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Introduccion

Los seres vivos estan formados por cuatro elementos principales: carbono, hidrogeno,
oxigeno y nitrdgeno, a partir de los cuales se forman las biomoléculas, éstas muestran un
alto grado de complejidad. Sin embargo la mayoria de éstas pueden clasificarse dentro de

cuatro grupos: carbohidratos, lipidos, acidos nucleicos o proteinas.

Las proteinas, a diferencia del resto de las biomoléculas, participan en la gran mayoria,
sino es que en todos, de los procesos que ocurren dentro de la célula. Muchas proteinas,
llamadas enzimas, catalizan reacciones bioquimicas vitales para el metabolismo.
También tienen importancia estructural ya que son componentes del citoesqueleto de las
células, como es el caso de la actina. En la sefializacion celular, las proteinas juegan un
papel importante como transductores de las sefiales, tanto intracelulares como

extracelulares.

Su papel principal en la célula queda reflejado en el hecho de que la informacion genética
se expresa en ltimo término en forma de proteinas, es decir, existe para cada proteina un
segmento de ADN que codifica la informacion que especifica su secuencia de

aminoacidos.

Evolucion de proteinas

Al ser las proteinas agentes importantes para el desarrollo de la vida, el estudio sobre
como evolucionan es de gran interés. Con el fin de entender los principios y las fuerzas
que llevan al surgimiento de nuevos plegamientos y nuevas funciones.

La estructura primaria se refiere a la estructura quimica de la proteina, es decir, la
secuencia de aminodacidos. La estructura secundaria se refiere a la estructura espacial local
de segmentos de las cadenas polipeptidicas (como una a-hélice, un giro, una hebra-g). La
estructura terciaria define en si a la topologia espacial global de estas estructuras (Patthy,
1999).

Las proteinas que se encuentran en la naturaleza han evolucionado, a través de la presion
de seleccidn, para realizar funciones especificas. Las propiedades funcionales de las
proteinas dependen de sus estructuras tridimensionales. Estas estructuras surgen debido a
gue secuencias particulares de aminoéacidos se pliegan para generar dominios compactos
con estructuras tridimensionales especificas. Los dominios plegados pueden servir como

modulos para construir estructuras mas grandes tales como particulas virales, o bien



proveer de sitios cataliticos o de union especificos como los que se encuentran en enzimas

0 proteinas que transportan oxigeno (Branden, Tooze, 1991).

La mayoria de las proteinas de gran tamafio estdn compuestas de varios dominios. Los
dominios en estas proteinas muestran usualmente un alto grado de independencia
estructural y tienen interacciones relativamente débiles entre ellos (Patthy, 1999) .

Los dominios proteicos son descritos tipicamente como las unidades primarias
estructurales, funcionales y evolutivas de una proteina; como una unidad estructural, ya
que se pliegan independientemente en formando su propio nicleo hidrofébico; como una
unidad evolutiva, ya que puede ser un segmento de secuencia de aminoécidos que se
hereda y se conserva en distintos contextos; y por Gltimo, como una unidad funcional ya
que es el minimo de secuencia requerida para codificar una funcién en una proteina
(Yeats, 2007) .

Probablemente los primeros dominios proteicos surgieron como consecuencia de la
recombinacion y ensamblaje de un conjunto limitado de fragmentos estructurales capaces
de plegarse independientemente. Estads estructuras se conocen como estructuras
supersecundarias, las mas comunes son los B hairpins, los a.o hairpins y los elementos
Baf (Soéding, 2003).

En 2002 Vogel sugiere que las dos fuerzas evolutivas para la evolucién de las proteinas
multidominio, y en si, del proteoma, son la duplicacién y el barajeo por recombinacién de
dominios ya existentes (Figura 1). La duplicacion conlleva a la expansion de un dominio,
lo cual se refleja en la abundancia de éste y se asocia al incremento en la complejidad de
un organismo. La recombinacion de dominios brinda versatilidad al proteoma permitiendo

asi el surgimiento de nuevas funciones proteicas.



Figura 1. La duplicacién y recombinacién de dominios forman el repertorio proteico. La
abundancia es el resultado de eventos de duplicacién, mientras que la recombinacion le
confiere versatilidad al proteoma (Tomada de Vogel, 2004).

La combinacién de dominios no sélo implica ventajas funcionales o evolutivas, al
combinarse proteinas multidominio con otros dominios se pueden sumar las funciones
individuales, o generar funciones nuevas por la cooperacion entre los dominios, ademas,
si partimos del hecho de la independencia estructural que tienen los dominios, las
restricciones evolutivas sobre el plegamiento de la nueva proteina se reducen, pero surge
la interaccion entre dominios como una nueva restriccion, teniendo que generar interfaces
estables. Usualmente la funcién general del homdélogo de la proteina de un dominio en la
proteina multidominio ha sido conservada pero es modificada o mas especifica. En el caso
de que la funcion no se conserve, se debe a que hay un redisefio de la funcion de la
proteina por mutaciones progresivas en el dominio mismo para generar funciones
diferentes (Bashton, 2007).

En el transcurso de la evolucién, los dominios han pasado por varios eventos de
recombinacion, y las superfamilias de dominios aisladas que nunca recombinan son raras,
en un andlisis realizado por Han en el 2007, se observd que solo 86 de las 1439
superfamilias de dominios se pueden encontrar como proteinas de un solo dominio.

La combinacion de dominios se rige por una distribucion del tipo de la ley de potencias,
es decir, unas cuantas superfamilias son muy abundantes y recombinan con muchos otros
tipos de dominios, mientras que las superfamilias que son representadas por pocas
proteinas solo se combinan con una cantidad pequefia de superfamilias de dominios (Han,
2007).



El orden secuencial de N-terminal a C-terminal de las combinaciones de dominios suele
estar altamente conservado, es decir, si un dominio se combina con otro de manera A-B,
siempre se va a encontrar en esa conformacion, esto sucede tanto con proteinas de dos
dominios como con proteinas multidominio (Vogel, 2004). La conservacion de la
posicion de los dominios se puede deber a restricciones funcionales, es decir, para poder
formar al sitio activo se debe de mantener cierto orden; aunque se puede ver desde una
perspectiva evolutiva, la cual lo explicaria como que el orden que se presenta se debe a un

solo evento de recombinacion entre superfamilias (Bashton, 2002).

Modelo de estudio

Plegamiento Rossmann

El plegamiento Rossmann es el mas comun entre los plegamientos a/p y, en si, uno de los
dominios mas abundantes en la naturaleza, encontrandose en el 1% de las proteinas
eucaridticas y en el 3% de las procariodticas. Los dominios con este plegamiento se
encuentran en proteinas con una gran variedad de funciones, mostrando las seis clases de
reacciones enzimaticas (Kallberg y Persson, 2006). Ademas se ha visto que estos
dominios se combinan con dominios cataliticos de 7 superfamilias diferentes y se pueden
definir cuatro tipos distintos de conexiones entre los dominios cataliticos y los dominio
Rossmann, es decir, el dominio Rossmann puede estar unido al extremo N-terminal (tipo
1) o al extremo C-terminal (tipo Il) del dominio catalitico, también puede ocurrir que el
dominio catalitico quede insertado dentro del Rossmann (tipo I11) o viceversa (tipo IV).
Los dominios con plegamiento Rossmann tienen dos motivos estructurales pafop de
unién a mononucleétidos unidos por sus extremos N-terminal, conformando un dominio
de unidn a dinuclettidos, que dan lugar a un plegamiento que consiste de seis hojas f
rodeadas por o hélices en un orden 321456 (Bottoms, 2002). Los dinucle6tidos que las
proteinas con plegamiento Rossmann unen mas comunmente son el dinucleétido flavin-
adenina (FAD), el dinucleétido nicotinamida adenina (NAD) y el dinucledtido
nicotinamida adenina fosfato (NADP). Estos dinucle6tidos en presencia de la enzima y el
sustrato transfieren un ion hidronio desde o hacia el atomo C4 del anillo nitrogenado
(Carugo, 1997).

En la primera parte del plegamiento Rossmann (flalp2) se encuentran tres glicinas
rodeadas por aminoacidos hidrofébicos, con la primera glicina al final de la hoja 1 y las

otras dos al principio de la o hélice (Figura 2). Las dos primeras glicinas estan



involucradas en la union al dinucledtido, mientras que la tercera est4 involucrada en el
empaquetamiento cerrado de las hebras p y la o hélice. Los residuos al final de la hebra
B2 determinan si la enzima une FAD, NAD o NADP. Por lo general la presencia de un
residuo cargado negativamente (Asp o Glu) determina el cofactor que se puede unir, NAD
0 FAD, en cambio, las enzimas que presentan un residuo basico (Arg generalmente) unen
preferentemente NADP (Kallberg, 2006; Carugo,1997).

Figura 2. Estructura secundaria y topologia de un plegamiento Rossmann candnico
(Tomada de Bottoms, 2002).

La teoria de que los dominios Rossmann de unioén a dinucleétidos evolucionaron por
duplicacion de genes primordiales que codificaban para dominios mas pequefios de unidn
a mononucleétidos ha sido ampliamente aceptada, sin embargo, ambas mitades del
dominio de unién a dinucleétidos no estan relacionadas evolutivamente, es decir, el
dominio de unién a mononucleotido del N-terminal es menos variable que la mitad del C-
terminal, probablemente porque el primero esta involucrado con la union de ADP del
NADP, mientras que la segunda mitad esta involucrada con la unién de la nicotina y se
encuentra mas cercana a la zona de unién del sustrato, la cual difiere de acuerdo a cada

enzima (Carugo, 1997).

Shikimato deshidrogenasas: AroE y YdiB

La shikimato deshidrogenasa (SDH) es la cuarta enzima en la via del shikimato para la
sintesis de aminoacidos aromaticos. La SDH prototipica, AroE cataliza la reduccion del
dehidroshikimato a shikimato. Recientemente se han encontrados homélogos de la SDH

AroE adicionales en algunas bacterias, estos homdlogos se incluyen en cuatro grupos



YdiB, Rifl, SdhL y Ael1, las cuales tienen actividades bioquimicas distintivas y funciones
celulares particulares (Singh, 2008).De la familia de las SDH, s6lo AroE y YdiB se
encuentran en Escherichia coli. YdiB fue reportada previamente como paréloga de AroE,
sin embargo, recientemente Singh (2008) realizd un andlisis filogenético de las distintas
SDH, llegando a la conclusion que la SDH YdiB codificada por bacterias entéricas Gram-
negativas (como Escherichia coli o Salmonella typhirium) tiene su origen en las
Firmicutes, las cuales son Gram-positivas, lo cual sugiere que YdiB fue adquirida por

transferencia horizontal.

AroE oxida el acido shikimico usando NADP como cofactor, mientras que YdiB puede
hacerlo usando NADP o NAD, aunque en presencia de NAD parece ser mas eficiente.
Contrario a AroE, YdiB tiene también una actividad como quinato deshidrogenasa (Figura
3), sin embargo su actividad catalitica es baja para ambas reacciones, por lo que se cree

que puede tener otro sustrato (Michel, 2003).

Figura 3. Reacciones catalizadas por AroE (A) y por YdiB (B). AroE oxida al acido shikimico
en presencia de NADP, mientras que YdiB también puede oxidar al quinato en presencia de
NAD (Tomada de Michel, 2003).

A pesar de tener una identidad en secuencia relativamente baja (alrededor del 25%),
ambas enzimas tienen una alta similitud estructural ya que adoptan el mismo plegamiento
(Figura 4).
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Figura 4. La estructura superpuesta de AroE y YdiB mostrando el esqueleto de Ca. YdiB de
azul, en una conformacion abierta; de rojo, AroE en una conformacién cerrada, y de verde
AroE en una conformacién intermedia (Tomada de Michel, 2003).

Ambas proteinas tienen dos dominios con arquitectura o/f3 y estan conectados por la
hélice a5 y un conenctor corto de 17 aminoacidos; el acomodo de estos dos dominios a lo
largo de las hélices conectoras crean una hendidura profunda donde se localiza el cofactor
(NADP en el caso de AroE y NAD en el de YdiB).

El dominio N-terminal consiste de seis hebras de hojas {3 y seis o hélices; las hebras se
acomodan en un orden 213564, siendo la 5 antiparalela al resto. Las tres primeras hebras
{ siguen una sucesion regular /o, con las hélices al y a2 paralelas a las p. La siguiente
unidad o/p/a es irregular, con la hélice a3 orientada a 45° en relacion con la direccion de
la hoja B y con la hélice a4 de s6lo un giro casi perpendicular a la hebra p4.

El dominio C-terminal adopta la forma de un plegamiento Rossmann canénico, es decir,
seis hebras paralelas de hojas  con un orden 321456 y hélices a en ambos lados paralelas
a las hebras B. La cuarta hélice o presente en los dominios Rossmann estd ausente en
YdiB, mientras que en AroE la tercera y cuarta hélices son reemplazadas por asas
irregulares, esto hace que los dominios Rossmann de ambas proteinas sean mas pequefios

de lo normal (Figura 5).
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Figura 5. Representacién de AroE de E.coli. El cofactor NADP se muestra con todos sus
atomos y los enlaces entre estos (Tomada de Michel, 2003).

En cuanto a su estructura cuaternaria, AroE es una proteina monomérica en E. coli a
diferencia de lo que sucede con otras deshidrogenasas. En el caso de YdiB, todo parece
indicar que forma dimeros; los dos monémero de esta proteina forman una interfase con
los residuos de las hebras f1, 2 y la hélice a2 de los dominios N-terminal, esto hace que
se forme un dimero alongado. Los residuos que forman en YdiB esta interfase son
hidrofébicos y en su mayoria son reemplazados por residuos pequefios y polares en AroE,
lo cual explica el por qué AroE si se encuentra como monoémero (Michel, 2003).

Antecedentes

Intercambio de dominios

Con el fin de entender la aportacion de la presencia de ciertos dominios sobre la
estabilidad y la funcion de ciertas proteinas, se han realizado varios trabajos donde se
intercambian dominios entre distintas proteinas generando quimeras que en ciertos casos

mantienen su estructura y su funcionalidad.
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La fenilalanina  deshidrogenasa de  Thermoactinomyces intermedius actla
preferencialmente sobre la L-Fenilalanina y la L-Tirosina, en cambio la leucina
deshidrogenasa de Bacillus stearothermophillus actta exclusivamente sobre L-Leucina y
sobre algunos L-amino&cidos ramificados. Las dos enzimas comparten 47% de identidad
en secuencia. Con el objetivo de dilucidar el mecanismo para el reconocimiento del
sustrato, Kataoka (1994) construy6 una quimera que contenia el dominio N-terminal con
la region de reconocimiento del sustrato de la fenilalanina deshidrogenasa, y el dominio
C-terminal de union al cofactor NAD de la leucina deshidrogenasa. Esta enzima
quimérica actuaba sobre la fenilalanina y la leucina, mostrando valores de Kr, similares a
los de la fenilalanina deshidrogenasa, pero también mostr6 capacidad para actuar de
manera mas eficiente sobre la isoleucina y la valina que la proteina parental. Estos
resultados mostraron que los dos dominios son capaces de plegarse independientemente,

formando un sitio activo nuevo que explicaria la especificidad por los nuevos sustratos.

Buscando el papel que juegan los dominios en la actividad catalitica y la estabilidad de las
glutamato deshidrogenasas (GDH), Lebbink y colaboradores (1995) intercambiaron
dominios entre las GDH de la archaea hiperterméfila Pyrococcus furiosus y la bacteria
Clostridium difficile. Las GDH son proteinas de dos dominios, uno de unién al sustrato y
otro de unidn al cofactor, y forman hexameros en solucién. Al hacer el intercambio de los
dominios, la quimera con el dominio de union al glutamato de C. difficile y el dominio de
union al cofactor de P. furiosus no mostrd ninguna actividad, sin embargo, la quimera
contraria fue capaz de formar hexameros y de tener actividad catalitica aunque mostré una
afinidad reducida por el sustrato, pero una eficiente especificidad por el cofactor.
Comparado con la GDH de C. difficile, la quimera archaea-bacteria fue ligeramente mas
termoactiva, menos termoestable, pero mas estable ante la inactivacion y
desnaturalizacién con cloruro de guanidinio, mostrando que es posible intercambiar partes

de proteinas homélogas de microorganismos que son filogenéticamente distantes.

En el 2003, Aliverti, Pandini y Zanettti, crearon proteinas quiméricas de dos isoformas de
ferredoxin-NADP reductasas (FNR) de plantas, siendo una de hoja y otra de raiz. Ambas
proteinas tienen un 48% de identidad en su secuencia de aminodcidos y tenian
caracteristicas estructurales y funcionales especificas. Las FNR tienen dos dominios, un

dominio N-terminal que une FAD y uno C-terminal similar a un plegamiento Rossmann
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de unién a NADP. La quimera con el N-terminal de raiz y el C-terminal de la hoja fue
inactiva y dificil de expresar, en cambio la quimera opuesta fue estable (aunque en menor
grado que las proteinas parentales) y presentd actividad catalitica, inclusive tuvo una
eficiencia catalitica mayor a la de las enzimas originales. Ellos explican que la
disminucion en la estabilidad se pudo deber a la pérdida de contactos entre aminoacidos
de ambos dominios, en cambio en la quimera de hoja-raiz, el dominio de unién a FAD
ayuda al dominio de unién a NADP a colocar adecuadamente al cofactor en el sitio activo,

razdn por la cual, la enzima quimérica es mas eficiente.

En un trabajo mas reciente, Li, Fast y Benkovic (2008) realizaron el intercambio de
dominios con el objetivo de probar que nuevas funciones pueden surgir del ensamblaje de
diferentes combinaciones de dominios funcionales. Para ello utilizaron dos enzimas
distintas de la via de sintesis de purinas, PurT y PurK. Estas proteinas tienen muy baja
identidad en secuencia (27%) pero comparten similitud en su estructura terciaria, con 3
dominios, en la organizacién del sitio activo y en su mecanismo de reaccion. Como
resultado del intercambio de los dominios se crearon seis hibridos que fueron incapaces
de catalizar las reacciones completas de las enzimas silvestres, pero cada una de las
quimeras pudo catalizar reacciones parciales. Después de ser sometidas a una
modificacion en uno de las asas de un dominio, las quimeras fueron capaces de restaurar
la actividad de PurK casi en su totalidad. Los autores sugieren que estos resultados
podrian ilustrar aspectos del intercambio de dominios que ocurren durante la evolucién de
enzimas. A pesar de generar hibridos menos estables, probablemente porque la interfase
entre dominios no esta del todo optimizada, cada dominio es capaz de catalizar reacciones
parciales, lo que sugiere que la unién funcional y los sitios activos fueron mantenidos

parcialmente.

La CAT como reportero de plegamiento

Una de las estrategias mas utilizadas es la fusion de las proteinas de interés a reporteros de
plegamiento, la cual tiene el objetivo de seleccionar a las proteinas que se encuentran en
forma soluble dentro de un banco de proteinas, facilitando asi el analisis funcional y
estructural de las éstas. En esta estrategia el reportero de plegamiento posee una funcién o
actividad biol6gica que pueda detectarse facilitando asi la seleccion (Waldo, 2003).

En nuestro laboratorio trabajamos con la cloranfenicol acetil transferasa (CAT) como
proteina reportera de plegamiento.
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Figura 6. Principio de la metodologia de fusién a un reportero de plegamiento. A) cuando la
proteina se pliega, el reportero es funcional; B) cuando la proteina no se pliega, el reportero
tampoco lo hace y pierde su funciéon (Tomada de Waldo, 2003)

Maxwell (1999) demostré que las fusiones de CAT con proteinas insolubles conferian una
menor resistencia al cloranfenicol que aquellas fusiones realizadas con proteinas solubles,
por lo que era posible seleccionar a las proteinas solubles por su nivel de resistencia al
antibidtico. El crecimiento de bacterias en medio que contiene niveles progresivamente
mas elevados de cloranfenicol confiere entonces una presién de seleccién para las
proteinas. Usando esta técnica pudieron encontrar variables solubles de la integrasa del
virus VIH a partir de un banco de integrasas insolubles.

Sieber (2001) utiliz6 este método de fusion a CAT para seleccionar proteinas solubles de
un banco de variantes de citocromos P450, esto con el fin de poder separarlas de la
membrana y hacerlas asi méas solubles. De esta manera s6lo realiz6 los ensayos de
actividad enzimatica a las proteinas que fueron previamente seleccionadas por su
solubilidad. Esta seleccion también les ayud6 a eliminar todas las variantes que no eran

completamente traducidas, es decir, que tenian el marco de lectura desfasado.
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Hipotesis
El intercambio de dominios entre las dos shikimato deshidrogenas, AroE y YdiB,

generara quimeras capaces de plegarse.

Objetivos

Obtener las proteinas quiméricas resultantes del intercambio de dominio entre AroE y

YdiB para analizar los efectos estructurales y funcionales de las nuevas combinaciones.

Objetivos particulares

« Generar las dos quimeras provenientes del intercambio de dominios entre las dos SDH
de E. coli (AroE y YdiB).

« Analisis estructural: Observar la capacidad de plegamiento de cada quimera por medio
de ensayos de CMI (concentracion minima inhibitoria) y geles de SDS-page.

« Andlisis funcional: Observar si la funcion biol6gica de las quimeras se mantiene por
complementacion de la cepa de E.coli aroE’

16



Material y métodos

Plasmidos

e pT4K12M4 : Resistente a Kanamicina, y con promotor trc. Este vector contiene la
secuencia de nuclettidos correspondiente al extremo N-terminal de AroE (el
dominio Rossman) fusionado con el gen cat (cloranfenicol acetil transferasa).
Ademas tiene un cassette con la caracteristica principal de poseer secuencias que
al ser transcritas codifican para codones de paro en los seis marcos de lectura, con
el fin de evitar falsos positivos, ya que si el vector no se encuentra completamente
digerido, estos codones de paro no permitiran la trascripcion de la construccion.
(Figura 7)

Miyl

cassette

argE-rossman
7
500

pK12m4
3350 bps Toon_

2500

Figura 7. Vector pT4K12M4

e pTrc99a : Resistente a Ampicilina, promotor trc. Este vector es inducible con
IPTG.

Cepas de E. coli

e MC1061: F araD139 4(ara-leu)7696 galE15 galK16 A(lac)X74 rpsL (Str") hsdR2
(r«~ m¢*) merA merB1
e JM101: F'traD36 proAB lacl A(lacZ)M15/ A(lac-proAB) glnV thi
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o K12 BW25113 AaroE: lacl® rrnB 114 4lacZ wiis hsdR514 AaraBAD anss ArhaBAD

Lo7s (Km") (Keio collection)

Extraccion de plasmido

El fundamento de esta metodologia se basa en la lisis alcalina, la cual libera el plasmido

de la bacteria y con ARNasa se elimina el ARN del lisado bacteriano. Para esta técnica se

utiliz6 el High Pure Plasmid Isolation Kit de la marca Roche. El procedimiento que se

realiz6 cada vez que se purificé un pldsmido es como se indica en el protocolo del kit.

PCR

El objetivo de la PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) es obtener un gran nimero de

copias de un fragmento de ADN particular, partiendo de una cantidad minima de ese

fragmento original, 0 molde.

El protocolo para esta técnica fue el mismo para todos los productos que se obtuvieron en

este trabajo, cambiando unicamente los oligonucleotidos o primers y el plasmido molde.

Se utilizd la Taq polimerasa de la marca Roche con su respectivo buffer.

5 ul Buffer para PCR 10X sin Mg+

5ul dNTPs

2 uloligo 1

2 pl oligo 2

1 pl plasmido (extraido por lisis alcalina con el kit de purificacion)
1 pl Tag polimerasa

Llevar a un volumen final de 50ul

El termociclador se programa de la siguiente manera:

1 ciclo a 92°C por 2 minutos

30 ciclos de: 92°C por 40 segundos
55°C por 40 segundos
72°C por 1:20 minutos

Iciclo a 72°C por 5 minutos

Los productos de la PCR se purifican con el High Pure PCR Product Purification Kit de

la marca Roche.
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Electroforesis de ADN en geles de agarosa

El fundamento de esta metodologia se basa en la carga negativa del ADN, las muestras de
ADN migran en un gel de agarosa, la cual es un polisacarido que permite separar
moléculas segun su tamafio. Al situar las moléculas de ADN en el gel y aplicar una
diferencia de potencial eléctrico, éstas se mueven a diferentes velocidades segin su

tamafio, hacia el catodo.

Se emplearon geles de agarosa grado Biologia molecular (Biorad) al 1% y 1.5%, en
solucion amortiguadora TAE, los geles se corrieron en la misma solucion. Para preparar

la muestra se utilizo el buffer de carga 6x con glicerol al 30%.

Digestion del vector y de los productos de PCR

Para eventualmente poder insertar el fragmento de ADN en el vector, es necesario
primero que sean digeridos con enzimas de restriccion, de preferencia con enzimas que

dejen extremos cohesivos para que la insercién sea mas exitosa.
Para la digestion:

- 35 pl del producto de la PCR que se desea cortar o del vector
-1 pl de laenzima de restriccion

- 5 pl del buffer 10X necesario para la enzima (el del proveedor)
- 5pl de BSA (en el caso de que la enzima lo requiera)

- Ajustar con agua miliQ a un volumen final de 50 pl

Dejar la digestion por 16 horas (ON) a la temperatura que la enzima requiera. Detener la
reaccion calentado al tubo por 10 minutos 95°C o con columna de purificacion. Todas las

enzimas utilizadas fueron de la marca Biolabs.

Ligacion del vector con el inserto.

La reaccion de ligacion se realizé con una relacion molar de vector: inserto de 1:4
respectivamente, para esto es necesario cuantificar la concentracion tanto del vector

como del inserto, con el fin de poner al final por lo menos 200 ng de vector. Se hizo un
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control negativo de esta reaccion con el fin de observar la eficiencia de la digestion del

vector, el cual no debe recircularizarse en ausencia del inserto.

- X pl de vector digerido (200 ng)

- Xl de inserto digerido (para cumplir la relacion 1:4)
- 2 pl de buffer 10 x para ligasa

- 1 plde T4 ligasa Biolabs

- ajustar con agua miliQ a un volumen final de 20 pl

Incubar la reaccién por lo menos 12 horas a 16°C.

Transformacion de la ligacion

Con el fin de transformar a las bacterias con el vector ligado, en condiciones estériles se
transforma 1 pl de la ligacion en 50 pl de células electrocompetentes MC1061
previamente descongeladas. Estas células con el plasmido se colocan en una celda de
electroporacion fria de 0.1cm y se aplica un pulso de 1.8 V en un electroporador ajustado
a 25 uF y 200 Q. Las células se recuperan en 1 ml de SOC y se incuban por una hora a
37°C y a 250 rpm. Esto mismo se hace con el control negativo. Se plaquean 300 pl de las
bacterias transfomadas en cajas de LB solido con el antibidtico para seleccionarlas y se
incuban a 37°C.

Concentracion minima inhibitoria (CMI)

La concentracién minima inhibitoria a un antibiético, es aquella en la cual la mitad de las
clonas ya no son resistentes, en este caso a cloranfenicol, el cual es el reportero de

plegamiento.

- Se transforman las distintas construcciones fusionadas a la CAT. Se utiliza un
vector de alguna proteina no fusionada a CAT como control negativo y a un vector
con una proteina fusionada a CAT y que se sabe que si se pliega bien como
control positivo.

- Se realizan diluciones de cultivos de cada cepa incubados en LB con 25 pg/ml de
kanamicina a 37°C por 16 horas (ON) a 250 rpm.

- Se hacen diluciones en agua estéril o en LB de 10™ a 10" de los cultivos en una

placa de 96 pozos.
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- En cajas de LB sélido con concentraciones crecientes de cloranfenicol (20 pg/ml
hasta 140 pg/ml), asi como en una caja de LB solido con kanamicina a 25 pg/ml
se siembran gotas de 7 pl de cada una de las diluciones de cada cepa.

- Seincubana37°C

Extraccion de proteinas y SDS PAGE

- Inocular con una colonia de las células IM101 transformadas con el plasmido de
expresion (pT4) en 3 ml de LB con kanamicina 25 pg/ml. Como control negativo
se utilizar la cepa sin transformar. Incubar por 16 horas (ON) a 37°C a 250 rpm.

- Inocular con 1 ml de los cultivos anteriores 10 ml de LB con kanamicina. Incubar
a 37°C a 250 rpm hasta alcanzar una densidad dptica (OD) a 600nm maxima de 1.

- Centrifugar 1.5 ml de cultivo en un tubo eppendorf a 4000 rpm a 4°C por 5
minutos. Eliminar el sobrenadante y resuspender la pastilla en 1 ml de Tris 0.1M
pHS.

- Sonicar por 30 segundo aproximadamente 3 veces, cuidando que la muestra no se
caliente y que no se forme espuma.

- Centrifugar a 4000 rpm a 4°C por 20 minutos. Transferir el sobrenadante a un tubo
nuevo, éste corresponde a la fase soluble de la muestra. La pastilla corresponde a
la fase insoluble, y se debe de resuspender en 500 pl de Tris 0.1 M pH8 con SDS
1%.

- Tomar una fraccion de cada muestra (50ul) y afiadir B-mercaptoetanol y el
colorante, las muestras se hierven durante 5 minutos.

- Correr las muestras en un gel desnaturalizante de acrilamida al 12.5% a 8 mA con

Tris 0.1 M pH8 hasta que el colorante llegue hasta abajo.

Para hacer el gel de acrilamida al 12.5%:

- 2mlde LGS

- 3.35ml de acrilamida 30%
- 2.65ml de agua miliQ

- 40 pl de PSA 10%

- 20 pl de TEMED

Para hacer el gel concentrador:
- 1.25ml de UGS
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- 0.75ml de acrilamida 30%
- 3ml de agua miliQ

- 15 pl de PSA 10%

- 5ulde TEMED

Para tefiir el gel con azul de Coomasie:

- Tefiir por 1 hora con la solucién | a temperatura ambiente en agitacion

- Colocar por 30 minutos en la solucion de destefiir | en agitacion a temperatura
ambiente.

- Usar la solucion para destefiir 11'y dejar 8 horas a temperatura ambiente y en

agitacion. Posteriormente poner el gel en agua o secarlo

Western blot Anti-CAT de la fraccion soluble
- Correr un gel de acrilamida al 12.5% de la fraccion soluble de las muestras.

- Cortar de 3 papeles filtro gruesos y una membrana de nitrocelulosa del tamafio del
gel.

- Remojar uno de los filtros en la solucion catodo, otro en la solucién anodo | y otro
en la solucién anddo I1.

- Colocar en orden el filtro con la solucion, anodo I, el filtro con la solucién anodo
I1, la membrana de nitrocelulosa, el gel y el filtro con la solucion catodo, cuidando
no dejar burbujas de aire.

- Aplicar por una hora y media una corriente de 1.8 mA por cada cm? del gel.

- Bloquear la membrana de nitrocelulosa ON en una solucién con 5% de leche en
polvoy TBST

- Lavar la membrana tres veces durante diez minutos cada vez con TBST.

- Agregar el anticuerpo anti-CAT en una relacién 1:5000 en solucién de TBST con
0.1% de leche en polvo e incubar por una hora.

- Lavar la membrana tres veces con TBST.

- Posteriormente agregar el segundo anticuerpo Anti-DIG en una relacién 1:5000, e
igualmente incubar por 1 hora en TBST con 0.1% de leche.

- Lavar la membrana dos veces més con TBST.

- Agregar una solucion con 1ml de BCIP y 1ml de NTB aforando a 10ml con agua

22



mQ, dejar en la solucidn hasta que se visualizaron las bandas y enjuagar con agua.

Ensayo de complementacion

Con el fin de observar la actividad in vivo de las proteinas quiméricas, se realizé un
ensayo de complementacién con la cepa K12 BW25113 AaroE de la coleccién Keio, la
cual fue donada por el laboratorio del Dr. Guillermo Gosset del IBT.

La coleccion Keio esta formada por mutantes, en donde cada una de ellas tiene un gen no
esencial suprimido, incluyendo genes putativos. Este trabajo sistematico se realizé
sustituyendo cada gen de interés por un cassette de kanamicina. Esto representd un
problema, debido a que todas las construcciones con las que se estuvo trabajando estaban
en el vector pT4K12M4, el cual es resistente a kanamicina, al igual que la cepa con la se

harian los ensayos, razon por la cual fue necesario cambiar las construcciones de vector.

El vector que se eligid fue el pTrc99a, el cual también fue donado por el laboratorio del
Dr. Gosset.

Este vector tiene un promotor trc, al igual que el vector PT4K12M4, y tiene resistencia a

ampicilina.

Los plasmidos se transforman en la cepa AaroE, usando como control negativo al

plasmido pTrc99a solo y como control positivo al pTrc99-aroE-cat.

- Se crecen en cajas de LB solido con 100 pg/ml de ampicilina para posteriormente
picar una colonia de cada cepa y crecerla en 3 ml de medio LB liquido con

ampicilina hasta alcanzar un OD de 0.6 (alrededor de cuatro horas).

- Centrifugar 1.5 ml de cada cultivo a 4000 rpm por 4 minutos, desechar el
sobrenadante y el pellet se resuspende en 1ml de PBS, para nuevamente ser
centrifugado. Este lavado se repite 2 veces mas.

- Finalmente el pellet se resuspende en 500 pl de PBS y se hacen diluciones de 10

hasta 107 en placas de 96 pozos.
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- Sembrar gotas de 7 pl de cada dilucién en cajas de medio minimo sélido, medio
minimo con vitaminas y aminodcidos aromaticos y LB. Las cajas se incuban a
37°Cy a 30°C.

Este mismo protocolo se repite con el vector pT4.
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Resultados

Obtencion de las quimeras

La primera quimera que se construyd fue la que tendria el extremo N-terminal de YdiB y

el extremo C-terminal de AroE.

Se disefiaron los oligonucle6tidos para amplificar la secuencia correspondiente al dominio
de union al sustrato de YdiB, con los sitios de restriccion para las enzimas Ncol y BstEII.
Se utilizé el vector pT4K12M4, el cual ya contaba con la secuencia codificante para el
dominio Rossmann de AroE. Tanto el vector como el producto de la PCR fueron
digeridos por 16 horas a 37°C con la enzima Ncol en el buffer indicado por el proveedor
(buffer 3) y BSA. Posteriormente se le afiadi6 la enzima BstEIIl y se subi6 la temperatura
a 60°C, a la cual la segunda enzima corta. El vector digerido se corrié en un gel de
agarosa al 1%, con el fin de cortar la banda correspondiente a 3.3 Kb, después se extrajo
el ADN del gel utilizando el High Pure PCR Product Purification Kit de Roche.

Para la ligacion del vector con el inserto se utilizé la enzima T4-DNA ligasa. La reaccion

de ligacion se llevd a cabo en una relacion molar de vector:inserto de 1:4.

La segunda quimera a realizarse fue la que tendria el extremo C-terminal de AroE y el

extremo N-terminal de YdiB.

Se disefiaron oligonucledtidos para amplificar el dominio de unidn al sustrato de AroE, el
oligonucledtido reverso tenia un fragmento del dominio Rossmann de YdiB. A la vez, uno
de los oligonucledtidos (forward) para amplificar al dominio deseado de YdiB tenia un

fragmento de la secuencia del dominio a amplificar de AroE.

Primero se realizaron las PCRs para obtener los dominios deseados de cada uno de los
genes. Luego se realiz6 una tercera PCR con los productos de las PCRs anteriores con el
fin de empalmarlos, ya que cada producto tenia una secuencia idéntica a la secuencia del
otro producto. Por Gltimo se amplificd a la quimera con el oligonucleétido forward de

aroE y el reverso de ydiB.

El vector pT4K12M4 fue digerido con las enzimas Ncol y Bam HI, con el fin de remover
del vector la secuencia del dominio Rossmann de AroE y mantener la fusion a CAT de la

nueva quimera.
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Concentracion minima inhibitoria

Las quimeras fueron transformadas en la cepa MC1061, como control positivo se utilizo
al vector pT4aroE-cat, como controles negativos se utilizd el pT4aroE sin CAT y el vector

pT4K12M4, a la vez también se transformé con el vector pT4ydiB-CAT.

Se determind la concentracion minima inhibitoria para las quimeras fusionadas a CAT y
para AroE y YdiB. Las cepas que contenian el pldsmido con aroE y con aroE-cat
muestran un mayor grado de mortandad, ya que a pesar de que la densidad Optica de estos
cultivos fue la misma que la de los demas (1 ODgoonm), la viabilidad de las bacterias era
menor. Sin embargo se puede apreciar que la fusién de AroE con CAT muestra un alto
nivel de resistencia a cloranfenicol (140 ug/ml) y que la cepa con AroE no resiste ni la
concentracion mas baja de cloranfenicol que se utilizé (20 ug/ml) (Fig.2).

En cuanto a YdiB, Quim1 (la quimera con el extremo N-terminal de YdiB y el extremo C-
terminal de AroE) y Quim2 (la quimera con el extremo N-terminal de AroE y el extremo
C-terminal de YdiB), las tres resistieron altas concentraciones de cloranfenicol al igual
que AroE (140 ug/ml) sin notar una diferencia significativa entre ellas (Figura 8).

Por otro lado, el vector pT4K12M4, que contiene al dominio Rossmann de AroE
fusionado a CAT y un cassette con codones de paro en los seis marcos de lectura, también
mostrod resistencia a cloranfenicol (alrededor de 50 pg/ml), esto indica que el dominio
Rossmann es independiente para plegarse y no requiere del extremo C-terminal para su
plegamiento.
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Figura 8. Concentracién minima inhibitoria. El orden en cada caja de arriba hacia abajo es:
AroE-Cat, AroE, YdiB-Cat, Quim1-Cat, Quim2-Caty pT4K12M4.

Expresion de proteinas vista por SDS-PAGE

Se transformaron los plasmidos de las quimeras Quim1, Quim2, de AroE y de YdiB en la
cepa JM101.

Se crecieron las transformantes en tres temperaturas distintas (37°C, 30°C y 20°C) para
observar como se afectaba la expresion de las proteinas en la fraccién soluble.

En los dos casos donde si pudieron observar las proteinas (37°C y 30°C) fue notorio que,
tanto YdiB como Quim1, se expresaban en menor cantidad que AroE y la Quim2. (Figura
9)
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Figura 9. SDS-PAGE a 37°C, 302C y 20°C. En
cada gel el orden es: fraccion soluble (JM101,
AroE, YdiB, Quim1, Quim2), marcador, fraccién
insoluble (AroE, YdiB, Quim1, Quim?2).

Western-blot Anti-Cat de la fraccion soluble

Debido a que no se veia méas que a AroE en la fraccion soluble a 37°C, se decidid hacer un
western blot contra CAT, ya que todas las proteinas estan fusionadas a esa proteina. Para
el western blot se corrieron muestras de la fraccién soluble de los cultivos crecidos a
37°C, 30°C y 20°C. Como control negativo se us6 a AroE sin fusién a CAT, y como
control positivo a AroE fusionada con CAT. En todas las muestras se observaron a las
proteinas salvo en el control negativo, sin embargo también en todas, se puede apreciar a
la CAT sola. Se observo que a 37°C hay mayor cantidad de proteinas que a 30°C, y que a
su vez, se aprecia mayor cantidad de proteinas a 30°C que a 20°C. En el western blot se
aprecia, a diferencia de los geles de acrilamida, que AroE y YdiB estan en mayor
proporcion que ambas quimeras, probablemente porque éstas se pliegan mejor que las
quimeras (Figura 10).
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Figura 10. Western blot Anti-CAT de la fraccion soluble. Después del control negativo siguen las
muestras a 37°C, luego a 30°C y por ultimo a 20°C. Se puede apreciar en la parte inferior de cada
muestra una banda que corresponde a CAT libre.

Ensayo de complementacion

El ensayo de complementacion fue realizado con la cepa K12 BW25113 AaroE, la cual es
resistente a kanamicina, razén por la cual las construcciones se tuvieron que cambiar a un
vector que tuviera resistencia a otro antibidtico. En este caso se eligio6 al vector pTrc99a,
ya que tenia el mismo promotor que el vector con el que se estuvo trabajando previamente
y ademas tenia resistencia a ampicilina, ademas este vector podia ser inducido con IPTG.
Sin embargo, también se decidié hacer las complementaciones con el vector pT4,
seleccionando con cloranfenicol en lugar de kanamicina, partiendo de los resultados de
concentracion minima inhibitoria, donde tanto en el caso de AroE y Ydib, como en el de

las quimeras, se vio que si eran capaces de resistir a cloranfenicol.

Los resultados con cada uno de los plasmido fueron distintos en cuanto a los controles.
Con el vector pTrc99a sin ningun inductor el control de AroE fue positivo, es decir, si
complement6 a la cepa AAroE, en cambio ni YdiB ni ninguna de las quimeras fueron
capaces de complementar la funcion. Cuando se utiliz6 el vector pT4 los resultados
mostraron una alta mortandad para la cepa complementada con AroE, y los pocos indicios

de complementacion se mostraban después de 1 semana de incubacion; con este vector en
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cambio, YdiB si complementd la funcion pero las quimera permanecieron sin poder

hacerlo (Figura 11).

Figura 11. La cepa AaroE complementada con AroE, YdiB y las quimera, Quiml y
Quim2, a) en LB; b) en medio minimo adicionado con vitaminas y aminoacidos aromaticos,
c) en medio minimo en el vector pTrc99a, d) en medio minimos en el vector pT4. En c) la
Unica capaz de complementar fue AroE, mientras que en d) sélo lo hizo YdiB.

Para aclarar este hecho se realizd un tercer experimento donde se utilizo el vector pTrc99a
pero induciéndolo con IPTG 0.1 mM. En este caso tanto AroE como YdiB
complementaron la funcién permitiendo la supervivencia de la cepa AaroE, sin embargo

las quimeras siguieron sin mostrar funcion.
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Discusion

En este trabajo se construyeron dos quimeras a partir de dos proteinas con una identidad
de secuencia de 25% y una homologia estructural, AroE y YdiB, las cuales fueron

analizadas estructuralmente y funcionalmente.

Se vio que las quimeras si se pliegan en el ensayo de concentracién minima inhibitoria
(CMI) ya que resistieron la misma concentracion de cloranfenicol que las proteinas AroE
y YdiB (140 mg/ml). También se vio que el dominio Rossmann fusionado a la CAT
resistié un nivel medio de concentraciones del antibiético (50 mg/ml), lo cual nos muestra
que el dominio Rossmann es capaz de plegarse por si mismo sin la necesidad del dominio
de unién al sustrato.

Posteriormente se realizaron geles de SDS-PAGE para ver si las quimeras se encontraban
en la fraccion soluble de la célula, que era lo que se esperaba después de los resultados del
CMI; sin embargo las quimeras nunca se pudieron apreciar en la fraccion soluble, y de
hecho, s6lo a 37°C fue posible encontrar a AroE en esta fraccion, mientras que todas las
demas (incluyendo a la misma AroE) se encontraron en la fraccion insoluble. A las deméas
temperaturas (30°C y 20°C) no se pudieron apreciar en la fraccion soluble, sin embargo su
cantidad disminuyé en la insoluble, esto indicaba que probablemente las quimeras y las
otras proteinas estaban presentes en la fraccion soluble, lo cual se comprob6 al realizar un
western blot de la fraccion soluble de los experimentos a distintas temperaturas contra la
CAT.

En el western blot fue posible ver las quimeras, a AroE y a YdiB en la fraccion soluble,
aungue también se apreci6 una banda que correspondia a la CAT libre. Probablemente la
presencia de las proteinas que se acumularon en la fraccion insoluble se debe a que el
vector que se utilizé es de alto nimero de copias y tiene un promotor que se expresa
constitutivamente, por lo que la cantidad de proteina que se produce es tanta que la célula
sufre una carga metabolica tal que es incapaz de plegar bien todo el producto que se
traduce y se forme cuerpos de inclusion con proteina mal plegada.

El hecho de encontrar a la CAT libre no descarta que las quimeras se plieguen, ya que en
el western blot si se ven a las quimeras y a AroE y YdiB fusionadas con la CAT, este
evento se puede tratar de explicar de dos maneras, una primera opcion es que haya una

secuencia alterna no candnica que el ribosoma reconozca como sitio de union y traduzca a
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partir de ahi la parte correspondiente a la CAT; otra posibilidad es que alguna proteasa
corte al producto proteico dejando libre a la CAT.

Es importante recalcar que las quimeras se ven en la fraccion soluble de la célula, es decir,
que si son capaces de plegarse. Pero al parecer, las proteinas se enfrentan a ciertas

limitaciones para que el plegamiento de todo el producto sea exitoso.

El intercambio de dominios puede generar modificaciones estructurales que impiden el
plegamiento correcto de las proteinas. Analizando con mas detalle la estructura de AroE y
de YdiB se puede observar que el dominio N-terminal es completado por una estructura
de horquilla o helicoidal en el extremo C-terminal, que corresponde a las hélices a9 y
10 (Figura 5 y 12), esta estructura empaca a la hoja p al igual que la hélice al. Al
realizar las quimeras no se tomé en cuenta esto, lo cual posiblemente impidi6 el buen
empaquetamiento del dominio de union al sustrato en ambas quimeras, evitando a su vez

que las enzimas pudieran tener actividad catalitica.

Figura 12. Estructura de la a) AroE, y b) YdiB, se puede apreciar en ambas proteinas
que el extremo C-terminal (amarillo en AroE, azul en YdiB) complementa al dominio N-
terminal (naranja en AroE, morado en YdiB).

Se analizaron los aminoacidos que estan en contacto entre el extremo C-terminal y el
dominio de uniodn al sustrato N-terminal (Tabla 1y 2, figura 13). Tanto en AroE como en
YdiB la mayoria de los aminoacidos son hidrofébicos, y los cambios de aminoacidos que
hay entre ambas proteinas son similares y podrian no ser significativos. Sin embargo se
podrian haber perdido contactos importantes para la estabilidad funcional de la proteina.
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Residuo en AroE

Residuo en YdiB

Sustituciéon AroE : YdiB

E269
Q265
V262
P257

H253
W252

M284
V283
V280
F275
T271
w270

Carga - : Hidrofobico

Sin carga : Hidrofébico
Sin cambio (Hidrofébicos)
Hidrofdbico : Hidrofébico
Carga+ : Sin carga

Sin cambio (Hidrofébicos)

Tabla 1. Correspondencia de aminoacidos de AroE y YdiB en el extremo C-terminal

Residuo en AroE

Residuo en YdiB

Sustitucion AroE : YdiB

Y4
K15
F18
119
L27
E30

110
L21
M25
K28
Q26
L35

Hidrofdbico : Hidrofébico
Carga+ : Hidrofébico
Hidrofdbico : Hidrofébico
Hidrofébico : Carga +
Hidrofébico : Sin carga

Carga - : Hidrofobico

Tabla 2. Correspondencia de aminoacidos de AroE y YdiB en el extremo N-terminal

Figura 13. Aminodacidos que interaccionan entre el dominio N-terminal de las proteinas
con la horquilla del extremo C-terminal. a) AroE, de naranja el extremo N-terminal, de
rojo el extremo C-terminal; b) YdiB, de verde el extremo N-terminal y de morado el C-

terminal.

En el andlisis funcional ninguna de las quimeras fue activa, sin embargo YdiB si es capaz

de complementar la funcién de AroE en la cepa AaroE. Esto nos indicaba que ambas

quimeras podrian ser capaces de complementar la funcion de shikimato deshidrogenasa,
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es decir, que la quimera que contiene el dominio de unién a sustrato de YdiB podria
complementar a la cepa deficiente al igual que la quimera que contenia el dominio de
union al sustrato de AroE, y que el hecho de que no complementaran la funcién puede

deberse a una causa estructural.

Es posible que la interfase entre dominios también se haya visto alterada, afectando asi la
interaccion del cofactor o del sustrato con los residuos cataliticos, impidiendo asi la
actividad.

Al igual que en el analisis estructural, el extremo C-terminal puede ser importante para el
empaquetamiento correcto del extremo N-terminal, y por lo tanto para que la proteina sea
funcional, ya que si el dominio Rossmann no esta bien plegado es poco probable que sea

capaz de realizar su funcion

El intercambio de los extremos C-terminal entre las quimera, seria entonces, una solucién
a los problemas estructurales y posiblemente también para los funcionales. Actualmente
en el laboratorio esto se estd realizando con quimeras construidas a partir de SDH
ortélogas con resultados exitosos, ya que no sélo se estan plegando mejor sino que al
parecer también se mantiene la funcion, por lo tanto esta podria ser una manera de

mejorar a las quimeras Quiml1 y Quim2.

Sin embargo, por los resultados obtenidos se puede decir que la estabilidad estructural no
garantiza la funcion de las proteinas quiméricas, y que no sélo se requiere que la proteina
este plegada sino que los contactos entre los aminoacidos de la interfase sean los correctos
para poder realizar una actividad completa. Es decir, no basta la independencia estructural
y funcional aparente de los dominios, ya que finalmente la proteina se comportara como

un todo en donde las partes tienen que estar bien complementadas entre si.

Los dominios proteicos son mas complejos que las definiciones estructurales o
funcionales. El definir un dominio espacialmente requiere ver mas alla de la secuencia, ya
que, como se puede ver en este trabajo, la estructura de un dominio puede ser afectada por
una serie de aminoécidos que se encuentran alejados en la secuencia pero que realmente
son cercanos al plegarse, y que si estos no se tomaran en cuenta, la funcién entonces no

podria realizarse.
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Ademés tiene implicaciones en cuanto a la definicion evolutiva de dominio, ya que no
s6lo evoluciona el dominio en si, sino sus contactos con otros dominios deben de ser
favorables para mantener la estructura y funcion de la proteina completa, es decir, la

interacciones también deben de evolucionar.

Recientemente se publicé un articulo (Singh, 2008) donde se hizo un anélisis filogenético
de las shikimato deshidrogenasas. En ese trabajo se vio que YdiB es un xendlogo y no un
parélogo de AroE y que filogenéticamente estan alejadas, esto explica el bajo porcentaje
de identidad de secuencia entre ambas (25%). Describen también a un nuevo grupo de
SDH denominado Aell (AroE-like 1), este grupo es filogenéticamente méas cercano a
AroE. Seria interesante realizar quimeras entre AroE y alguna de las proteinas
pertenecientes a ese grupo, ya que posiblemente se construyan quimeras mas estables

estructuralmente que inclusive puedan mantener la funcion.
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Conclusiones

De acuerdo a los antecedentes, es posible crear proteinas quiméricas a partir de dos
proteinas homdlogas parentales, en donde en la mayoria de los casos, una de las quimeras

es funcional.

En este trabajo, se obtuvieron dos quimeras a partir de dos proteinas pardlogas, AroE y
YdiB, y a pesar de que si fueron capaces de plegarse no mantuvieron la funcion de
shikimato deshidrogenasa. Esto nos indica que la estabilidad estructural no se traduce
necesariamente en actividad catalitica.

A pesar de que los dominios se definen como estructuras independientes, tanto a nivel
estructural como funcional, hay restricciones que impiden que la fusion entre dominios
sea totalmente exitosa, se requiere que se forme una interfase estable, en donde los
aminodcidos de ambas contrapartes sean compatibles. Ademéas conservar la funcion
representa un reto alin mayor, ya que se tienen que formar sitios nuevos que permitan la
union correcta de los sustratos, o que no se afecten por la fusion de los dominios los sitios
ya existentes.

El entender més profundamente estas restricciones requerird de un analisis mas profundo,
sin embargo, este es un acercamiento a las técnicas que se pueden utilizar para llegar a esa

informacion.
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Perspectivas

El andlisis de la estructura de las quimeras permitiria llegar a conclusiones mas
contundentes. Primero, seria importante ver si las quimeras siguen siendo capaces de
plegarse aun en la ausencia de CAT, y de ser asi volver a realizar los ensayos de
complementacién con las quimeras sin la fusion.

A pesar de que las quimeras no fueron capaces de complementar la funcién de AroE, es
posible que si mantenga actividades parciales, por lo que seria apropiado hacer ensayos
para probar si las quimeras son capaces de unir NAD o NADP, dependiendo el caso.
También se podria tratar de reparar a las quimeras, generando nuevas construcciones que
contengan el extremo C-terminal que complementa al extremo N-terminal. Una vez
obtenidas las quimeras con los extremos C-terminales intercambiados se deberian de
repetir los experimentos con el reportero de plegamiento y la complementaciones de la
cepa AaroE.

Para continuar con el analisis estructural, suponiendo que si son solubles las nuevas
quimeras, se podrian realizar otros experimentos para ver la estabilidad de las proteinas
quiméricas, como dicroismo circular, ensayos calorimétricos y ensayos con agentes
desnaturalizantes.

En caso de que estas quimeras no fueran activas se podria intentar hacer mutaciones

puntuales al azar para ver si asi recuperan su actividad.
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Apéndice I: Soluciones y medios de cultivo

Medio LB liquido

NaCl 10g
Extracto de levadura 59
Peptona 10g

en un litro de agua miliQ

Medio LB sélido

NaCl 2.5¢
Extracto de levadura 1.25g
Peptona 2.59
Agar 3.75¢g
En un 250 ml de agua miliQ
Medio SOC

Bacto triptona 29
Extracto de levadura  0.5g
NaCl 0.05g
en 75ml de agua miliQ
Agregar:

KCI 250mM 1ml

Ajustar a pH 7 con NaOH 4M
Aforar a 100ml con agua miliQ

Sales M9 5X

Na,HPO,.7H,0 169
NaCl 0.625¢
NH,4CI 1.25g

Llevar a 250 ml con agua miliQ

Medio minimo sélido

Sales M9 5x 50ml
Glucosa 20% 5ml
MgSO4 1M 0.5ml
CaCl, 1M 25ul
Agar Noble 69
Llevar a 250ml con agua miliQ
PBS 10X

NaH2PO4 2.28¢g
Na2HPO4 11.5¢9
NaCl 43.84g

Agregar 450ml de agua miliQ
AjustarapH 7.4
Aforar a 500ml con agua miliQ

TAE 50X
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Tris Base 2429
EDTA:NA 18.69
Ac. Acético glacial 60ml
en un litro de agua miliQ
AjustarpHa7

Acrilamida 30%

Acrilamida 299
Bis-acrilamida 19
Aforar a 100ml con agua miliQ
Guardar a 4°C

Upper Gel Solution (UGS)
Tris-base 6.05g
SDS 0.4g
Ajustar a pH 6.8 con HCI
Aforar a 100ml con agua miliQ

Lower Gel Solution (LGS)
Tris-base 18.1g
SDS 0.4g
Ajustar a pH8.8 con HCI

Llevar a 100 ml con agua miliQ

Gel Loading buffer 4X

Glicerol 2ml
SDS 10% 4ml
Tris 1M pH6.8 2.5ml

Azul bromofenol 1% 0.5ml
Antes de agregar a la muestra
afiadir 10% de pmercaptoetanol

Tefiir Coomasie

Azul de Coomasie 0.2g9
Metanol 100ml
Acido acético glacial 20ml

Llevar a 200ml con agua miliQ

Destefiir |
Metanol 500ml
Acido acético glacial 100ml

Llevar a 1L con agua miliQ

Destefiir |1
Metanol 100ml
Acido acético glacial 100ml

Llevar a 1L con agua miliQ

Cétodo
Tris base 39
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Glicina 39
Metanol 200ml
Aforar a 1L con agua miliQ

Anodo |

Tris base 36.39
Metanol 200ml
Aforar a 1L con agua miliQ
Anodo 11

Tris base 39
Metanol 200ml
Aforar a 1L con agua miliQ

TBS 20X

Tris-HCI 15.7g
NaCl 87.669

Llevar a 500ml con agua miliQ
Guardar a 4°C

TBST
TBS 20X 25ml
Tween 20 0.25ml

Llevar a 500ml con agua miliQ
Guardar a 4°C
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Apéndice II: Oligonuclettidos utilizados
- NcoAroE
Secuencia (5'->3"): AGG TCC ATG GAA ACC TATGCT G

- Bam AroE
Secuencia (5'->3"): GCG GAT CCC GGC CAC GCG GAC AAT TCC

- BamydiB
Secuencia (5'->3"): GTC AGC GGA TCC GGC ACC GAACCC CATGACCTGTTT

- NdeYdiB
Secuencia (5'->3"): GAG TTA CAT ATG GAT GTT ACC GCA AAATAC GAATTG

- Ncoydibsan
Secuencia (5'->3"): AGGTCCATGGATGTTACCGCAAAATAC

- BstEllydibsan
Secuencia (5'->3"): GTATGGTCACCGTCGGTGTTATAGCC

- Ydib-aro
Secuencia (5'->3"): GAC AAT ACC GGC ACG GGC CAT ATT CG

- AroE-ydi
Secuencia (5'->3"): GCC CGT GCC GGT ATT GTC ACC CAG CAG
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