se pegaron y no se pudieron separar (Figura 22).
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45.0

Figura 22: Elucion de la quitinasa clase | recombinante y tiorredoxina después de la hidroélisis con
enteroquinasa en la columna de afinidad de niquel. MM: masa molecular (kDa), 1: proteina de fusién
recombinante antes del corte con enteroquinasa, 2, 3 y 4: Lavados, 5y 6: elucibn con 150 mM
imidazol.

Debido a la diferencia en masa molecular entre la quitinasa clase | recombinante
y la tiorredoxina, se utilizd una columna de exclusién molecular Superdex-75 de 30

cm de longitud, pero no hubo una buena separacion (Figura 23). Por lo tanto se

decidio usar una cromatografia de intercambio iénico.

4quitinasaNaADC(1234023748001:1_UW  —— — dquitinasaNaADc(1234923748)001:1_Fractions

2.0
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| v 121 s | als | el 7z o [0 a1 |23 | 1als | 6|17 ] 18 Yo |20 |21 |22 |25 [2a
50 100 15.0 200 250 300 350 ml

0.0

Figura 23: Purificacion de la quitinasa clase | recombinante por cromatografia de exclusion molecular,
Columna: Superdex75_Peptide/HR/10_30.
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Para purificar a la quitinasa recombinante de clase | se utilizé una columna de
intercambio aniénico Mono Q, utilizando como fase maovil amortiguador de fosfatos

pH 6.5. La elucion se llevo a cabo mediante un gradiente de NaCl (Figura 24).
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Figura 24: Purificacion de la quitinasa clase | recombinante por cromatografia de intercambio
anionico. F: fracciones recolectadas. Columna: Mono_Q_HR_5/5. En el recuadro se sefiala la fraccién
que presenté actividad de quitinasa (fraccién 3).

Cada una de las fracciones recolectadas (1-4), se concentraron y se cargaron
en un gel de poliacrilamida al 12 % (Figura 25).

45.0

31.0
21.5

14.0

Figura 25: Gel SDS.PAGE. Fracciones recolectadas en la columna Mono Q de intercambio anidnico.
Tincion de plata. Carril 1, 2, 3y 4: fracciones 1, 2, 3 y 4 respectivamente.
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En las fracciones 1 y 3 se observaron bandas de tamafio correspondiente a la
tiorredoxina y quitinasa clase | recombinante respectivamente. En la fraccion 3
también determinamos actividad de quitinasa, asegurando su presencia y semi
purificacion. No obstante, al llegar a este paso se tuvieron cantidades muy pequefias

de quitinasa recombinante clase I, las cuales fueron aproximadamente de 10 pg/mL.
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DISCUSION

La necesidad de producir alérgenos recombinantes en suficientes cantidades es
esencial para mejorar y estandarizar los métodos de diagnéstico y de terapia. Las
técnicas de Biologia Molecular aplicadas a la expresion de genes que codifican
alérgenos han hecho posible la produccion de un mayor nimero de proteinas con
capacidad de union a IgEs, o de mutantes en las que se hubiere modificado alguna
propiedad estructural y/o funcional de la molécula. Por lo tanto, la expresion de
proteinas recombinantes y su purificacion permitira tener una proteina estadndar que

pudiera ser usada para estudios de caracterizacion molecular e inmunoldgicos.

Las plantas tienen un mecanismo de defensa complejo y eficiente para combatir
peligros potenciales en el ambiente. Uno de los procesos bioquimicos frecuentes es
la activacion transcripcional de genes relacionados a la patogénesis, entre los cuales
se incluye a los genes codificantes de las quitinasas. Estas enzimas son expresadas
de manera constitutiva en hojas de numerosas plantas, pero se ha demostrado que
son inducidas por una variedad de estimulos biéticos y abidticos como son: invasion
por patdgenos, heridas, reguladores de crecimiento (etileno), compuestos quimicos

0 metales pesados.

Por las condiciones metodoldgicas de la extraccion de ARN a partir de latex, lo
cual implica el viajar al campo experimental donde se encuentran estos arboles y
procesar el material lo antes posible, decidimos utilizar las hojas como fuente de
extracciéon, ya que en el 2003 Rhis y cols clonaron la isoforma rHev b 11.0102 de
este material. Esta isoforma también demostr6 su capacidad de unién a anticuerpos
IgE, en forma similar a la rHev b 11.0101 (latex) clonada por Riordan y cols en el

2002.
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En la reaccion de amplificacion (PCR), utilizando los oligonucleétidos
especificos para el gen de la quitinasa de clase |, se sintetizaron dos productos con
tamafos de 888 pb y 978 pb, de los cuales el de menor masa molecular era el

esperado de acuerdo a lo reportado por Riordan y Rhis.

Se intentd clonar y secuenciar ambos productos, pero solo tuvimos éxito con el
de 978 pb. Al analizar la secuencia del fragmento clonado, se pudo observar la
presencia de 90 pb adicionales, correspondientes a una repeticién de la secuencia
del gen ya reportado (Riordan, 2002 y Rhis, 2003). Al trasladar esta secuencia de
nucledtidos a aminoacidos nos percatamos que correspondian a los ultimos 20
aminoacidos del C-terminal del dominio heveina y a los 10 aminoacidos que forman
el conector (Figura 16). Esto quiere decir que la proteina clonada y expresada esta
formada por un dominio de heveina y un segmento que representa la mitad de este

dominio (residuos 23-43), dos conectores y un dominio catalitico.

Existen reportes en los cuales se ha encontrado la presencia de dos 0 mas
dominios heveina en quitinasas (Kai-Jun et al, 1999; Wasano et al, 2009), lo cual
aumenta el funcionamiento de las proteinas en procesos de crecimiento bacteriano
mediante la aglutinacién de bacterias por unién a azucares de la pared celular (Guan

et al, 2008).

Aunqgue no existen evidencias de quitinasas con medios dominio de heveina, no
podemos descartar que el gen obtenido se trate de una isoforma de la quitinasa
clase 1, la cual no ha sido reportada; ya que basandonos en la bibliografia
correspondiente, la induccidn de estas isoformas es multifactorial y esta relacionada

principalmente con el tipo de estrés. Tal es el caso de la quitinasa BjCH11l de
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Brassica juncea (mostaza parda) con dos dominios heveina, la cual se induce de
manera importante con metil jasmonato (MeJA), por dafio mecanico e infecciones a
la planta por hongos, pero no es expresada de manera constitutiva (Xue-Feng et al,

2009).

En la figura 15 se puede apreciar que aunque obtuvimos una banda con la masa
molecular buscada, no sabemos si esa corresponde al gen ya reportado para la
guitinasa de clase | (Riordan y Rhis), puesto que no la pudimos clonar. Una posible
explicacion es que los dos genes encontrados sean isoformas, el de tamafio mas
pequefio corresponderia al gen ya reportado por Rhis y cols, y el que clonamos
nosotros a la isoforma que presenta un dominio de heveina y un segmento adicional

gue corresponderia al 40 % de este dominio y el conector.

Algo importante que resaltar fue el parecido de la proteina obtenida en este
trabajo con la obtenida por Rhis y cols, cuyo material de partida fueron las hojas de
H. brasiliensis, a diferencia de lo hecho por Riordan y cols en el 2002, quienes
partieron de latex. En estos trabajos se encontraron dos isoformas de la quitinasa
clase |, que difieren en ocho aminoacidos. La obtenida por nosotros a partir de hojas
fue exactamente la misma que la obtenida por Rhis con la diferencia del fragmento

extra, y el dominio catalitico que corresponde a los residuos 51 al 124 es idéntico.

Las isoformas obtenidas por Rhis y Riordan se expresan dependiendo de la
fuente, una es expresada en latex y la otra en hoja. No obstante, en nuestro caso
podriamos especular que la enzima que obtuvimos es una isoforma cuya expresion

podria depender de varios factores, como la region geogréafica donde crece el arbol,
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la estacion del afio, el tipo de estrés al que este sometido, el cual como ya se ha

reportado, es fundamental para la expresion de isoformas.

Para la expresion de la rHev b 11 nosotros probamos el vector pET 32a con E.
coli Rosetta gammi y el vector pET 22b con E. coli BL-21. En el primer sistema
logramos obtener a la quitinasa como proteina de fusiéon con tiorredoxina, lo cual
junto con el citoplasma reductor de E. coli Rosseta gammi ayudé a la formacién de
los puentes disulfuro presentes en la enzima, y por lo tanto, al correcto plegamiento
de la misma. No obstante, en este mismo sistema parte de la proteina formo cuerpos
de inclusién, posiblemente por el alto contenido de cisteinas, que en este caso es de
22. Con el otro sistema no tuvimos éxito, ya que aunque la secuencia y el marco de

lectura eran los correctos obtuvimos una proteina mas pequefia a la esperada.

La enzima que contiene el segmento extra de heveina presenta 5 cisteinas
adicionales, que no sabemos si estan formando puentes disulfuro entre si. Por lo
gue para comprobar el correcto plegamiento de la quitinasa clase | recombinante se
evaluo la actividad endoquitinasa y exoquitinasa. En ambos casos la actividad fue
muy pequefia en comparaciéon con la del control positivo, que fue un extracto
semipurificado de quitinasa clase | a partir de hule natural. Cabe mencionar que para
realizar las pruebas de actividad de la enzima recombinante se utilizé el extracto
celular total, el cual contenia la proteina de fusion; esto es la quitinasa unida a la
tiorredoxina y las proteinas de E. coli. Por otra parte en el extracto semipurificado de
hule natural también se encuentra presente la hevamina que tiene actividad de
quitinasa y otras quitinasas no pertenecientes a la de clase |, las cuales podrian

tener un efecto sinérgico.
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La purificaciéon de la rHev b 11 resulté complicada, debido a la presencia de los
fragmentos Hisetag, uno en la tiorredoxina y otro en la quitinasa, ya que el sistema
en el que se realiz6 la expresion de la proteina daba como resultado esa
construccion (Figura 13). Por lo tanto, la purificacion no se realizé en un solo paso
usando la columna de afinidad, sino que requiri6 de una cromatografia de
intercambio anidnico. Este procedimiento dio resultados satisfactorios con respecto a

la pureza, pero no al rendimiento, el cual tiene que ser mejorado.

Es importante resaltar que a diferencia de los trabajos previos de Rhis y
Riordan, en donde trabajaron con la proteina de fusion para llevar a cabo los
estudios inmunoldgicos de alergenicidad de estas proteinas, en nuestro caso
separamos a la quitinasa de la tiorredoxina, lo que nos permitira llevar a cabo este

tipo de estudios con la proteina pura.

En la caracterizacion de la actividad enzimatica, usamos sustratos como el
pNADG vy la quitina para evaluar la actividad de exo y endo quitinasa. Por lo que
podemos decir que la enzima recombinante obtenida en este trabajo presenta
ambas actividades, mientras que Riordan y cols reportan Unicamente estudios de

inhibicion de hongos en placas.

Finalmente, vale la pena mencionar que antes del 2008 no existia ninguna
estructura tridimensional para las quitinasas de clase |, fue en ese afo cuando se
reportaron las estructuras 3D de las quitinasas de la papaya (Huet y cols, 2008) y del
arroz (PDB: 2dkv). Con base en éstas se obtuvo un modelo tedrico para la quitinasa
recombinante obtenida en este trabajo. En éste se observa que el segmento

adicional (40 % dominio de heveina y conector) no afecta el plegamiento de la
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proteina; sin embargo, la union entre los dominios parece ser mas estrecha, lo que
podria causar mayor rigidez y tal vez cambiar algunas propiedades de unién al
sustrato e inmunolégicas. Cabe sefialar que el conector entre los dominios heveina y
catalitico para las estructuras tridimensionales reportadas no se observa en los

mapas de densidad electrdnica puesto que es muy flexible.
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CONCLUSIONES

Se clond y expres6 una probable isoforma de las quitinasa de clase | de H.
brasiliensis, la cual tiene una repeticion de secuencia de 30 aminoacidos,

correspondientes al carboxilo terminal del dominio heveina y al conector.

El sistema de expresién pET 32 a, E. coli Rosetta gami nos permitié obtener una

proteina soluble, la cual presenté actividad catalitica de endo y exoquitinasa.

Se logré semipurificar a la rHev b 11 mediante técnicas cromatograficas, que
permitieron tener una proteina con actividad catalitica, la cual conservé su

estabilidad al ser separada de la tiorredoxina.

La quitinasa de clase | obtenida en este trabajo tiene una mayor identidad en
secuencia a la isoforma Hev b 11.0102 obtenida de hojas de H, brasiliensis en

comparacion con la Hev b 11 obtenida del latex.

El segmento adicional encontrado en rHev b 11 no afecta su funcién catalitica y

aparentemente tampoco su plegamiento.
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PERSPECTIVAS

En esté trabajo se obtuvo una enzima, que puede ser una isoforma de las
quitinasas ya reportadas para H. brasiliensis, por lo que es importante comprobar
que la secuencia obtenida no es un artificio de biologia molecular, aun cuando los
productos se obtuvieron a partir de cDNA sintetizado con oligonucleétidos dT23, los
cuales son especificos para la union a RNAm, para lo cual necesitamos otras
pruebas para asegurarnos de la presencia de dicho RNAm (Northern blot) y mas aun

comprobar la presencia de la proteina en las hojas de H. brasiliensis.

Se necesitan probar otros sistemas de expresion en los que se obtenga mayor
cantidad de enzima recombinante soluble y plegada, mejorar las técnica de
purificacion para aumentar los rendimientos de proteina expresada y realizar su

caracterizacion, enzimatica, estructural e inmunoldgica.
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ANEXOS

pET-32a-c(+) Vectors

Cat. No.
pET-324 DNA 650153
pET-32b DNA 650163
pET-32c DNA 0172
SET 12a4) sequerce lanzmarks
T7 promoter 764780
T7 manscaption stan 763
TexeTag coding sequence 366692
HixeTag coding sequence  327-344
SeTag coding sequence 245203
Multiple cloning sites
(Neol - Xhal) 158217
HixeTag coding sequence  140-157
T7 terminator 2672
Jact coding sequence 1171.2250
pER32 origin 3684
Bl coding soquence 4445530
11 origin 58345889

The maps for pET-32b(<) and pET-32c(<)
are the same as pET-32a(+) (shown) with
the following exceptions: pET-324) is a
S359bp plasmad; subtract Ihp from each site
beyond SaenH Lat 198 pET-32c(=) is a
S50 1 bp plasmad; add 1bp to cach site
beyond HamH 1 at 195 except for EcoR V,
which cuts at 209

TBI22 1298

The pET-32 series is designed for cloming and fngh-level expression of peptide sequences fused
with the 10%ua Trx=Tag™ thioredoxin protan (1), Cloning sites are avashable for producing fusion
proteins also contuning cleavable HiseTag® and S+Tag ™ sequences for detection and purification.
Unigue sites are shown oo the circle map. Note that the sequence is sumberad by the pBR322 con.
vention, so the TT expression region s reversed on the circle map. The dominglexpression region
of the coding strand transeribed by T7 RNA polymerase is shoan below. The £l angin s onested
%0 that infection with helper phage will produce visions containiog saagie-stranded DNA that coere-
sponds to the coding strand. Therefoge, single-strandad ing should be performed using the
T7 serminator peimer (Cat. No. 69337-3)

1 LavValie, ER. Dilhasio, EA. Kovaclo, S, Geang, KL, Scheadel, PF and McCoy, JM. (1953 BhaTacknobogy
11157183,

Ava by

Xho lsey
Eag Ny

Dea llkzezsy

Sca kases
Py e

Pst hamao;

Uisa Vasn)
Lam1 108 Neas7)

A0aN hsrs

Bt 1107 Ipxasn
Thi1t 327}

| —ee
T7 teemimator peimee #23337-3

pET-32a-c(+) cloning/expression region
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pET-22b(+) Vector

THO3E 1298

The pET-221(+ ) vector (Cat. No. 69744.3) carnies an Noterminal polf signal sequence for
patental periplseic localization, plus optiosal C-terminal HiseTag™ soquence, Unique sites
are shown on the circle map. Note that the sequence is numbered by the pBR322 convention,
50 the T7 expression region is reversed on the circalar map. The clomnglexpression regeon of
the coding strand transcribed by T7 RNA polymerase is shown below. The 11 onigin is celented
s that infection with helper phage will produce virions containing smghe-stranded DNA that
corresponds to the coding strand. Therefore, smgle-stranded sequencing should be performed

using the T7 temnator primer (Cat. No. 65337.3).

PL1-2700+) sequerce langmarks
T7 promoter 361377
T7 tanscription stan 30
el coding sequence 224289
Multiple loning sitex
n Ay
l.@l - Xhol) ls&!lf ZoM |i288)
HiseTag coding sequence 140157 Nde liza3)
T7 termirator %72 Xbali%) Bal linee)
facl coding sequence TH4-1843
PBR322 onigin an
Ma coding segusnce S(35.4855
£ ocigin $027-5482 Som & ApaBl icroey
4sas)
P lasrg)
M ke114)
Pat lj2asy) Bl kite23)
B2tE lI(129%)
Boa w15 ed e
£am1 105 Hes0g pET-22b(+) ke
(545300}
L2 RIRE-I0
Fpa ke
AWwN li3a31)
PshA 195)
BsplU11 Ip2's) Peas liziz)
Sap laoes) Bpu1 lizaz1)
Bst1107 lzuas)
Th111 l2es0)
T7 pronaies premer 163 3
By T7 promoter > 1c spmatoe e
Npp1 e peiO temder tarti | | Saczl
Lagl
sl trcul Aenl :;:r He-Tag e | g
W;ov;vm ) T7 Mgy’ (s MSARAT .3
pET-22b{+) cloning/expression region
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