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ABREVIATURA

NAMLA
ADN
ARN
tARN
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RP-HPLC
DEUA
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NOESY
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SIGNIFICADO

N-acetilmuramoil-L-alanina amidasas

Acido Desoxirribonucleico

Acido Ribonucleico

ARN de transferencia

ARN mensajero

Dominio B1 de la proteina G de Streptococcus sp.
Proteasa Tobacco Etch Viruse

Isopropil B-tiogalactopiranosido

Fluoruro de fenilmetilsulfonilo

Kilo Dalton; Da = 1g/mol

MALDI, matrix-assisted laser desorption ionization
TOF, time of flight

Cromatografia liquida de alta presion
Cromatografia liquida de alta presion en fase reversa
Doélares de Estados Unidos de América

Correlation Spectroscopy

Total Correlation Spectroscopy

Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy
Heteronuclear Single-Quantum Correlation
Heteronuclear Single-Quantum Correlation "Ny 'H
Heteronuclear Single-Quantum Correlation °C y 'H
Acido tifluoroacético

Ditiotreitol
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1. INTRODUCCION

Las bacterias, a diferencia de las células eucariotas, tienen una pared celular que las hace
mas rigidas y que estd formada de carbohidratos unidos covalentemente a pequefios
péptidos, lo que se conoce como peptidoglicano.”

Las N-acetilmuramoil-L-alanina (NAMLA) amidasas son proteinas que reconocen la pared
celular y catalizan la hidrolisis del enlace entre el aminoacido alanina y el monosacarido N-
acetilmuramico del peptidoglicano.”’) Estas enzimas son utilizadas por las bacterias en
algunas etapas de su ciclo celular ya que durante la citocinesis la pared celular tiene que ser
hidrolizada para que las células se puedan separar.*® También hay amidasas NAMLA en
el sistema inmune innato de la gran mayoria de los animales,” donde tienen una funcion
importante en la defensa contra las bacterias patdogenas y son expresadas también por los
bacteri6fagos donde son necesarias para la infeccion y el metabolismo viral."®®Las
bacterias con actividad NAMLA amidasa anormal presentan defectos citoldgicos drasticos
que implican el crecimiento bacteriano en cadenas. Esto sugiere que las NAMLA amidasas
pueden ser nuevos blancos para fAirmacos antibacterianos ahora que los antibiodticos estan
presentando problemas de salud publica como la resistencia que adquieren las bacterias
debido a que los farmacos utilizados actualmente suelen ser variantes de un farmaco
original.® ©

Las NAMLA amidasas son proteinas modulares. Ademas de poseer el dominio enzimatico,
cada NAMLA amidasa tiene uno o mas dominios que reconocen carbohidratos y/o
peptidoglicano u otros componentes de la pared celular y de esta manera guian al dominio
enzimdtico hacia su sustrato. Existen muchas clases de dominios de reconocimiento y se
cree que son ¢éstos los que determinan la funcion especifica de cada una de las muchas
NAMLA amidasas que expresan las bacterias. Las NAMLA amidasas se dividen en dos
familias: Amidasa2 y Amidasa3, de acuerdo con la secuencia de aminoécidos del dominio
enzimatico.”’La NAMLA amidasa que se ha estudiado en esta investigacion es una
NAMLA de la familia Amidasa3, la cual es producida por Bacillus cereus y se encuentra
clasificada en Uniprot con el nimero de acceso Q736Q1_BACC1.(8)Esté formada por el

dominio enzimatico Amidasa 3 en el extremo N-terminal y en el extremo C-terminal lo que
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se presume es un dominio de reconocimiento de carbohidrato y/o peptidoglicano
denominado Amidasa 2-C.
El dominio Amidasa 2-C esta presente tanto en bacterias como en virus, y ha sido muy

poco estudiado®”

, actualmente no existe ninguna informacién sobre la funcion que realizan
las proteinas que lo contienen o la naturaleza del carbohidrato que reconoce.

En esta tesis se reportan los experimentos realizados para la identificar la expresion, el
marcaje isotdpico, la purificacion, la caracterizacion y estudios preliminares de Resonancia
Magnética Nuclear (RMN) del dominio Amidasa 2-C.

Este trabajo representa el preambulo del estudio estructural del dominio Amidasa 2-C, asi

como de las interacciones de este dominio con el peptidoglicano bacteriano mediante

Resonancia Magnética Nuclear.

1.1 HIPOTESIS
El dominio Amidasa 2-C podra ser sobre expresado en la bacteria Escherichia coli,
enriquecido con los is6topos "N y B¢, aislado de la bacteria y caracterizado por

espectroscopia.

1.2 OBJETIVOS

e Expresar el dominio Amidasa 2-C recombinante en E. Coli.
* Establecer las condiciones experimentales para la expresion del dominio Amidasa
2-C en medio Lysogeny Broth (LB) y medio minimo PG.
* Identificar los beneficios de los métodos utilizados para incorporar isdtopos
activos en RMN.
* Comparar el grado de expresion al utilizar el método de reduccion de volumen.

e Aislar y purificar el dominio Amidasa 2-C del sistema productor.
* Establecer las condiciones Optimas para la purificacion de la proteina Amidasa 2-
C

e (aracterizar el dominio Amidasa 2-C mediante métodos espectroscopicos (UV-VIS,

espectrometria de masas y RMN).
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2. ANTECEDENTES

2.1 PEPTIDOS Y PROTEINAS
2.1.1 Arquitectura proteica (10)

Las proteinas desempeflan una enorme variedad de funciones: unas transportan y
almacenan moléculas pequefias, otras son estructurales y algunas son enzimas.
Dependiendo del papel que representan dentro de un organismo es el grado de complejidad
o estructuracion de cada una.

Todas las proteinas son polimeros y los a-aminoacidos son los mondmeros que se
combinan para formarlas. La estructura general de éstos se muestra en la Figura 2.1, en
donde R representa la cadena lateral perteneciente a cada uno, el resto de los &tomos que no
son la cadena lateral constituyen la cadena principal o “columna vertebral” de la proteina.
Los distintos a-aminoacidos se diferencian por sus cadenas laterales, éstas puede contener
cadenas alifaticas, grupos aromadticos 0 grupos que proporcionan caracteristicas 4cidas,
basicas o polares a una proteina. En los genes de todos los organismos estan codificados
veinte aminodcidos diferentes que se incorporan a las proteinas, todos éstos a excepcion de
la glicina pueden existir en la forma D o L, ya que en todos los casos el carbono a es quiral.
El hecho importante es que todos los aminoacidos que incorporan los organismos a las
proteinas son de la forma L.

Los aminoacidos pueden unirse entre ellos en forma covalente por formacioén de un enlace
de amida entre el grupo a- carboxilo de uno y el grupo a-amino de otro, éste enlace se
denomina enlace peptidico y los productos formados de esta union se llaman péptidos, si la
cadena de aminoacidos es muy larga se llama polipéptido. Las proteinas son polipéptidos
de secuencia definida, dicha secuencia es la que compone la estructura primaria de una

proteina.

La estructura secundaria de una proteina consiste en el tipo
de organizacion local que adquieren los segmentos del
polipéptido mediante diferentes tipos de interacciones

establecidas por la cadena principal. Hay tres tipos de

estructuras secundarias regulares: hélice, hoja plegada 3, y

Figura 2.1. Estructura general
de los aminoacidos. 5
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vuelta. En una hélice la cadena de aminoacidos parece encontrarse parcialmente enrollada
en regiones de estructura helicoidal, hay mas de un tipo de hélice dependiendo de la
longitud de cada giro y de la direccion a la cual la cadena principal se enrolla, pero la hélice
mas comun es la hélice a, que se caracteriza por estar enrollada hacia la derecha y tener 3.6
aminoacidos en cada giro de la hélice. La hoja plegada B es una estructura en forma de
lamina extendida formada de dos o mas segmentos de la cadena principal que se acomodan
uno al lado del otro, ya sea en forma paralela o anti-paralela, cada uno de los segmento que
forman una hoja B se denomina hebra . Las vueltas son estructuras que permiten cambiar
la direccion de la cadena principal, aunque las vueltas generalmente no tienen una
estructura regular peridodica como las hélices y las hojas 3, son cominmente rigidas y de
estructura definida."'V

La estructura terciaria de las proteinas se adquiere cuando las formas de estructura
secundaria interaccionan entre si originando estructuras globulares y compactas, éste nivel
de estructuracion se estabiliza por interacciones entre los grupos de las cadenas laterales
(interacciones de van der Waals, interacciones carga-carga, dipolo-dipolo, puentes de
hidrégeno) El efecto mas comun que resulta en interacciones entre los elementos de
estructura secundaria es el efecto hidrofobo, en el que los residuos de éstas caracteristicas
se situan hacia el interior de la estructura y aquellos con caracteristicas hidrofilicas quedan
en el exterior en contacto con el agua. Otra manera de estabilizar estructuras terciarias es la
formacion de puentes disulfuro por los residuos de cisteina.

La mayoria de las proteinas esta formada por més de un dominio. Un dominio es una region
compacta de la estructura terciaria que en principio puede plegarse independientemente del
resto del polipéptido. Los dominios estan conectados entre si por la cadena polipeptidica
formando una estructura que semeja las cuentas en un collar, aunque es comun que los
dominios interaccionen entre ellos.

Puede existir un cuarto nivel de estructuracion, la estructura cuaternaria, ésta se da por la
interaccion entre dos o mds cadenas polipeptidicas plegadas. Las subunidades que
interaccionan para dar lugar a éste nivel de estructura pueden ser idénticas o casi idénticas
(homotipicas) o diferentes (heterotipicas) Este nivel de estructura se estabiliza de la misma

manera que la estructura terciaria.
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2.1.2 Sintesis de proteinas 10

Cada organismo lleva en cada una de sus células al menos una copia de toda la informacién
genética que necesita (genoma) Normalmente esta informacidon genética estd codificada en
el ADN de doble cadena a excepcion de algunos virus. En cada organismo una fraccion
importante del ADN contiene informacion para la sintesis de proteinas. Los segmentos de
ADN que codifican para una proteina (aunque también aquellos que codifican para la
producciéon de moléculas de ARN funcionales para la célula como los ARNs de
transferencia (tARN) o ribosomales) se denominan genes.

El dogma central de la biologia molecular establece que la informacion para la sintesis de
proteinas estd codificada en el ADN y que esta informacion primero se copia a moléculas
ARN mensajero (mARN) mediante un proceso llamado transcripcion. Las moléculas de
ARN son entonces leidas por el ribosoma, el cual forma la cadena polipetidica mediante el

ensamblado de los aminoacidos individuales, a éste proceso se le denomina traduccion.

Replicacion

En la replicacion se construye una copia complementaria de cada una de las dos cadenas de
ADN, lo que normalmente da lugar a dos copias idénticas de la original. La replicacion se
produce mediante un complejo de enzimas que estd concentrado sobre una proteina
denominada ADN polimerasa, €ste complejo permite abrir el ADN y guiar el apareamiento
de cada desoxirribonucleosido trifosfato, asi como catalizar la formacion del enlace

fosfodiéster.

Transcripcion

De igual manera que el ADN puede dirigir la replicacion, también guia la trascripcion que
es la formacion de una cadena de ARN complementaria. Naturalmente, los mondmeros
empleados para la transcripcion son los ribonucledsidos trifosfato. La trascripcion requiere

un conjunto de enzimas denominadas ARN polimerasas.
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Traduccion

A partir del ADN se transcriben copias complementarias de los genes que es necesario
traducir en forma de mARN que transporta la informacion desde el ADN hasta la
maquinaria de sintesis proteica.

Las moléculas de mARN se unen a un ribosoma y las moléculas de tARN llevan a los
aminodcidos al ribosoma de uno en uno. Cada tARN identifica el codén apropiado en el
mARN vy afiade éste aminoacido a la cadena proteica en crecimiento. El ribosoma se
desplaza a lo largo del mARN.

Cuando se libera la cadena polipeptidica de un ribosoma, no estd necesariamente acabada,
debe plegarse en su estructura tridimensional correcta y en algunos casos es preciso que se
formen enlaces disulfuro, éste proceso generalmente se lleva a cabo por un conjunto de
proteinas y enzimas denominadas chaperonas. Cabe mencionar que después de la sintesis
proteica, algunas de las proteinas sufren diferentes modificaciones postraduccionales tales

como glicosilacion, acilacion y protedlisis limitada.

2.2 SINTESIS DE PROTEINAS RECOMBINANTES
Los conocimientos actuales del proceso de sintesis de proteinas han proporcionado la
posibilidad de introducir modificaciones genéticas en los organismos vivos mediante

técnicas de ADN recombinante. ¥

2.2.1 Vectores de clonacion

Un vector de clonacion es una molécula de ADN pequetio, facil de aislar y caracterizar, con
una zona de secuencias de restriccion conocida (sitios que pueden ser cortados por enzimas
de restriccion concretas), de facil introduccion a la célula anfitriona y una vez alli con
capacidad de replicacion auténoma. Es conveniente que el vector posea un gen marcador
(por ejemplo, de resistencia antibioticos) que permita identificar a la células que llevan el
ADN recombinante.

La mision del vector es funcionar como unidad replicadora del fragmento de ADN que se
quiere introducir a la célula anfitriona. La introduccion del dicho fragmento (el inserto) en
un vector se conoce como clonacion. En éstos dias existen diferentes técnicas para unir un

inserto con un vector, pero la técnica tradicional consiste en digerir tanto el inserto como el

8
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vector con una (o dos) enzimas de restriccidon que generen extremos de secuencia
complementaria conocidos como cohesivos o “pegajosos”. Cuando el vector y el inserto
son mezclados éstos se unen con el fragmento respectivo, como la region complementaria
es de tan so6lo unas cuantas bases y no es muy estable, es necesario afiadir una ligasa de
ADN que forma los enlaces fosfodiéster entre el inserto y el vector dando lugar a una sola
molécula de ADN de doble hebra llamada ADN recombinante. Los plasmidos, virus,
BACs, PACs, YACs, cosmidos y fagémidos son ejemplos de vectores de clonacion.'? Las
proteinas que se obtienen de la expresion de genes del ADN recombinante se denominan

’ . 1
proteinas recombinantes.'”

Plasmido

Los plasmidos son moléculas de ADN de doble hebra de pequefio tamafio (2 a 5 Kpb) y de
forma circular. Permiten la incorporacién de insertos de un tamafio maximo de 10 Kpb.
Para su replicacion auténoma se requiere de una secuencia origen de replicacion. El
plasmido sufre replicaciones multiples y origina varias copias por célula (desde unos
cuantos hasta varias decenas) Los plasmidos se mantienen estables como circulos

extracromosomicos .(12)

2.2.2 Transformacion genética

La transformacion es el proceso por medio del cual una célula bacteriana incorpora ADN
extrafio o fordneo, de esta manera los plasmidos utilizados como vector de clonacion
pueden incorporase al interior de la célula anfitriona. Para esto, la bacteria es tratada con
cationes divalentes (generalmente Ca>" y/o Mg”") que provocan la permeabilidad temporal
a moléculas pequefias de ADN, se dice que la célula se hace competente. Aun bajo las
mejores condiciones, los pldsmidos se establecen solamente en una pequefia poblacion
bacteriana, por lo que las células transformantes deben de ser seleccionadas mediante
marcadores de seleccion, ejemplo de esto es la resistencia a antibioticos."? YExisten
diversos protocolos para producir células competentes y transformacion genética, un
ejemplo de éstos es el protocolo 25 “ Preparation and transformation of competent E. coli
using Calcium Chloride” del manual de laboratorio Molecular Cloning Volume 1 de

Sambrook and Russell.
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2.2.3 Sistema T7 para la expresion de proteinas recombinantes.

Este sistema es ampliamente utilizado para la expresién de proteinas recombinantes en E.
coli. El sistema se basa en el uso de la ARN polimerasa del bacteriéfago T7 para la
transcripcion de la proteina de interés, La ARN polimerasa T7 es altamente selectiva para
el promotor T7 y en principio no transcribe ninguna de las proteinas codificadas en el
cromosoma bacteriano.

Existen cepas de E. coli modificadas que contienen el lisogeno del fago A DE3 que expresa
el gen de la ARN polimerasa T7. Las cepas que han sido modificadas de esta manera son
denominadas con las siglas (DE3) y son utilizadas para la expresiéon de proteinas
recombinantes mediante éste sistema.

Para la expresion de la proteina recombinante debe introducirse a una cepa DE3 el
plasmido que contiene el gen que codifica para la proteina que se desea producir. La
transcripcion del gen contenido en el plasmido debe estar controlada por el promotor T7.19
La adicion al medio de lactosa o de un andlogo como el IPTG, libera al represor lac del
promotor lac, permitiendo la transcripcion del gen de la ARN polimerasa T7. Una vez
expresada, la ARN polimerasa T7 procede a su vez a reconocer al promotor T7 en el
plasmido y a transcribir exclusivamente al gen recombinante. A diferencia de la lactosa, el
IPTG contiene un atomo de azufre que crea un enlace covalente no hidrolizable por la
bacteria lo que evita que éste sea degradado progresivamente tras su adicion. (16)

La Figura 2.2 muestra la regulacion de la transcripcion mediante el uso del operador /ac. La
Figura 2.3 esquematiza el mecanismo de expresion de una proteina recombinante mediante

el sistema T7.

2.2.4 Proteina de fusion

Una proteina de fusion es aquella que resulta de expresar un gen artificial hibrido que
combina dos o mas fragmentos polipeptidicos que no existen juntos en la naturaleza; la
construccion resultante se transcribe y traduce como si se tratase de un solo gen,
produciendo una Unica proteina. Se utilizan para distintos fines que incluyen: 1) afiadir una
etiqueta a una proteina para facilitar su purificacion y/o incrementar su nivel de expresion;
2) producir una proteina que combine las caracteristicas de dos proteinas naturales; 3)
amn

producir una proteina en la que dos actividades diferentes estén fisicamente ligadas.

10
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Es comun expresar una proteina recombinante de interés como proteina de fusion al
afadirle proteinas auxiliares (etiquetas de fusién) que proporcionan ventajas en el proceso
de obtencion de la proteina blanco. Las etiquetas de fusion pueden mejorar la expresion de
la proteina, promover el plegamiento, aumentar la solubilidad, y facilitar los procesos
posteriores de purificacion."® Existen proteinas que son comunmente utilizadas como

etiquetas de fusion, ejemplos de éstas se muestran en la Tabla 2.1

2.2.5 Proteasas

Las proteasas o peptidasas son enzimas que rompen los enlaces peptidicos de las proteinas
adicionando una molécula de agua para hacerlo, por lo tanto se clasifican como
hidrolasas."” Las proteasas pueden clasificarse como endopeptidasas cuando actian en
medio de una cadena polipeptidica o exopeptidasas cuando actian en dipéptidos o
tripeptidos situados al final de la cadena, éstas pueden actuar en el extremo amino terminal
(aminopeptidasas) o en el extremo carboxilo (carboxipeptidasas). ?*

Las proteasas participan en innumerables procesos bioldgicos, entre otros, la coagulacion
sanguinea, algunas partes de la resistencia inmunitaria, la apoptosis e incluso la replicacion
viral. ®%

En técnicas de biologia molecular, se adiciona dentro de la secuencia de la proteina de
fusion un sitio de corte (aproximadamente 7 aminoacidos) para una proteasa en especifico.
Este sitio se encuentra entre las secuencias auxiliares y la proteina de interés, lo que permite
separar la proteina blanco cuando actia la proteasa especifica para ese sitio. Esta estrategia
se utiliza debido a que las proteinas auxiliares pueden influir en el comportamiento de la
proteina blanco, por lo tanto, es deseable retirarlas en algin paso del proceso de
purificacion. '*

Existen varias proteasas que se utilizan para remover las proteinas auxiliares, las mas

comunes se muestran en la Tabla 2.2.
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Figura 2.2. Modelo general de regulacion de transcripcion mediante el uso del operador /ac e IPTG. El
inciso a) muestra la accion de la proteina represora. En ausencia de lactosa, o moléculas analogas como el
IPTG, el represor se encuentra fuertemente unido al operador /ac evitando la transcripcion del gen por la
ARN polimerasa. b) El IPTG se une al represor ocasionando un cambio de conformacion. c) Una vez unido
al IPTG el represor pierde su afinidad por el ADN y se desprende, permitiendo a la ARN polimerasa iniciar
la transcripcion del gen.‘m

Figura 2.3. Mecanismo de expresidon de una proteina recombinante mediante el sistema T7. El gen lac |
codifica al represor lac, el cual es una proteina que se une al operador de lactosa (/lac o) impidiendo la
transcripcion del gen de la ARN polimerasa T7. El IPTG se une al represor lac induciendo un cambio de
estructura que lo hace desprenderse del lac o, una vez libre del represor la transcripcion de la ARN
polimerasa T7 puede llevarse a cabo. A su vez la ARN polimerasa T7 encuentra a su respectivo promotor
en el plasmido y comienza la transcripcion de la proteina recombinante de interés.”
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ETIQUETA DE FUSION NUMERO DE
AMINOACIDOS

CARACTERISTICAS

Proteina de unién a 390
maltosa (MBP)

Facilita la expresidon, la solubilidad y Ila
purificacion al fusionarse ya sea en el extremo
N-terminal o C-terminal de la proteina blanco.
Favorece la expresion de la proteina blanco
tanto en el citosol como en periplasma.
Favorece el plegamiento

Facilita la purificacién ya que puede unirse
fuertemente a azucares tales como amilosa y
dextrina.

Dominio B1 de la 56
proteina G (GB1) de

Streptococcus

sp.

Es una proteina pequefia y altamente soluble
en comparacién con otras comunmente
utilizadas como etiquetas de fusion. Por lo
tanto, al utilizarla como etiqueta de fusion se
obtiene una proteina de fusién altamente
soluble.

Puede mejorar los rendimientos de expresion,
la estabilidad y la solubilidad de la proteina
blanco sin afectar su estructura y funcion. @2

Tabla 2.1. Etiquetas de fusion cominmente utilizadas para expresar proteinas recombinantes como

proteinas de fusion. 13
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ENZIMA DESCRIPCION SITIO DE RECONOCIMIENTO
Enterocinasa Subunidad catalitica de enterocinasa bovina. DDDDK-
Trombina Serin proteasa que convierte el fibrindgeno

en fibrina. LVPR-GS
Factor Xa Serin proteasa que convierte la protrombina a LVPR-GS
trombina. I(E/N)GR-

No se unira en el sitio
seguido por P 6 R

Proteasa TEV Dominio catalitico de una proteina de
inclusion nuclear (Nla) Cistein proteasa del EXXYXQ-(G/S)
virus del tabaco (TEV) Mas comun:
ENLYFQ-X
3C Forma recombinante de la proteasa 3C de EVLFQ-GP

rinovirus humano tipo 14.

Tabla 2.2. Proteasas cominmente usadas para remover proteinas auxiliares de la proteina de fusion."®
Se han mencionado las proteasas que se utilizan mas comunmente (Tabla 2.2), sin embargo,
enzimas como la trombina, el factor Xa y al enterocinasa pueden cortar de forma promiscua
y no especifica. Hoy en dia una de las proteasas mas utilizadas es la proteasa TEV ya que el
uso de ésta ofrece diferentes ventajas. Corta eficientemente, es muy especifica y es activa
en diversas condiciones experimentales, valores de pH, disoluciones amortiguadoras y
temperaturas."® También puede ser producida muy econémicamente en bacteria, a
diferencia de otras proteasas clasicas como trombina y el Factor Xa que son purificadas de

sus fuentes naturales.

2.2.6 Enriquecimiento isotopico.

Las sefiales en RMN de un espectro de 'H de una proteina se traslapan demasiado, por lo
que es necesario incrementar la dispersion de las sefiales en experimentos de 2 y 3
dimensiones. Cuando una proteina esta constituida por mas de 50 aminoacidos se requiere
que los nucleos atomicos presentes en las proteinas sean activos en RMN (es necesario que
posean espin diferente a 0) Sin embargo, la abundancia natural de nucleos activos como "N
y °C presentes en las proteinas es muy baja y por esta razoén se recurre a técnicas de

. , , . . , ., 24
biologia molecular para obtener proteinas enriquecidas con éstos isotopos.**

14



@rtecedentes

Para obtener proteinas marcadas isotopicamente se hace crecer a la cepa de expresion en un
medio minimo, el cual proporciona los nutrimentos minimos necesarios para el crecimiento
y desarrollo bacteriano, de esta manera se obliga a la célula a incorporar las Unicas fuentes
de nitrogeno y carbono presentes en el medio. Para éste fin se utilizan sales que contienen
N, por ejemplo; *NH4Cl o ("’NH,),SO; y una fuente de carbono °C, la cual generalmente
es *C-Glucosa y en algunos casos suele utilizarse *C-Glicerol.

Generalmente las proteinas marcadas isotopicamente se obtienen haciendo crecer a la cepa
de expresion en un medio minimo que contiene una solucion amortiguadora que prevenga
la acidificacion excesiva del medio de cultivo, metales necesarios para el metabolismo
bacteriano tales como Mg*" y Ca®"y algunos metales de transicion en pequefias cantidades,
asi como las fuentes de nitrégeno y carbono ya mencionadas.”” El medio minimo PG ha
sido especificamente disefiado para el optimo aprovechamiento de reactivos enriquecidos
que permitan el enriquecimiento isotopico de las proteinas expresadas.

El crecimiento bacteriano en un medio minimo generalmente es lento, lo cual puede
resultar en una disminucién en la expresion de la proteina dada por produccion de
sustancias que pueden ser citotoxicas para la célula. Por éste y otros motivos se ha disefiado
una estrategia que ofrece diversas ventajas en la produccion de proteinas marcadas
isotépicamente.(26) Esta estrategia consiste en generar la biomasa celular para la expresion
de la proteina en medio de cultivo rico (medio LB), posteriormente obtener el paquete
celular y transferirlo a % de volumen de medio minimo el cual contiene los reactivos
enriquecidos y en el cual se hace la inducciéon para la produccion de la proteina. Esta
estrategia ofrece la obtencion de altos rendimientos de proteina marcada isotopicamente asi

.y . <z 2
como una reduccion en los tiempos de produccion y en los costos. (26)

2.3 PURIFICACION DE PROTEINAS

2.3.1 Cromatografia de afinidad metal-quelato *”

Las proteinas recombinantes pueden ser adicionadas con una secuencia de 6 histidinas que
permite la purificacion mediante cromatografia de afinidad metal-quelato. Los grupos
imidazolicos presentes en las histidinas forman complejos con iones metalicos tales como

el niquel Il y el cobalto II.
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Los iones metalicos se fijan a la fase estacionaria de una columna cromatografica por
medio de grupos quelantes que a su vez estan unidos covalentemente a perlas de algin
carbohidrato insoluble. Al pasar una mezcla de proteinas a través de la columna
cromatografica, quedaran retenidas aquellas que puedan formar complejos con los iones
presentes en la columna.

Algunas proteinas presentes en la naturaleza pueden quedar retenidas en la columna, al
igual que las proteinas recombinantes que presentan una cola de histidinas. La elucion de
las proteinas que han sido retenidas en la columna se hace utilizando una disolucién
amortiguadora que permita modular la afinidad de las proteinas por el niquel, generalmente
se utilizan disoluciones amortiguadoras con un agente quelante como el imidazol. Se
pueden aplicar gradientes de concentracion de imidazol en los que las proteinas con baja
afinidad por el niquel eluyen en concentraciones bajas de imidazol y la proteina
recombinante que presenta gran afinidad por el niquel eluye en una concentracion mayor de
imidazol. De esta manera, se realizan lavados para separar la proteina recombinante del
resto de las proteinas que pudieron ser retenidas.

Este tipo de cromatografia se sugiere como primer paso de purificacion y puede ser
utilizado para la purificacion de proteinas en su forma nativa, asi como en condiciones

desnaturalizantes.

2.3.2 Cromatografia Liquida de Alta Presion (HPLC) @8)

La cromatografia liquida de alta presion (HPLC) es una técnica de separacion utilizada para
determinar o purificar componentes de una mezcla compleja basandose en interacciones
quimicas entre la fase estacionaria de la columna cromatografica y las sustancias
analizadas. En éste tipo de cromatografia, la fase movil es bombeada a alta presion. La
utilizacion de presion en éste tipo de cromatografias incrementa la velocidad lineal de los
compuestos dentro la columna y reduce asi su difusion dentro de la columna, mejorando la
resolucion de la cromatografia.

La cromatografia en fase reversa (RP-HPLC) es una de las herramientas que se ha utilizado
extensamente en separaciones de muestras bioquimicas. Este tipo de cromatografia
aprovecha las propiedades hidrofobicas que generalmente estan presentes en las proteinas.

Explota el aspecto tinico en la estructura de péptidos y proteinas, de modo que tanto la
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union de éstos como la elucion de la matriz son muy selectivas y estdn dadas
principalmente por interacciones débiles de Van der Waals. El poder de resolucion de esta
técnica permite en la mayoria de los casos una separacion total de moléculas casi idénticas
permitiendo la separacion de péptidos y proteinas que difieren Unicamente en un
aminodcido.

En cromatografia de fase reversa la fase estacionaria es no polar e hidrofobica, la fase
movil inicial es polar, por ejemplo agua, con la cual eluyen de la columna las moléculas
que casi no interactuan con la columna. Posteriormente, para eluir las moléculas que han
interactuado con mayor fuerza, se utiliza una fase movil menos polar; por ejemplo, una fase
que incluya metanol, isopropanol o acetonitrilo. Los solutos eluyen en orden creciente de
hidrofobicidad o en orden decreciente de la carga neta, grado de ionizacion o capacidad de
formacion de puentes de hidrogeno.

Generalmente para la elucion de péptidos y proteinas se realiza una elucion en gradiente y
no una elucion isocratica. Es comun utilizar un gradiente de agua: acetonitrilo comenzando
la purificacion en una concentracion baja de acetonitrilo. Generalmente se adiciona acido
trifluoroacético (TFA) a la fase movil, esta adicion produce un decremento del pH en la
fase movil (pH<4) con el cual se evita la interaccion de residuos cargados en la proteina
con grupos silanos libres presentes en la matriz cromatografica, ya que a valores de pH
menores a 4 los grupos silanos no se encuentran cargados. El TFA también interactua con
las proteinas acrecentando su caracter hidrofobico y aumenta la interaccion entre las
proteinas y la fase estacionaria permitiendo una mejor separacion de las mezcla de

péptidos.

2.4 RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE PROTEINAS ®¥

La RMN es un fenomeno que se observa cuando ciertos nucleos atdmicos en presencia de un
campo magnético estable son expuestos a otro campo magnético variable. La espectroscopia de
RMN utiliza éste fendmeno para obtener informacion del entorno quimico que rodea a éstos
nucleos atdmicos y por lo tanto resulta muy Util para la determinacion de estructuras de
moléculas sencillas y complejas, asi como para el estudio de interacciones y dindmica a nivel

molecular.
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Para experimentar el fenomeno de RMN un nucleo tiene que poseer espin. El espin es una
propiedad fundamental de las particulas, asi como la carga y la masa, y puede ser interpretado
como un pequefio campo magnético. Las particulas subatomicas tienen espin asi como ciertos
ntcleos atdmicos tales como el 'H, °C, °N, °F y 31p.
Al momento de introducir &tomos con espin nuclear en un campo magnético externo fijo, el
nucleo se comporta como un pequeiio iman y tiende a orientarse, ya sea a favor (baja
energia) o en contra (alta energia) de campo magnético externo, con una ligera preferencia
a alinearse a favor. El nticleo puede pasar del estado de baja energia al de alta energia
mediante la absorcion de un fotoén con la energia exacta entre los dos niveles; de la misma
manera un nucleo puede pasar del nivel de alta energia al de baja energia mediante la
emision de un fotoén. La diferencia de energia entre éstos dos niveles (AE) corresponde a
radiacion electromagnética de la region de las radiofrecuencias y esta dada por la relacion:
AE=hyB0/2n
donde /4 es la constante de Planck, y es la constante giromagnética que depende de cada
nucleo y B0 es el campo magnético externo fijo. Siendo / y 2w constantes universales, esta
relacion indica que la diferencia de energia entre los dos niveles depende inicamente del
valor del BO y del nucleo del que se trate, asimismo dado un mismo campo magnético, pero
diferentes nucleos, la frecuencia de la radiacion cambia. Ahora, si se aplica un pulso
electromagnético al sistema y la energia del pulso es igual a AE se dice que el sistema entra
en resonancia.
En un campo magnético determinado se esperaria que todos los 'H absorban a la misma
frecuencia de radiacion; sin embargo, existen pequefias variaciones (del orden de las
centenas o millares de Hz) en las posiciones exactas de excitacion para cada ntcleo de la
misma especie quimica. Estas variaciones son provocadas por los campos magnéticos
locales y especificos generados por la densidad electronica local que rodea a cada nticleo. A
la posicion en donde se observa la excitacion de cada nucleo se le conoce como
desplazamiento quimico, el cual es empleado para identificar cada tipo de ntcleo en una
molécula y se mide en partes por millon.
En moléculas pequeiias, la determinacion del desplazamiento quimico puede ser suficiente
para la determinacion estructural de la molécula; sin embargo, a medida que se incrementa

el nimero de nucleos, la sobreposicion de sefiales aumenta. Esto es lo que ocurre en el caso
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de las proteinas, en las que el nimero de nucleos es muy grande y las sefiales se traslapan
impidiendo la interpretacion de los espectros.

Ademas del desplazamiento quimico, existen dos propiedades espectroscOpicas
fundamentales para la interpretacion de los espectros, el acoplamiento escalar y el
acoplamiento dipolar.

El acoplamiento escalar se representa como la influencia que ejerce un nucleo activo en
RMN sobre otro activo a través de los enlaces. Al tener dos nucleos acoplados
indirectamente, uno de ellos siente a través de los enlaces quimicos un incremento o
decremento del campo magnético debido al espin a favor o en contra del nucleo vecino. El
acoplamiento escalar se observa generalmente de 1 a 3 enlaces de distancia y no se
manifiesta entre nucleos equivalentes. Este tipo de acoplamiento indica la presencia del
numero de nicleos vecinos. Este fenomeno origina que las sefales en los espectros se
desdoblen y aparenten ser mas complejas.

El acoplamiento que se presenta a través del espacio se le llama dipolar, esto es, solo se
requiere de su proximidad espacial y depende de la orientacién con respecto al campo
magnético. En disolucion éste acoplamiento no se observa, dado que el promedio de los
diferentes acoplamientos en moléculas que se encuentran en movimiento aleatorio con
respecto al campo magnético se promedian obteniendo un valor de cero. Pese a ello, éste
acoplamiento se manifiesta a través del efecto nuclear Overhauser (NOE por sus siglas en
inglés)

Debido al traslape de las sefiales en los espectros monodimensionales de una proteina, se
requiere obtener espectros de RMN en dos y en tres dimensiones para la interpretacion de
los espectros y la determinacion de la estructura. Los experimentos de RMN en dos
dimensiones se clasifican como homonucleares y heteronucleares. Los experimentos
homonucleares muestran la correlacion entre nucleos 'H. Ejemplo de éste tipo de
experimentos son los experimentos COSY, TOCSY y NOESY. En cada uno de los
experimento se muestran diferentes tipos de correlacion entre los ntcleos.

Los experimentos heteronucleares muestran la correlacion entre nucleos distintos.
Frecuentemente los nucleos que se correlacionan en una muestra proteica son los 'H con los
>N y/o con los °C. Cuando la correlacion es a un enlace de distancia, los experimentos se
llaman HSQC o HMQC, si son a dos o mas enlaces de distancia el experimento se llama
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HMBC. Este tipo de espectros ayudan a identificar cada una de las sefiales de proton. Sin
embargo, en la naturaleza los isotopos '’N y °C no son abundantes por lo que se requiere la
obtencion de muestras de proteinas marcadas isotopicamente mediante el uso de biologia
molecular. La RMN ha sido empleada mediante la modalidad del experimento HSQC para
corroborar la expresion, rendimiento, solubilidad y plegamiento en cuestion de horas, desde

que se inserta el gen, hasta que se obtiene el experimento de RMN. ¢?

2.5 NAMLA AMIDASAS.

La pared celular bacteriana es una estructura presente en la mayoria de las bacterias. Es una
capa semirrigida responsable de la configuracion de la célula, se localiza en el exterior de la
membrana plasmatica, protegiendo a esta y al interior de la célula de los cambios adversos
del medio externo. Su principal funcidon es evitar la ruptura de la célula bacteriana.
Quimicamente la pared celular se compone principalmente de peptidoglicano, la
disposicion de este y la proporcion presente en la pared celular permite establecer
diferencias entre los principales tipos bacterianos. Clinicamente la pared celular reviste
importancia porque contribuye a la virulencia de algunas especies bacterianas y es el sitio
de accion de algunos antibioticos. ©”

La mayoria de las bacterias producen enzimas que hidrolizan el peptidoglicano bacteriano.
Existen diferentes hidrolasas de peptidoglicano que quimicamente se clasifican como
glicosidasas y amidasas. 7

Las hidrolasas de peptidoglicano actiian especificamente y tienen diversas funciones, por
ejemplo, son utiles para el metabolismo bacteriano, regulan el crecimiento de la pared
celular, regulan la separacion de las cé€lulas hijas durante la division celular, participan en la
formacion de los poros en los que se encuentran los flagelos y el pili, participan en la
ruptura del peptidoglicano durante la formacion y germinacién de las esporas bacterianas.”
Las N-acetilmuramoil-L-alanina (NAMLA) amidasas son proteinas modulares que
degradan el peptidoglicano bacteriano actuando entre el extremo amino terminal del
residuo de alanina y el 4cido N- acetilmuramico® de la estructura del peptidoglicano

(Figura 2.4), al ser hidrolasas de peptidoglicano participan en los procesos antes

mencionados. Las NAMLA amidasas también se encuentran presentes en animales, donde
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constituyen parte importante del sistema de defensa antibacterial ) y también en algunos

virus que atacan a las bacterias. (" ®©®

2.5.1 Peptidoglicano

El peptidoglicano (PGN) es el componente mayoritario de la pared celular bacteriana.
Tanto en bacterias gran positivas como gran negativas (Figura 2.4). Quimicamente, el
peptidoglicano esta constituido por secuencias repetidas de N-acetilglucosamina (Glc Nac)
y acido B-(1-4)- N-acetilmuramico (Mur Nac) entrecruzados por cadenas de aminoacidos
atadas a los residuos acido N- acetilmuramico. El primero y segundo aminoécidos de la
cadena suelen ser L-alanina y D-glutamina o isoglutamina, mientras que el tltimo residuo
suele ser D-alanina. En cocos gram positivos (ej. especies de Staphylococcus 'y
Streptococcus) el tercer residuo de la cadena suele ser una lisina (PGN tipo Lys) y en
bacterias gram negativas, asi como en algunas especies gram positivas el tercer residuo es
un meso-diaminopimelato (mDAP). (ej. Especies de Bacillus y Listeria). "

Sin embargo, la estructura del peptidoglicano puede modificarse de una especie a otra ()

y puede verse modificada en respuesta a cambios en las condiciones del crecimiento

. . et e . 1
bacteriano como puede ser la presencia de antibioticos en el medio. "

a) Peptidoglicano tipo Dap
(Escherichia coli)
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Figura 2.4. Estructura del peptidoglicano tipo Dap (a) y tipo Lys (b) ? La flecha roja muestra el sitio en el

cual actuan las NAMLA amidasas.

21



@rtecedentes

2.5.2 Clasificacion de las NAMLA amidasas

Las amidasas de peptidoglicano se clasifican por la similitud de sus secuencias en familias
y por criterios estructurales en grupos de plegamiento. En esta clasificacion, las amidasas
de un mismo grupo de plegamiento pertenecen al mismo tipo catalitico; pero, cada tipo
catalitico puede comprender diferentes grupos de plegamiento. Las amidasas de
peptidoglicano se clasifican en metalopeptidasas, cistein peptidasas y serin peptidasas.

Las NAMLA amidasas estan clasificadas dentro de las metalopeptidasas. De acuerdo con la
secuencia de aminoacidos del dominio enzimatico se dividen en dos familias, familia
Amidasa 2 (T7 lisozima) y familia Amidasa 3 (Carboxipeptidasa T).

La familia Amidasa 2 es la mejor estudiada de las dos porque se encuentra presente en
todos los animales, ademés de bacterias y bacteri6fagos; existen mas de 20 estructuras
resueltas en la base de datos PDB (Protein Data Bank). El dominio enzimatico Amidasa 2
consiste en una lamina  formada de cinco hebras y rodeada de tres a- hélices.

La familia Amidasa 3 solo esta presente en bacterias y por lo tanto ha despertado menos
interés, solo existen 5 estructuras (Cédigos PDB 1JWQ, 1XOV, 3CZX, 3NE8 y 3QAY) y
tres de ellas fueron resueltas automdaticamente en iniciativas de gendémica estructural. La
topologia del dominio enzimatico Amidasa 3 consiste en una lamina 3 formada de seis
hebras y rodeada de cinco o seis a- hélices.

La Figura 2.5 muestra un ejemplo de la estructura secundaria del dominio enzimatico tipo
Amidasa 2 y un ejemplo del dominio enzimatico tipo Amidasa 3.

En ambas familias el sitio activo incluye un catién Zn>" coordinado por dos histidinas.
Otros residuos menos conservados que también se encuentran comunmente coordinando al

Zn*" incluyen aspartato, glutamato y en la familia Amidasa 3 también cisteina y lisina.

2.5.3 NAMLA amidasas como blancos para combatir enfermedades bacterianas
Actualmente, la resistencia a antibidticos es un problema que va en aumento. Una posible
causa de la resistencia de las bacterias se debe al uso indiscriminado de los antibioticos, por
lo tanto las bacterias pueden adquirir rdpidamente resistencia a esas drogas. Por esta razon,
en la actualidad se ha dado prioridad a otras 4reas de investigacion; por ejemplo, al
desarrollo de farmacos cardiovasculares, los cuales se administran de por vida, en
“4)

comparacion con los antibidticos que se utilizan de manera transitoria.
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Actualmente, los antibidticos que existen en el mercado intervienen en cuatro procesos
bacterianos esenciales, los cuales se encuentran bien identificados; estos procesos son: la
sintesis de proteinas, la sintesis de acidos nucleicos, la sintesis de la pared celular y la
sintesis de los folatos. El proceso de division celular bacteriana es esencial; sin embargo, no

ha sido blanco para los antibiéticos probados clinicamente.

a) Estructura secundaria del dominio
enzimatico de la endolisina PlyL del profago de
Bacillus anthracis ( dominio tipo Amidasa 2)

b) Estructura secundaria del dominio
enzimatico de la NAMLA amidasa CwlV de
Bacillus polymyxa ( dominio tipo Amidasa 3)

N

Figura 2.5. a) Estructura secundaria del dominio enzimatico de la endolisina PlyL del profago de Bacillus
anthracis con cédigo PDB 1YBO .Es un ejemplo de la estructura secundaria de un dominio enzimatico de la
familia Amidasa 2; se aprecia una lamina B formada por 5 hebras rodeada por a- hélices. b) Estructura
secundaria del dominio enzimatico de la NAMLA amidasa CwlV de Bacillus polymyxa con cédigo PDB
1JWQ. Es un ejemplo de la estructura secundaria de un dominio enzimatico de la familia Amidasa 3  se
aprecia una lamina B formada por 6 hebras rodeada por 6 a hélices. En ambas estructuras se muestran los
extremos amino y carboxilo terminal.

Las hidrolasas de peptidoglicano intervienen en el proceso de division celular, en la ruptura
del peptidoglicano para la separaciéon de las células hijas durante la mitosis. Estas, al igual
que otras proteinas que participan en este proceso, son blancos terapéuticos para combatir
enfermedades bacterianas. Particularmente, existe una NAMLA amidasa de E.coli llamada
Ami C, la cual se sabe que es fundamental para la division del peptidoglicano durante el
proceso de division celular'”; adicionalmente se sabe que Ami C es una amidasa que se
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encuentra presente en un gran nuimero de bacterias, incluyendo bacterias patdgenas de
. . ;1 (4

importancia médica”

Se piensa que el proceso de division celular puede inhibirse con el uso de inhibidores que

, , .. . )

actuen sobre las proteinas que participan en dicho proceso.

Por otra parte, se ha propuesto el uso de hidrolasas que degradan la pared celular bacteriana
como posibles antibacterianos para combatir infecciones causadas por bacterias patogenas

que presentan resistencia a los antibidticos actuales. *"

2.5.4 Dominios de reconocimiento de carbohidratos relacionados con la familia
Amidasa 3.

La familia Amidasa 3 en PFAM incluye miles de proteinas distribuidas en 173
arquitecturas, la gran mayoria de ellas compuestas por un dominio enzimatico Amidasa 3 y
uno o mds dominios de reconocimiento de carbohidratos, peptidoglicano y/o de otros
componentes de la pared celular. Entre los dominios de reconocimiento de carbohidratos
y/o peptidoglicano mejor caracterizados se encuentran: SPOR, SLH, PG-binding-1, PG-
binding-2, PG- binding-3 (miembros del clan PGBD), Lys M, CW-binding-1, CW-binding-

2 y el dominio Amidasa 2-C.®?

2.5.5 Dominios de reconocimiento de carbohidratos. ¢

Muchas enzimas activas frente a carbohidratos son proteinas modulares que estan
compuestas de dominios cataliticos unidos a uno o mas dominios no cataliticos de uniéon a
carbohidratos (CBMs). Los CBMs se unen a una amplia gama de polisacaridos, tanto
solubles como insolubles; su funcion principal es dirigir al dominio catalitico a su sustrato
especifico. Los CBMs se unen a sus ligandos con alta especificidad y afinidad, por lo que
resultan ser excelentes modelos para estudiar los mecanismos de interaccion proteina-
carbohidrato.

Estudios estructurales demuestran que el plegamiento encontrado comuinmente para los
CBMs es de B- sandwich. En dichas proteinas se encuentran iones metalicos que

contribuyen a la estabilidad de la estructura.
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Se ha propuesto una clasificacion de tres categorias para los CBMs que se basan en la union
al sustrato: Tipo A o CBMs de unién a superficie, tipo B o CBMs de union a cadenas de
glicano y tipo C o de union a azicares pequefios.

Los CBMs tipo A incluye familias de proteinas que se unen altamente a la celulosa
cristalina y a la quitina. El sitio de unidn estd compuesto por residuos aromaticos, muestra
una arquitectura plana que se piensa es complementaria a la superficie de los cristales de
celulosa y quitina. Este tipo de CBMs muestra poca o ninguna afinidad por carbohidratos
solubles. En los CBMs tipo B los sitios de union se describen como hendiduras y
comprenden varios subsitios capaces de adaptarse a las unidades individuales de azucar del
ligando polimérico. Al igual que en el tipo A los ligandos son reconocidos por residuos
aromaticos. Las cadenas laterales de tirosina, triptéfano y fenilalanina pueden formar
plataformas planas, espirales o sandwich para la union del ligando. Finalmente, los CBMs
tipo C tienen la propiedad, al igual que la lectina, de unirse 6ptimamente a mono, di 6
trisacaridos y por lo tanto carecen de sitios de unidon extendidos tipo hendidura como los

observados en los CBMs tipo B.

2.5.6 Dominio Amidasa 2-C de una NAMLA amidasa presente en Bacillus

El dominio Amidasa 2-C es un dominio de reconocimiento de carbohidratos, tiene una
longitud aproximada de 50 aminoacidos y se encuentra presente en bacterias y virus. Hasta
el momento se conocen cuatro arquitecturas proteicas en las que se encuentra presente: en
forma aislada, o en combinacion con tres dominios de hidrolasas (glicosil-hidrolasa 25,
Amidasa 2 y Amidasa 3). ¥ Actualmente, el dominio Amidasa 2-C ha sido muy
pobremente estudiado y su blanco de reconocimiento no es conocido, razon por la cual es
importante y novedoso caracterizarlo.

El domino Amidasa 2-C que se caracterizO en este trabajo pertenece a una NAMLA
amidasa 3 proveniente de B. cereus (Uniprot Q736Q1 BACCI1). ® Esta proteina esta
constituida por 244 residuos, con un dominio Amidasa 3 en el extremo N-terminal y un el

dominio Amidasa 2-C en el extremo C-terminal (Figura 2.6).
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MARYSLHGGHNSIVQGANFGNRKEHVLDRQVKDAVATK
LRSLGHTVYDDTDEVGTTQSQNLNNIIRNSNSHAVDLVIS

FHLNASDGNGQGVEVLYYDQKDLAAKISAQLAKDIGWR

DRGAKQRTDLAVLNGTKAPAILIELGFIDNESDMAKW NV

DKIANSIVFALTGQTGGGATDLLKVKTGGVAFSNLOALAQ
AMVDAGIDGQIVVQKDGIGYAITNGYPSGNIDKFTAWLD
ARKWYYEYLR

Figura 2.6. Estructura primaria de la N- acetilmuramoil L- alanina amidasa de Bacillus cereus
(Q736Q1_BACC1). La secuencia representada con letras rojas corresponde a la secuencia de aminoacidos
del dominio enzimatico Amidasa 3, la secuencia representada en letras azules corresponde a la secuencia
de aminoacidos del dominio de reconocimiento de peptidoglicano Amidasa 2-C y la secuencia
representada en letras negras es la secuencia de aminodacidos que une al dominio enzimatico Amidasa 3
con el dominio de reconocimiento de peptidoglicano Amidasa 2-C.

2.5.7 Estudios bioinformaticos del dominio Amidasa 2-C de Bacillus

Desde décadas anteriores se han desarrollado una serie estrategias in silico que permiten
hacer una modelo de la estructura terciaria de una estructura primaria extrayendo
informacion de proteinas homoélogas de estructura tridimensional conocida. Una de estas
metodologias se conoce como enhebrado o “threading” y consiste primero en detectar una o
mas estructuras homologas a la secuencia de interés utilizando informacion sobre
similitudes en la secuencia de aminoacidos y predicciones de la estructura secundaria. Una
vez seleccionada una o mas proteinas homdlogas, a las que se les denomina estructuras
molde, el modelo tridimensional de la secuencia blanco se construye transfiriendo las
coordenadas de las regiones equivalentes entre las dos proteinas y después construyendo las
secciones disimilares por métodos de dinamica molecular.

Se obtuvo un modelo por homologia del dominio Amidasa 2-C. El modelo se hizo en el
servidor I- TASSER ONLINE Protein Structure & Function Predictions ®*. El algoritmo
utilizado por este servidor tomo6 10 proteinas homdlogas como moldes para estimar la
estructura tridimensional.

En la Figura 2.7 se muestra el modelo por homologias del dominio Amidasa 2-C obtenido
por el servidor. La estructura molde detectada por el servidor tiene el nimero de acceso en

PBD 2148, pertenece al dominio de reconocimiento de carbohidratos de una NAMLA
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Amidasa 2 de bacteriofago conocida como PlyG (Uniprot Q8LTEG6), desafortunadamente
no existe ningun articulo asociado con esta estructura. El porcentaje de identidad entre el
dominio Amidasa 2-C y la estructura 2148 es de tan solo 22%, por lo que es de esperarse
de que la estructura tridimensional experimental del dominio Amidasa 2-C de Bacillus

difiera en algunos aspectos.

al

B2
1
N " B3

b) ¢ e

KVKTGGVAFSNLQALAQAMVDAGIDGQIVVQK
DGIGYAITNGYPSGNIDKFTAWLDARKWYYEYVR

Figura 2.7. a) Estructura secundaria tedrica del dominio Amidasa 2-C obtenida en el I- TASSER ONLINE
Protein Structure & Function Predictions; b) Secuencia primaria del dominio Amidasa 2-C.

Se muestra una secuencia de elementos de estructura secundaria (hebra B1 - hélice a 1 - hebra B2 - hebra
B3 - hélice a 2- hebra B4, en donde todas las hebras forman una lamina beta antiparalela $233B1B4. En el
modelo de la estructura secundaria se muestran los extremos amino y carboxilo terminal (N y C
respectivamente)

La secuencia de los elementos de estructura secundaria que presentan los dominios
Amidasa 2-C (hebra B1 - hélice a 1 - hebra B2 - hebra 3 - hélice a 2- hebra 4, en donde
todas las hebras forman una lamina beta antiparalela B2B3B1B4) es semejante a la
presentada por otro dominio de reconocimiento de carbohidratos conocido como SPOR
(Mark A Williams, Birkbeck, University of London, comunicado personal), el cual forma
parte de proteinas implicadas en la esporulacion y la division celular ®*. En la Figura 2.8 se

muestran las dos estructuras conocidas de dominios tipo SPOR (con cédigos PDB 1UTA y
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1X60) y el modelo obtenido para el dominio Amidasa 2-C. En esta se observa la similitud

estructural que pudiera existir entre estos dominios.

a) Dominios b)
SPOR

1UTA C
c 1X60

Dominio Amidasa
Figura 2.8. a) Estructura tridimensional con cédigo PDB 1UTA, b) Estructura tridimensional con cédigo PDB
1X60. Ambas estructuras se encuentran clasificadas dentro del dominio tipo SPOR. c) Estructura

tridimensional tedrica del dominio Amidasa 2-C. Se aprecia una secuencia de elementos en la estructura
secundaria (hebra B- hélice a - hebra B- hebra B- hélice a - hebra ) muy similar en las tres proteinas.

El alineamiento de la secuencia de aminoacidos de las proteinas tipo SPOR (Acely Garza
Garcia, MRC National Institute for Medical Research, Reino Unido, comunicado personal)
con la secuencia de aminoacidos del dominio Amidasa 2-C (Figura 2.9) muestra que la
cantidad de aminoécidos iguales entre las secuencias es baja; sin embargo, existe una
conservacion razonable de las caracteristicas quimicas de la posicion en la secuencia, lo que
sugiere una similitud entre estas proteinas. Existe entonces la posibilidad de que el universo
de dominios de reconocimiento de carbohidratos sea menos diverso de lo que sugiere una
simple comparacion de secuencias de aminoacidos y que las relaciones que existen entre las

diferentes familias sean solo evidentes al nivel de estructura terciaria. Sea este el caso o no
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solo resultara evidente a medida de que mas estructuras tridimensionales de reconocimiento

de carbohidratos sean resueltas.

U

1UTA DER mev i nAEr:m *.’RAQLAFEGF KI.NN nww Wi- npvmqr MM'TN(IRLMGG
GiDK |AWL
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Figura 2.9 Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de las proteinas tipo SPOR con la secuencia de
aminoacidos del dominio Amidasa 2-C. Los aminoacidos polares se encuentran en color verde; los
hidrofébicos en azul cielo; los acidos en color morado; los basicos en color rojo; la histidina y tirosina se
muestran en color cian; la glicina en color naranja y la prolina en color amarillo. Se muestra una
conservacion de las caracteristicas quimicas de la posicion en la secuencia.
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3. METODOLOGIA

3.1 EXPRESION DE LA PROTEINA DE FUSION GB1-AMIDASA 2-C EN E. coli
Rosetta

Para poder obtener el dominio Amidasa 2-C recombinante se cuenta con el gen que codifica
para dicha proteina, el gen estd inserto en un plasmido modificado a partir del plasmido
comercial pET24d (Novagen). Este derivado fue generado en el Laboratorio Europeo de
Biologia Molecular en Heidelberg, Alemania por Gunter Stier. La construccion del plasmido
consiste en el gen fusionado a una serie de secuencias auxiliares que facilitan la expresion y la
purificacion de la proteina. Una vez aprovechadas las propiedades de las secuencias auxiliares
deben retirarse por lo que la proteina de fusion incluye un sitio de reconocimiento para una
proteasa especifica que corta a la proteina de fusion liberando a la proteina objetivo de las

secuencias auxiliares.

Resistenciaa Kanamicina.
ResistenciaRekgwiNabiitRrag $acanRiinana.
PromotorT7

o IET

6xHis

g E B
Fib.m %ﬁ.o ggggr?{je deé&EV

J HnJ" 'ija

fle corte deTB\bminio amlcFasa 2C
Q

“Mﬁ h lf \‘ 'l 'i INM“/}?:“
IK] e

Gk rﬁ":"’?ﬂ«r

MKHHHHHHPMKQYKLILNGKTLKGETTTEAVDAATAEKVFKQYANDNGVDGEWTYDDATKTFTVTEGSGSGSENLYFQGAM
GKVKTGGVAFSNLQALAQAMVDAGIDGQIVVQKDGIGYAITNGYPSGNIDKFTAWLDARKWYYEYVR

Figura 3.1 Se muestra la construccion del plasmido utilizado para la expresidon de la proteina de fusion, asi
como la secuencia de aminoacidos. El plasmido cuenta con una secuencia de DNA que le confiere a la cepa
de expresion resistencia a kanamicina, una secuencia codificante para el promotor T7 y la secuencia que
codifica para la proteina de fusion.

La proteina de fusion consta de la secuencia de aminoacidos mostrada en la Figura 3.1. El color
morado representa la secuencia de 6 histidinas consecutivas (6xHis) que facilitan la

purificacion de la proteina de fusion por la columna de afinidad metal-quelato, en naranja se
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muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina GBI, la cual favorece la solubilidad y
estabilidad del dominio Amidasa 2-C, en color azul se muestra la secuencia de aminoacidos que
son reconocidos como sitio de corte para la proteasa TEV y la secuencia de aminoacidos del
dominio Amidasa 2-C esta representada en color rosa.

Existe una amplia variedad de cepas aptas para la expresion de proteinas utilizando el sistema
T7. En este caso se probo la expresion de la proteina de fusion en E. coli Rosetta (DE3) y se
observo un buen nivel de expresion.

Para lograr la expresion de la proteina de fusion por la bacteria es necesario introducir el
plasmido mostrado en la Figura 3.1 en células competentes de E. coli Rosetta (DE3) mediante
el proceso de transformacion bacteriana (APENDICE A). Dicha cepa de expresion presenta
resistencia al cloranfenicol, por lo tanto, después del proceso de transformacion se seleccionan
las colonias bacterianas que se desarrollan en presencia de kanamicina y cloranfenicol ya que
dichas colonias son las que han adquirido el plasmido que codifica para la proteina de fusion.
La expresion de las células transformadas es inducida mediante la adicion de isopropil-B-D-1-
tiogalactopirandsido (IPTG) al medio de cultivo. Esta induccion es la sefial para la produccion
paulatina de la proteina de fusion, llegando a un maximo en un tiempo desconocido. Para saber
el tiempo en el cual la produccion de proteina es maxima, se fija la temperatura de crecimiento
e induccidn y se realiza una cinética de expresion por 24 horas tomando muestras a tiempos
determinados y analizando éstas mediante electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia

de dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE).

3.1.1 Expresion en medio Lysogeny Broth (LB)

El medio LB (APENDICE B) contiene aminoéacidos como fuente de nitrogeno y de energia asi
como otras moléculas complejas tales como nucledsidos y vitaminas, por lo tanto es
considerado un medio rico en donde las bacterias no tienen que sintetizar de novo todas las
biomoléculas necesarias para su metabolismo. Esto se refleja en mayores velocidades de
crecimiento y generalmente mejor expresion de proteinas recombinantes. En este medio se
realiza la expresion de la proteina sin enriquecimiento isotdpico para hacer la caracterizacion de
la proteina.

Se hace crecer a las células las células hasta que alcanzan un valor de densidad oOptica igual a
0.7 a 600 nm, en este momento se hace la induccion anadiendo IPTG y se incuba a la

temperatura Optima de crecimiento bacteriano 37 °C, la cual puede o no coincidir con la
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temperatura 6ptima de expresion

3.1.2 Expresion en medio minimo PG

En este medio de cultivo se realiza la expresion de la proteina doblemente marcada (°N, *C-
Amidasa 2-C) debido a que este medio de cultivo contiene los requerimientos minimos
nutricionales para el crecimiento y desarrollo celular, de esta manera se obliga a la célula a
utilizar moléculas simples como NH," y glucosa para sintetizar todas las biomoléculas
necesarias para su metabolismo, y de esta manera incorporar los nucleos marcados en la
proteina que se desea estudiar. En el medio PG estan optimizadas las concentraciones de reactivos
enriquecidos en el medio de cultivo para su Optimo aprovechamiento en el enriquecimiento
isotopico.*

Se probd la expresion de la proteina de fusion utilizando dos metodologias diferentes
(Expresion en medio PG y expresion en medio PG con reduccion de volumen), esto con la
finalidad de comparar las diferencias en la obtencion de la proteina de fusion y asi hacer la
eleccion de la técnica mas conveniente. Se realizd un monitoreo de expresion con ambas
técnicas a 30 °C y 37 °C, los resultados se evaluaron mediante SDS-PAGE. Se aislo la proteina
de fusion, se purifico por columna de afinidad metal-quelato y se cuantific6 mediante la técnica
de Bradford.

La metodologia de expresion en medio PG consiste en preparar un cultivo celular crecido en
medio minimo PG por una noche previa a la induccién, esto para obtener una masa celular
suficiente y adaptada el medio en el cual se hard la induccion, de modo que la densidad de
induccion se alcance en un tiempo razonable. Posteriormente el cultivo de toda la noche se
pone en un volumen mayor de medio PG hasta alcanzar una densidad 6ptica de 0.7 a 600 nm,
se hace la induccion con IPTG y se incuba a la temperatura a la cual se probara la expresion.

La expresion en medio PG con reduccion de volumen consiste en crecer a las células en medio
LB hasta un valor de densidad optica igual a 0.7 a 600 nm, cuando se alcanza este valor, se
centrifuga el cultivo celular para quitar los deshechos metabolicos que pudieran resultar toxicos
para las células y que acidifican el medio se obtiene el paquete celular y se lava con disolucion
amortiguadora de fosfatos del medio minimo, posteriormente, se resuspende el paquete celular
en % de volumen inicial con disolucion amortiguadora de medio minimo sin fuentes de carbono
y nitrégeno y se deja incubando por 1 hora para que las células se adapten al medio,

transcurrido este tiempo se centrifugan nuevamente, se lavan con disolucion amortiguadora del
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medio minimo y se resuspenden nuevamente en % de volumen inicial con medio minimo, en
este momento se hace la induccion con IPTG y se incuban a la temperatura a la cual se probara
la expresion.*®

El protocolo detallado de ambas metodologias se muestra en el APENDICE C.

3.2 PURIFICACION DE LA PROTEINA RECOMBINANTE

Ya que la cepa bacteriana ha producido la proteina de fusion en las condiciones Optimas para la
expresion, se debe extraer de la célula y separar de otras proteinas y componentes celulares.
Para esto se hace una lisis celular mediante sonicacion para liberar a la proteina de la célula. Si
la proteina de fusion se encuentra soluble, se trabaja con la parte soluble del lisado bacteriano y

se comienza con los pasos de purificacion.

3.2.1 Cromatografia de afinidad metal quelato de la proteina de fusion.

La proteina de fusion soluble puede separarse de otras proteinas cuando se hace pasar la parte
soluble del lisado celular a través de una columna de afinidad metal quelato. La columna se
encuentra cargada con iones de Ni*", las seis histidinas que forman parte de la proteina de
fusion se coordinan con el niquel y la proteina es retenida en la columna. La retencion de
proteina de fusion puede modificarse utilizando disoluciones con diferentes concentraciones de
imidazol. Puede aplicarse un gradiente de imidazol, en donde las disoluciones poco
concentradas sirven para eluir proteinas con poca o mediana afinidad por el niquel y una
disolucion mas concentrada de imidazol permite eluir a la proteina de fusion.

3.2.2 Corte de la proteina de fusiéon ¢

Se debe separar el dominio Amidasa 2-C de las secuencias auxiliares. La proteina de fusion
cuenta con una secuencia de aminoacidos que son reconocidos como sitio de corte de la
proteasa TEV. La secuencia general de reconocimiento para esta enzima es EXXYXQ(G/S),
donde X es cualquier aminoacido e hidroliza en el enlace peptidico entre Q (glutamina) y G
(glicina) o entre Q y S (serina). Se utiliza cominmente la secuencia ENLYFQG.

La proteasa TEV es recombinante y cuenta también con una secuencia de 6 histidinas, de modo
que una vez realizado el corte se puede utilizar otra vez una columna de afinidad metal quelato
para separar a la proteina que ha sido exitosamente cortada, la cual ya no posee la etiqueta de

polihistidina de la proteasa, la proteina sin cortar y la etiqueta HissGB1 resultante del corte.
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La proteasa TEV es activa entre valores de pH de 4 a 9, su maxima actividad la alcanza a 34 °C
aunque es recomendable hacer el corte a temperatura ambiente o a 4 °C. Se requiere de un
medio reductor para que la enzima sea activa, comunmente se utiliza ditiotreitol (DTT) en una
concentracion de 1 mM, si la proteina blanco forma puentes disulfuro, el DTT debe ser
remplazado por alguna disolucion amortiguadora que permita mantener las condiciones

reductoras, esto con la finalidad de preservar los puentes disulfuro.

3.2.3 Cromatografia Liquida de Alta Presion (HPLC)

Después de realizar el corte de la proteina de fusion, se debe separar el dominio Amidasa 2-C
de otras proteinas de la lisis celular que aun pudieran estar presentes y otros contaminantes.
Esto se hace con HPLC utilizando columnas C12 o C18 de fase reversa. Para lograr la
separacion y purificacion de los residuos de corte, se utiliza un gradiente de acetonitrilo y agua
con 0.05 % de 4cido trifluoroacético (TFA). Este es el paso final de la purificacion. La proteina
de interés se encuentra con cierta cantidad de acetonitrilo y TFA que deben ser retirados para
hacer la caracterizacion de la proteina y obtener los espectros de Resonancia Magnética
Nuclear, esto se logra liofilizando la muestra. La liofilizacién de la muestra permite preservarla

por un tiempo prolongado.

3.3 CARACTERIZACION DEL DOMINIO AMIDASA 2-C
Después de purificar una proteina es importante obtener datos que corroboren que se ha

obtenido la proteina correcta.

3.3.1 Espectrometria de masas

El peso molecular es una caracteristica altamente especifica de una molécula dada y con
frecuencia es la primera propiedad fisico-quimica que se determina para la caracterizacion de
una proteina. Tradicionalmente, la electroforesis de gel de poliacrilamida, la ultracentrifugacion
analitica o la cromatografia de permeacion en gel han sido las técnicas utilizada para realizar la
determinacion del peso molecular. Recientemente, el desarrollo de las técnicas de
espectrometria de masas, tanto en la preparacion de la muestra como en la instrumentacion, ha
permitido realizar la determinacion de la masa de proteinas intactas con una precision muy
superior a los métodos mencionados anteriormente. De esta manera, la espectrometria de masas

(MS) es utilizada para analizar la estructura primaria de las proteinas en las Gltimas etapas de la
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purificacidn, asi como también antes de realizar estudios para la determinacion de la estructura,
tales como el dicroismo circular, la cristalografia de rayos X y la resonancia magnética nuclear.
Un espectrémetro de masa genera iones en fase gaseosa a partir de una muestra, separa los
iones de acuerdo con su relacion masa carga y registra su abundancia relativa para generar un

espectro que sera caracteristico de las condiciones de analisis empleadas.

3.3.2 MALDI- TOF ¢" ¥

Una de las técnicas mas relevantes para la aplicacion en trabajos de biomoléculas es la
ionizacion por desorcion laser asistida por una matriz (MALDI, matrix-assisted laser desorption
ionization) combinada con el analisis de espectrometria de masas (MS) empleando un detector
de tiempo de vuelo (TOF, time of flight). La técnica de MALDI-TOF tiene la ventaja de ser
muy sensible, tal que permite utilizar concentraciones de analisis en las escalas femto y
picomolar. Otras técnicas para analisis de MS son la ionizaciéon por electrospray y el
bombardeo rapido de atomos (FAB, fast atom bombardment) empleando deteccion con
cuadrupolo.

Para el analisis por MS es necesario generar iones intactos en fase gaseosa que seran generados
por la fuente de iones del espectrometro. El paso critico para el andlisis por MALDI es la
preparacion de la muestra. El analito es mezclado con un compuesto que es empleado como
matriz capaz de absorber la radiacion UV, para formar microcristales de proteina embebidos en
la matriz. La sublimacion de los microcristales producida por el efecto combinado del alto
vacio y la irradiacion laser, conduce a la formacion de la fase gaseosa de iones moleculares
protonados. Los iones son entonces acelerados por un campo electrostatico de modo que
adquieran la misma energia cinética, en estas condiciones los iones ligeros vuelan mas
rapido que los pesados y llegan antes al detector, de modo que el tiempo de vuelo es

directamente proporcional a la relacion de la masa dividida entre la carga.

3.4 ANALISIS POR RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

La RMN es una técnica que permite determinar la estructura secundaria, terciaria y hasta
cuaternaria de las proteinas y proporciona informacion acerca de procesos dindmicos que
pudiera estar experimentando la proteina. Esto es posible porque la frecuencia de resonancia de
cada nucleo es extremadamente sensible tanto a la magnitud como a la direccion de la densidad

electronica que lo rodea, la cual esta dada por la naturaleza y la distancia de los 4&tomos que se
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encuentran cercanos a cada nucleo.

En una proteina existe una cantidad significativa de 'H activos en RMN, lo cual origina la
sobreposicion de las sefiales y el traslape de las mismas impidiendo de esta manera la
interpretacion de los espectros monodimensionales. Es por esta razén que la determinacion de
la estructura de una proteina requiere la obtencion de espectros en 2 y 3 dimensiones. Con estos
experimentos es posible determinar qué nucleos dentro de una proteina se encuentran acoplados
entre si.

Para esta proteina se obtiene un espectro de protébn monodimensional, un espectro en dos
dimensiones homonuclear (TOCSY) que permite encontrar las correlaciones de todos los
nucleos del sistema de espin y experimentos en dos dimensiones heteronucleares ('°N- HSQC y
BC- HSQC) que facilitan la determinacién de la estructura en proteinas mayores a 50

aminoacidos. ®¥
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 EXPRESION DE LA PROTEINA DE FUSION GB1- AMIDASA 2-C
La induccion de la expresion de la proteina en medio LB, asi como de la proteina expresada
en medio minimo por ambas metodologias mencionadas anteriormente se hizo con una

concentracion de IPTG de 0.5 mM a una velocidad de agitacion de 200 rpm.

4.1.2 Monitoreo de las expresiones

Para monitorear la expresion de la proteina de fusion expresada en el medio LB y en el
medio minimo, se hace la expresidon en volumenes pequefios de medio de cultivo
correspondiente (20-50 mL). EI monitoreo se hace tomando una alicuota de 1 mL del
cultivo en tiempos determinados considerando el tiempo cero de induccién y tiempos
posteriores a ¢ésta. Las muestras tomadas en ambos casos se colocaron en tubos de
microfuga y fueron centrifugadas (13,000 x g por 3 min.) para obtener el paquete celular y
desechar el sobrenadante. Las muestras fueron congeladas a —20 °C para su posterior
tratamiento.

Para poder ver la expresion por SDS-PAGE, las muestras fueron resuspendidas en 50 uL de
disolucion amortiguadora de carga 2X para SDS-PAGE y 50 uL de disolucion
amortiguadora A (APENDICE D), estas se calentaron a ebullicion por 5 min en un bafio de

agua y posteriormente se tomo una alicuota de 8 uLL de cada muestra para cargar en el gel.

4.1.3 Condiciones para la expresion en medio Lysogeny Broth (LB)

La expresion de la proteina de fusion en medio LB se realizoé a una temperatura de 37 °C.
Los resultados del monitoreo de expresion muestran (Figura 4.1) que en 6 horas posteriores
a la induccion se obtiene el maximo de expresion de la proteina.

Considerando los resultados del monitoreo de expresion, se decide hacer la expresion de la
proteina de fusion en las condiciones establecidas ya que los resultados muestran que a esta
temperatura se obtiene un buen nivel de expresion en un tiempo corto.

Se hace la induccion en 1.5 L de medio LB, se incuba durante 6 horas y se obtiene el

paquete celular centifugando a 5500 x g. Posteriormente se realiza la lisis celular y los
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pasos de purificacion.

a)Oh 2h 4h 6h 8h 12h 16h 20h 24h

Figura 4.1. Gel de SDS-PAGE del monitoreo de expresion en medio LB. Los resultados muestran la
expresion de la proteina de fusidon en muestras a diferentes tiempos posteriores a la induccidn. La flecha
roja indica la banda que corresponde a la proteina de fusion en el gel de poliacrilamida. Se aprecia la
proteina de fusion en el peso esperado (~16.3 kDa) observandose el maximo de expresion en 6 horas
posteriores a la induccién (recuadro rojo)

4.1.4 Condiciones para la expresion en medio minimo PG

La finalidad de expresar la proteina en un medio minimo es obtener la proteina marcada
isotopicamente. Se decide hacer la expresion por el método tradicional y probando la
técnica descrita de reduccion de volumen ya que se ha mencionado que ofrece la obtencion
de buenos rendimientos asi como una disminucion en los costos.?®

Se realiza el monitoreo de expresion a 30 y 37 °C utilizando ambas técnicas descritas en la
metodologia. El monitoreo de expresidon se hace sin enriquecimiento isotopico. Los
resultados se muestran en geles de SDS- PAGE (Figura 4.2) observandose que en todos los
casos se mantiene el maximo de expresion a las 16 horas posteriores a la induccioén. Los
resultados mostrados por SDS-PAGE son cualitativos debido a que la concentracion
bacteriana de las muestras tomadas en el monitoreo es mayor cuando se hace la reduccion
de volumen.

Se decidié hacer una prueba de expresion para determinar cuantitativamente el método que
proporciona mayores beneficios para la expresion de proteina enriquecida. Para esta prueba
se realiza la expresion por ambas técnicas durante 16 horas ya que el mdximo de expresion

de la proteina se mantiene durante este tiempo. La expresion se realiza en las dos
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temperaturas antes mencionadas. Posteriormente se aisla la proteina de fusion, se cuantifica
y se comparan los resultados. Se prob¢ la expresion en medio PG haciendo la induccion en
125 mL (matraz preparativo) del medio PG utilizando las proporciones equivalentes de
nutrimentos con respecto al protocolo descrito en el APENDICE C. Para la técnica de
reduccion de volumen en el medio PG el crecimiento de las células se inicié en un volumen
de 100 mL de medio LB y haciendo la reduccion de volumen a 25 mL de medio PG. Después

de 16 horas tras la induccion en las dos temperaturas (30 y 37 °C) se obtiene el paquete celular

centrifugando a 5500 x g durante 20 min.

PM(KDa) Oh 2h 4h 6h 8h 12h 14h 16h 20h 24h PM(KDa)Oh 2h 4h 6h 8h 12h 14h 16h 20h 24h

26.6
26.6
[]
16.9
14.4 144
6.5
6.5
PG30 PG37
PM(KDa)oh 2h 4h 6h 8h 12h 14h 16h 18h 20h 24h PM(KDa) oh 2h 4h 6h 8h 12h 14h 16h 18h 20h 24h
26.6
26.6
16.9
14.4 16.9
6.5 14.4
6.5
RV30 RV37

Figura 4.2. Geles de SDS-PAGE del monitoreo de expresion en medio PG. 1) PG30: Monitoreo de expresion en medio
PG a una temperatura de 30 °C; 2) PG37: Monitoreo de expresion en medio PG a una temperatura de 37 °C; 3) RV30:
Monitoreo de expresion en medio PG con reduccién de volumen a una temperatura de 30 °C; 4) RV37: Monitoreo de
expresion en medio PG con reduccion de volumen a una temperatura de 37 °C. Las flechas rojas sefialan la banda
correspondiente a la proteina de fusion GB1-Amidasa 2-C (~16.3 KDa). Los recuadros rojos muestran que a las 16
horas posteriores a la induccidon se mantiene el maximo de expresiéon de la proteina de fusion. En cada uno de los
geles se muestran las bandas correspondientes al marcador de pesos moleculares y los tiempos posteriores a la
induccidn en los que se monitorea la expresion de proteina.
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Se pesa el paquete celular y se hace la lisis de la forma que se indica en la seccion 4.1.5; se
realiza la purificacion por columna de niquel siguiendo los pasos indicados en el
APENDICE E, se realiza un cambio de disolucién amortiguadora de la Fraccion El
(seccion 4.2.1) obtenida de la purificacion de la columna de niquel a disolucion
amortiguadora D (APENDICE D) y se cuantifica la cantidad de proteina mediante el
método de Bradford (APENDICE F). Se compara la cantidad de proteina obtenida asi como
el costo que tiene la produccion en cada caso.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 4.1.

Muestra Vol. de Cantidad Cantidad utilizada Cantidad Cantidad Cantidad Costo de la
induccion utilizada de de obtenida de gastada en gastada en produccion
(mL) Bc-Glucosa 15N—(NH‘,)ZSO‘, proteina de Bc-Glucosa BN-
(8) (8) fusion (mg) (DEUA) (NH,),SO,  (DEUA/mg)
(DEUA)

PG30 125 0.625 0.438 8.98 121.25 21.02 15.84

PG37 125 0.625 0.438 2.66 121.25 21.02 53.48

RV30 25 0.125 0.088 5.38 24.25 4.20 5.29

RV37 25 0.125 0.088 291 24.25 4.20 9.77

Tabla 4.1 La tabla muestra la cantidad de proteina obtenida, asi como la cantidad utilizada de reactivos
enriquecidos y el costo de produccion en cada caso. Se consideroé el costo por gramo de B¢-Glucosa (DEUA
194) y el costo de 15N-(NH4)2504 (DEUA 48).

DEUA= Ddlares de Estados Unidos de América.

Los resultados de esta prueba muestran que la temperatura 6ptima de produccion es de 30
°C. A esta temperatura de expresion se compara la cantidad obtenida de proteina mediante
el método tradicional de expresion en medio minimo y la cantidad obtenida al hacer la
reduccion de volumen. Se obtienen 3.6 mg menos de proteina al hacer la reduccion de
volumen. Esta diferencia no es relevante al considerar el costo de la produccién por el
método tradicional, el cual es tres veces mayor en comparacion con el costo al hacer la
reduccion de volumen.

Los resultados de la Tabla 4.1 muestran que la técnica mas conveniente para hacer la
expresion de la proteina marcada isotopicamente es haciendo la reduccioén de volumen, ya
que permite la obtencién de buenos rendimientos, lo cual puede explicarse porque en el
crecimiento bacteriano se generan sustancias que reducen el pH del medio y/o son

. ;. . [ . . . .y ’ 25;2
citotoxicas o inhibitorias para el crecimiento bacteriano y la expresion de la proteina. (25; 26)
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En la técnica de reduccién de volumen estas sustancias son retiradas al realizar un cambio
de medio a medio fresco (medio minimo) en el cual se hace la induccidn para la expresion
de la proteina. Dicha técnica ofrece una reduccion significativa en los costos de produccion
debida a una disminucion en la cantidad de reactivos enriquecidos. Ademas acorta el
tiempo en el que se genera la biomasa celular para inducir la expresion de la proteina ya
que la biomasa es generada en medio LB. Esto es valido ya que se ha demostrado que no se
requiere tener masa celular marcada con °C y "°N para tener una buena incorporacion de
los is6topos después de hacer la induccién.*®

Se decide hacer la expresion de la proteina marcada isotdpicamente siguiendo la técnica de
reduccion de volumen a una temperatura de 30 °C. La masa celular se genera en 4 L de
medio LB a 37 °C hasta alcanzar una OD a 600 nm de 0.7, posteriormente se obtuvo el
paquete celular, se resuspendié en 1 L de disolucién amortiguadora de medio minimo sin
fuentes de carbono y nitrogeno para permitir que las células se adapten al medio.
Transcurrida 1 hora se centrifugd nuevamente para obtener el paquete celular, el cual se
resuspendié en 1 L de medio minimo PG que contenia los reactivos enriquecidos. Se hizo la
induccidn con isopropil-p-D-1-tiogalactopiranosido (IPTG) y se dejo incubando por 12 horas
a 30 °C. Posteriormente, se obtuvo el paquete celular por centrifugacion y se congeld a -20

°C para su posterior tratamiento.

4.1.5 Lisis celular

De las expresiones realizadas tanto en medio LB, asi como en medio minimo, se obtuvo el
paquete celular centrifugando a 5500 x g por 20 min. El paquete celular se pesa y se
resuspende en la disolucion amortiguadora A (APENDICE D), adicionando 20 mL de
disolucion amortiguadora por cada gramo del paquete celular. Se adicion6 fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF) en una concentracion de 1 mM como inhibidor de proteasas. La
lisis celular se realiza sonicando el paquete celular resuspendido (20 golpes sonicos de 39
watts de potencia cada uno, con 1 min de incubacién en hielo entre cada uno).

El lisado celular fue centrifugado a 35000 x g durante 40 min. Se separ6 el sobrenadante y
se filtro a través de una membrana de 0.22 uM para purificarla por una columna de afinidad

metal - quelato.
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4.2 PURIFICACION DE LA PROTEINA DE FUSION

4.2.1 Purificacion por la columna de afinidad metal - quelato

La fraccion soluble del lisado celular contiene la proteina de fusion que debe ser separada
del resto de las proteinas presentes en la mezcla. La proteina de fusion contiene una
secuencia de 6 histidinas que pueden coordinarse con el Ni*', el cual se encuentra fijo a la
fase estacionaria de la columna especializada para la separacion de mezclas de proteinas
Hi-Trap Chelating®. Las proteinas que pueden formar enlaces de coordinacion con el i6n
metalico se quedan retenidas al hacer pasar la mezcla de proteinas por la columna. Para
eluir posteriormente las proteinas retenidas en la columna se realizaron lavados aplicando
un gradiente de imidazol, el primer lavado se hace con la disolucion amortiguadora A para
arrastrar proteinas que probablemente se encuentran retenidas en los espacios de la resina y
proteinas de baja afinidad por el niquel. El segundo lavado se hizo utilizando la disolucion
amortiguadora B para eluir de la columna las proteinas con mediana afinidad por el niquel.
Finalmente la proteina de fusion que presenta gran afinidad por el niquel es eluida
utilizando la disolucion amortiguadora C la cual tiene una concentracion de imidazol de
300 mM (APENDICE D y E). Se toman muestras de los pasos de purificacion y se analizan
las diferentes fracciones por SDS-PAGE (Figura 4.3)

PM(KDa) TO Ti Fwt L1 L2 L3 E1 P

26.6

16.9
14.4

6.5

Figura 4.3. Gel de SDS-PAGE que muestra los resultados del proceso de purificacion de la proteina de
fusion al pasar la fraccion soluble del lisado celular a través de una columna de afinidad metal-quelato.
TO: Tiempo cero de induccion; Ti: Fraccion soluble del lisado celular después del tiempo de induccién y
antes de hacer pasar la muestra por la columna; Fwt: Fraccion no retenida por el niquel después de pasar
la muestra a través de la columna; L1: Primer lavado con disolucién A; L2: Segundo lavado con disolucién
A; L3: Lavado con disolucién amortiguadora B; E1: Elucion con disolucién amortiguadora C de la proteina
de fusion retenida por el niquel ; P: Muestra del paquete celular resultante después de la lisis
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4.2.2 Corte de la proteina de fusion
Después de la purificacion de la proteina por la columna de afinidad metal-quelato es

necesario realizar el corte de la proteina de fusion con la proteasa TEV para separar el
dominio Amidasa 2-C de las secuencias auxiliares.

La fraccion E1 eluida con la disolucién amortiguadora C contiene la proteina de fusion. El
gel de electroforesis (Figura 4.3) muestra que aproximadamente mas del 90 % de la
proteina presente en ésta fraccion corresponde a la proteina de fusion por lo que se decide
hacer el corte con la proteasa TEV.

El imidazol puede inhibir el corte por TEV, por lo tanto, éste debe realizarse en una
disolucion que no lo contenga. Para realizar el corte de la proteina de fusion se hizo un
cambio de disolucion amortiguadora. La proteina de fusion se cambia de la disolucion
amortiguadora C a la disolucion D (APENDICE D). Este cambio se hace mediante diélisis
utilizando una membrana de tamafio de poro de 8000 Da (el peso de la proteina de fusion es
de 16.3 kDa).

Se realizaron pruebas para determinar las condiciones de corte, éstas se hicieron con
proteina de fusion expresada en medio LB sin enriquecimiento isotopico. En dichas pruebas
se observd que el corte no era eficiente ya que la proteina de fusion no se cortaba al 100 %.
Sin embargo, las mejores condiciones encontradas para el corte fueron las siguientes: 1)
Mantener la concentracion de la proteina de fusion en 1.3 mg/mL; 2) Adicionar 1 mol de
TEV por cada 50 moles de proteina de fusion; 3) Tener presente una concentracion de 1
mM de DTT en la reaccion de corte y 4) Cortar a una temperatura de 30 °C. Dadas estas
condiciones se realizd una cinética de corte en la que se encontré que a las 8 horas se
obtiene el maximo corte de la proteina de fusion (Figura 4.4).

Después de realizar el corte es necesario separar el dominio Amidas 2-C de los fragmentos
resultantes. Para poder realizar el siguiente paso de purificacion es necesario retirar el DTT
que puede originar reduccion en la fase estacionaria de la columna de niquel, lo cual se hizo
mediante didlisis utilizando una membrana de tamafio de poro de 3000 Da, al mismo
tiempo se aument6 la concentracion de NaCl a 500 mM (disolucién amortiguadora E) para
favorecer que el dominio Amidasa 2-C no quedara retenido en la columna mediante

interacciones ionicas.
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<— Amidasa 2-C
(~7.5KDa)

Proteina de fusion
GB1- Amidasa 2-C

Figura 4.4. Gel de SDS-PAGE de la Cinética de corte de la proteina de fusion en las siguientes condiciones:
1) Concentracién de la proteina de fusién en 1.3 mg/mL; 2) 1 mol de TEV por cada 50 moles de proteina
de fusion; 3) Concentracion de 1 mM de DTT en la reaccion de corte y 4) Temperatura de 30 °C. A las cero
hora de corte se muestra la proteina de fusion. El gel muestra la banda correspondiente a la proteina de
fusion (~16.3 KDa) antes del corte con la proteasa TEV y la banda correspondiente al dominio Amidasa 2-C
obtenido después del corte. El recuadro rojo muestra que en 8 horas posteriores a la adicion de la
proteasa TEV se obtiene el maximo corte de la proteina de fusion.

Después del corte el dominio Amidasa 2-C, que ya no cuenta con la secuencia de 6
histidinas a diferencia del fragmento restante de la proteina de fusion; se hace pasar la
reaccion de corte a través de la columna de afinidad metal-quelato Hi-Trap Chelating ® en
la que quedaran retenidos tanto la proteasa TEV como los fragmentos de corte que
contienen la cola de histidinas. Por lo tanto, en este paso de purificacion la fraccion que
pasa a través de la columna y que contiene las proteinas no retenidas es en la que se

encuentra el dominio Amidasa 2-C

4.2.3 Cromatografia Liquida de Alta Presion (HPLC)

El paso final de purificacion del dominio Amidasa 2-C se realizéo mediante HPLC de fase
reversa (RP-HPLC). La purificacion se hizo utilizando como fase movil acetronitrilo y
agua, ambos conteniendo acido trifluoroacético (TFA) al 0.05 %. La purificacion fue
monitoreada utilizando una ldmpara de deuterio calibrada a 230 nm, longitud de onda a la
cual es detectado el enlace peptidico. Se realizaron pruebas de gradientes para determinar el
gradiente que seria utilizado para la purificacion, estas pruebas se hicieron con proteina

producida en medio LB. El dominio Amidasa 2-C enriquecido y no enriquecido fueron
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purificados con el mismo gradiente obteniendo el mismo patrén cromatografico en ambos
Casos.

La Figura 4.5 muestra el gradiente optimizado. Este comienza en 15 % de acetonitrilo el
cual se mantiene durante 5 minutos; en este momento las proteinas son retenidas en la
columna acorde a su naturaleza hidrofobica. Posteriormente se aumenta gradualmente la
concentracion de acetonitrilo en la fase movil llevandola hasta 50 % en 15 minutos para
eluir las proteinas que han sido retenidas en la columna. El siguiente paso fue aumentar la
concentracion de acetonitrilo hasta un 100 % y mantenerla asi durante 10 minutos, esto con
la finalidad de eluir cualquier proteina o compuesto que pudiera estar muy retenida en la
columna con caracteristicas no polares. Finalmente, se pasa de 100 % de acetonitrilo a 15
%; se mantiene en esa proporcion para estabilizar la columna a las condiciones iniciales y
realizar la siguiente corrida cromatografica.

El cromatograma (Figura 4.5) muestra que el pico principal tiene un tiempo de retencion de
19.8 minutos, el cual eluye con una concentracion de acetonitrilo del 50 %. Esta fraccion
fue colectada y analizada por espectrometria de masas para comparar con la masa esperada
para el dominio Amidasa 2-C. En un ambiente acuoso, las proteinas plegadas tienden a
orientar las cadenas de los aminoacidos hidrofébicos hacia el centro de la molécula, siendo
pocos los que estan expuestos al exterior. Por lo tanto, las proteinas plegadas tienen un
tiempo de retencidon corto en comparacion con las proteinas que se encuentran
desnaturalizadas, las cuales tienen mayor superficie de contacto con la columna
cromatografica. Es muy probable que la proteina aislada en el pico principal del
cromatograma se encuentre plegada ya que no se muestra muy retenida en la columna.

El acido trifluoroacético (TFA) se usa en HPLC como agente apareador de iones mejorando
la separacion de proteinas ya que interacciona con los grupos cargados presentes en la fase
estacionaria anulando los efectos que éstos tienen en la separacion, interactiia con las
proteinas acrecentando su caracter hidrofoébico y aumenta la interaccidon entre las proteinas

y la fase estacionaria permitiendo una mejor separacion de las mezcla de péptidos.(zg)
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Purificacion por HPLC del dominio Amidasa 2-C
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Figura 4.5.Se muestra el cromatograma obtenido de la purificacion por HPLC del dominio Amidasa 2-C asi
como el gradiente utilizado y las condiciones de la corrida cromatografica. La purificacion se hizo en una
columna C12 con un gradiente de ACN+ 0.05% de TFA que inicia en 15%. El pico principal tiene un tiempo
de retenciéon de 19.8 min.

4.3 CARACTERIZACION DEL DOMINIO AMIDASA 2-C

4.3.1 Espectrometria de masas

Para confirmar la masa de la proteina de fusion asi como la masa del dominio Amidasa 2-C
del pico correspondiente al tiempo de retencion de 19.8 min. aislado por HPLC, se realizé
un andlisis mediante la técnica de MALDI-TOF (espectrometria de masas).

Se contaba con la masa promedio tedrica de la proteina de fusion y del dominio Amidasa 2-
C, en la que se considera la abundancia natural de los isotopos.®”

Se realizd el calculo para saber la masa tedrica del dominio Amidasa 2-C marcada

isotopicamente con °N y "*C obteniéndose un valor de 7989.396 g/mol considerando un

enriquecimiento isotopico del 100 %. “%
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Los resultados en los espectros de masas MALDI-TOF estdan dados por la relacion
masa/carga y la intensidad absoluta, es decir, el nimero de iones de cada especie que llegan
al detector. Las moléculas de proteina estdn contenidas en una matriz adcida que ademas de
protegerlas para evitar que se fragmenten al ser irradiadas, permite la ionizacion. Cuando
las moléculas de proteina son irradiadas con rayo laser se ionizan tomando generalmente
so6lo un proton de la matriz acida. Asi, son impulsadas por un acelerador hasta que
adquieren un potencial eléctrico elevado y después son separadas en funcion del tiempo que
les toma llegar al detector, este tiempo es directamente proporcional a la masa de la
molécula dividida entre su carga. Si la molécula de proteina se ha ionizado solo con un
proton de la matriz, el resultado representa la masa de la molécula mas un proton (MH).
Algunas veces, la molécula de proteina se ioniza tomando dos protones de la matriz,
cuando esto ocurre la molécula viaja mas radpido por tener un mayor impulso debido a un
incremento en la carga; por tanto, llega mas rapido al detector y la masa se representa como
el cociente de la masa de la proteina entre 2, ya que estd doblemente cargada. El resultado
se observa como un pico en el espectro con la mitad de la masa esperada para la proteina

(MH™).

Figura 4.6 Espectro de masas MALDI-TOF de la proteina de fusion GB1- Amidasa 2-C.
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—>MH*

%MHZJ'

Figura. 4.7. Espectro de masas MALDI-TOF obtenido de la fraccion aislada por HPLC de la purificacion del
dominio Amidasa 2-C.

—> MH*

% MH2+

Figura. 4.8. Espectro de masas MALDI-TOF obtenido de la fraccion aislada por HPLC de la purificacién del
dominio Amidasa 2-C marcado isotépicamente (N, **C-dominio Amidasa 2-C).
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Muestra Masa calculada | Masa experimental | Masa calculada | Masa experimental
MH" (g/mol) MH(g/mol) MH** (g/mol) MH*(g/mol)

Proteina de fusion 16301.1 16306.899 8150.55 8149.901

Dominio Amidasa 2C | 7561.1 7561.594 3780.55 3792.313

N,*c-Dominio 7990.396 7962.091 3995.69 3981.045

Amidasa 2C

Tabla 4.2 Se muestran los cdlculos tedricos para espectrometria de masas MALDI TOF considerando la
masa promedio asi como los resultados obtenidos experimentalmente. Los calculos tedricos hechos para
el dominio Amidasa 2-C marcado isotépicamente consideran el 100 % de enriquecimiento isotdpico.

Los espectros de masas MALDI- TOF corroboraron la masa esperada tanto para la proteina
de fusién como para el dominio Amidasa 2-C no enriquecido. La diferencia de unidades
que se observa entre los célculos teoricos y los resultados experimentales (Tabla 4.2) se
debe al error experimental, ya que la relacion masa carga determinada depende de la
también de la distribucion natural de los isotopos de cada elemento que han sido
incorporados en la proteina. Con estos resultados y todo el proceso de biologia molecular
podemos concluir sin ambigliedad que tenemos la proteina deseada.

La Figura 4.8 muestra una masa experimental menor a la masa calculada para el dominio
Amidasa 2-C enriquecido al 100 %; esto indica un enriquecimiento isotopico menor al 100

%. El enriquecimiento isotdpico del dominio Amidasa 2-C fue del 99.65 %.

4.3.2 Maximo de absorcion en la region del UV

El espectro de absorcion de una muestra representa la fraccion de la radiacion
electromagnética incidente que absorbe dentro de un intervalo de longitudes de onda. “DEp
la region lejana del UV (tipicamente de 240 nm a 190 o 180 nm) hay absorcion por parte
del enlace peptidico. Existe una débil transicion n—> z* alrededor de 220 nm y una
transicion intensa 7—> 7* alrededor de 190 nm “?. Cada uno de los amino4cidos tiene un
espectro caracteristico. El enlace peptidico absorbe a una longitud de onda y los
aminoacidos aromaticos a otra provocando que cada aminodcido adicione sefiales
particulares a la proteina en general, si no hay aminoacidos aromaticos la proteina no
absorbe a ~ 285 nm.

En el UV cercano las cadenas de los aminoacidos aromaticos absorben en un intervalo de

250 a 290 nm. “?. El triptéfano (Trp) muestra absorcion entre 290 y 305 nm; la tirosina
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(Tyr) tiene un pico entre 275 y 282 nm y la fenilalanina (Phe) muestra una absorcion débil

entre 255 y 270 nm.*?

Figura 4.9. Espectro de absorcion del dominio Amidasa 2-C. El espectro muestra absorcion
correspondiente al enlace peptidico entre 210 y 240 nm y un segundo pico correspondiente a los
aminoacidos aromaticos entre 260 y 300 nm.

En la Figura 4.9 se muestra el espectro de absorcion obtenido para el dominio Amidasa 2-
C. La absorcion entre 210 y 240 nm corresponde al enlace peptidico y la absorcion a 280

nm estd dada por los aminoacidos aromaticos presentes en la estructura de la proteina.

4.4 RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

La RMN es una técnica espectroscopica que permite obtener informacion sobre el ambiente
electronico en el que se encuentran inmersos los ntcleos con espin. Los nucleos con espin
1/2 y que se encuentran en las moléculas bioldgicas son el 'H, °C, *'P y "*N. Todos ellos
pueden ser observados por esta técnica. Sin embargo, otros nicleos mas abundantes como

el '*C y el '°0 no poseen espin y por tanto no pueden observarse por RMN.
y

52



R eoullados Y Discwsion

Los parametros mas usados para la caracterizacion de biomoléculas (proteinas, ADN y
ARN) por RMN son el desplazamiento quimico, los acoplamientos escalar y dipolo-dipolo,
los mecanismos de relajacion de los nucleos y la integracion de las sefiales. Con estos
parametros generalmente es posible determinar la estructura tridimensional, dindmica e
interaccion inter e intramolecular de las biomoléculas.

En la Figura 4.10 se muestra el espectro de proton del dominio Amidasa 2-C. En ¢l se
puede observar que existen sefales de -0.03 hasta 10.0 ppm. Normalmente, las sefiales de
muestras no plegadas se encuentran de 0.7 hasta 9.0 ppm. Esta amplia distribucion de
sefales indica que los diversos protones en la proteina se encuentran inmersos en una gran
variedad de ambientes quimicos estables, lo cual generalmente indica que la proteina tiene
una estructura tridimensional definida. Este simple resultado que se puede obtener en unos
cuantos minutos es condicion suficiente para establecer que la molécula se encuentra
plegada; pero, este resultado no es suficiente para determinar su estructura tridimensional.
Para poder establecer el tipo de plegamiento, tanto su estructura secundaria como terciaria,
es necesario contar con espectros en dos y en tres dimensiones que permitan la asignacion
de las sefiales al &tomo que las origina.

Los espectros de RMN en dos dimensiones permiten dispersar las sefiales en una dimensiéon
adicional resolviendo en alguna medida la sobreposicion de sefiales que se observa en los
espectros de una dimension. Los espectros en dos dimensiones se pueden clasificar en
homonucleares y heteronucleares. Los espectros homonucleares mas comunes son el
COSY, TOCSY y NOESY. El experimento COSY permite encontrar la correlacion entre
dos protones a dos y a tres enlaces de distancia. El experimento TOCSY permite encontrar
a los sistemas de espin que pertenecen al mismo aminoacido; sin embargo, no es posible
diferenciar a aminodcidos que tengan el mismo sistema de espin como, por ejemplo, los
aminodcidos aromaticos. El NOESY permite encontrar correlacion a través del espacio para

posteriormente determinar distancias entre los nucleos.
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Figura 4.10. Espectro de protén del dominio Amidasa 2-C. Existen sefiales de -0.03 hasta 10.0 ppm. Esta
amplia distribucion de seiales indica que los diversos protones en la proteina se encuentran inmersos en
una gran variedad de ambientes quimicos estables, lo cual generalmente indica que la proteina tiene una
estructura tridimensional definida.

En la Figura 4.11 se muestra un experimento TOCSY. Este experimento en dos
dimensiones muestra las correlaciones de las sefiales que pertenecen al mismo aminoécido,
o comunmente llamado como el sistema de espin. En ¢l se observa las correlaciones en las
coordenadas (~ 7.0 ppm, ~10.0 ppm) las sefiales del HN y CH del grupo indol de los dos
triptofanos presentes en la proteina, recuadro azul en la Figura 4.11. Se observan las sefiales
de -CHj3; que se encuentran a alto campo, recuadro verde en la Figura 4.11, indicando
frecuentemente que algunos metilos entran en la region de proteccion de anillos aromaticos.
Estos resultados sélo son posibles si la molécula adopta una conformacion particular. Asi
mismo se observa en el recuadro rojo a las correlaciones provenientes de los HN y los Ha,
en donde se observa que el desplazamiento quimico de los Ho se encuentra a mayores

partes por millon, lo cual es indicativo de la presencia de hebras beta.
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Fig
ura 4.11 Espectro TOCSY del dominio Amidasa 2-C. El recuadro azul muestra las seiales del HN y CH del
grupo indol de los dos triptéfanos presentes en la proteina; en el recuadro verde se observan las senales
de -CH; que se encuentran a alto campo y en el recuadro rojo se observan las correlaciones provenientes
de los HN y los Ha, en donde se observa que el desplazamiento quimico de los Ha se encuentra a mayores
partes por milldn, lo cual es indicativo de la presencia de hojas beta.

Dado que el dominio Amidasa 2-C tiene mas de 50 aminoacidos, la interpretacion de los
espectros se facilita si se puede contar con la proteina marcada con "N y "C. Por tal
motivo, se optimizaron los procedimientos para obtener proteina enriquecida con estos
isotopos mediante expresion en medio minimo. Cuando la proteina se expresa en medio
donde la unica fuente de "N es (‘’NH4),SO4, y la tinica fuente de °C es glucosa marcada
completamente con '°C, es posible obtener espectros de correlacion HN, "N y *C. Con
ellos la interpretacion de los espectros se facilita; dado que ahora es posible encontrar
correlaciones no solo entre protones sino también entre 'H'y ’N y entre 'Hy "*C.

El espectro heteronuclear en dos dimensiones mas comun es el HSQC, que permite detectar
interacciones a un enlace de distancia entre 'H y "°C o entre 'H y °N. Este experimento en
sus dos variantes, es el experimento preliminar para iniciar con los espectros en tres
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dimensiones que permitiran la interpretacion de los espectros en tres dimensiones.

En la Figura 4.12 se muestra el experimento de correlacion a un enlace de distancia HN-
N, "'N-HSQC, en el cual se observa que el enriquecimiento con °N fue exitoso, que la
Amidasa 2-C se encuentra plegada y la intensidad y distribucion de las sefiales sugiere que
no sera complejo determinar su estructura por RMN. Las sefiales en antifase, recuadro azul,

correspondientes a las cadenas laterales de argininas, asparanginas y glutaminas.

Figura 4.12 Espectro N- HSQC del dominio Amidasa 2-C. En el recuadro azul se muestran las sefiales en
antifase correspondientes a las argininas, asparaginas y glutaminas.

En la Figura 4.13 se muestra el experimento de correlacion a un enlace de distancia H-"C,
BC-HSQC, al igual que el experimento anterior se muestra el enriquecimiento con BC. Las
sefales que se muestran dentro del recuadro rojo pertenecen a los carbonos o de la
proteina, las sefales dentro del recuadro azul corresponden a los carbonos de los

aminoacidos aromaticos y las sefiales dentro del recuadro verde corresponden a los metilos
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Figura 4.13 Espectro >C-HSQC del dominio Amidasa 2-C. Las sefiales que se muestran dentro del recuadro
rojo pertenecen a los carbonos a de la proteina, las sefiales dentro del recuadro azul corresponden a los

carbonos de los aminoacidos aromaticos y las sefiales dentro del recuadro verde corresponden a los
metilos de la proteina.
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5. CONCLUSIONES

El domino de reconocimiento de carbohidratos Amidasa 2-C de la N-acetilmuramoil-L-
alanina amidasa 3 proveniente de la bacteria patdogena Bacillus cereus (Uniprot
Q736Q1 BACCI), se pudo expresar en Escherichia coli cultivada en medio rico en
nutrientes (LB) y medio minimo (PG).

Debido a que los is6topos mas abundantes de carbono y nitrogeno (‘*C y '*N) son invisibles
para la técnica de RMN, fue necesario optimizar las condiciones de expresion en medio con
NH," y PCe-glucosa como tnicas fuentes de nitrogeno y carbono respectivamente; y de
este modo expresar proteina marcada con estos isotopos. Dado el elevado costo de estos
compuestos, fue de particular importancia encontrar condiciones que maximizaran
rendimiento y al mismo tiempo minimizaran la cantidad de "“NH," y "*Ce¢- glucosa
utilizados. Esto se logré implementando la técnica de reduccion de volumen. En este
método, las bacterias son crecidas en medio LB hasta que llegan a la densidad adecuada
para la induccion de expresion y s6lo entonces se transfieren a tan solo una cuarta parte del
volumen inicial de medio minimo marcado.

El domino Amidasa 2-C pudo ser aislado del lisado celular utilizando cromatografia de
afinidad metal-quelato, tratado con la proteasa TEV para separarlo de las secuencias
auxiliares, y finalmente purificado mediante cromatografia liquida de alta eficiencia en fase
reversa (RP-HPLC).

El dominio Amidasa 2-C asi purificado fue caracterizado por espectrometria de masas
utilizando la técnica MALDI-TOF, asi como espectroscopia UV-visible y RMN. Los
espectros obtenidos por RMN confirman que la proteina se encuentra formando una
estructura tridimensional definida y estable. La calidad de los espectros respecto a la
distribucion de las sefiales, la minima superposicion y la homogeneidad en su intensidad
sugiere que esta proteina es apta para estudios estructurales y de union de posibles ligandos.
Es poco lo que se sabe de la interaccion entre los dominios bacterianos de reconocimiento
de carbohidratos y sus blancos. Ademas, es posible que la inhibicién de estas interacciones
sea una estrategia terapéutica efectiva para el tratamiento de infecciones bacterianas. El
trabajo desarrollado aqui ha abierto las puertas para subsecuentes investigaciones que

tienen el potencial de contribuir en el conocimiento y caracterizacion de estos sistemas.
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Conclusiones

El modelo por homologias del dominio Amidasa 2-C obtenido en el servidor I- TASSER
ONLINE Protein Structure & Function Predictions sugiere una estructura secundaria
compuesta por un secuencia de elementos hebra B1 - hélice a 1 - hebra B2 - hebra B3 -
hélice a 2- hebra 4, en donde todas las hebras forman una ldmina beta antiparalela 2 3
1 p4. Dicha estructura es semejante a la estructura secundaria de otro dominio de
reconocimiento a carbohidratos denominado SPOR. Se requiere obtener la estructura de

forma experimental para confirmar este resultado.

60



Ribliografia



Pibliografia

6. BIBLIOGRAFIA

1. Jessica Humann and Laurel L. Lenz, Bacterial peptidoglycan degrading enzymes and

their impact on host muropeptide detection, J. Innate. Immun., 1 (2009) 88-97.

2. Waldemar Vollmer, Ute Bertsche, Murein (peptidoglycan) structure, architecture and
biosynthesis in Escherichia coli, B. B. A. Biommembranes., 1778 (2008) 1714-1734.

3. Waldemar Vollmer, Bernard Joris, Paulette Charlier, Simon Foster, Bacterial

peptidoglycan (murein) hydrolases, FEMS Microbiol Rev, 32 (2008) 259-286.

4. Rowena L. Lock and Elizabeth J. Harry Cell-division inhibitors: new insights for
future antibiotics, Nat. Rev. Drug Discov., 7, 2008, 324-338.

5. Mark Fenton, Paul Ross, Olivia McAuliffe, JimO Mahony and Aidan Coffey,
Recombinant bacteriophage lysins as antibacterials, Bioeng Bugs, 1 (2010) 9-16.

6. Christoph Heidrich, Markus F. Templin, Astrid Ursinus,1 Melisa Merdanovic,
Jurgen Berger, Heinz Schwarz, Miguel A. de Pedro and Joachim-Volker Holtje,
Involvement of N-acetylmuramyl-L-alanine amidases in cell separation and antibiotic

induced autolysis of Escherichia coli, Mol Microbiol., 41 (2001) 167-178.

7. Malgorzata Firczuk and Matthias Bochtler, Folds and activities of peptidoglycan
amidases, FEMS Microbiol Rev., 31 (2007) 676—691

8. http://www.uniprot.org/uniprot/Q736Q1
9. http://pfam.sanger.ac.uk/family/PF12123.3#tabview=tab1

10. Christopher K. Mathews, Kevin G. Ahern, K. E. Van Holde, Bioguimica, 3"Edicion,
Pearson Education, Madrid (2002).

11. Thomas E. Creighton, Proteins.: structurs and molecular properties, W.H. Freeman

and Company, New York, (1993) Capitulo 5, 171-198.

62


http://www.uniprot.org/uniprot/Q736Q1
http://pfam.sanger.ac.uk/family/PF12123.3#tabview=tab1
http://www.google.com.mx/search?hl=es&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Christopher+K.+Mathews%22
http://www.google.com.mx/search?hl=es&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Kevin+G.+Ahern%22
http://www.google.com.mx/search?hl=es&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22K.+E.+Van+Holde%22

Pibliografia

12. José Luque Cabrera, Angel Herrdez Sanchez, Texto ilustrado de Biologia Molecular

e Ingenieria Genética, Elsevier Health Sciences (2001)

13. Bruce Alberts, Dennis Bray, Julian Lewis Biologia Molecular de la Célula,
3°Edicion, Ediciones Omega (1999)

14. Claudia Andrea Senegal Kischinevzky y Jesus Ortega Lule, Manual de practicas
Biologia Molecular de la Célula [, Publidisa, Facultad de Ciencias UNAM, México (2005)
77-78.

15. F. William Studier, Alan H. Rosenberg, John J. Dunn, John W. Dubendorff, Use
of T7 RNA Polymerase to Direct Expression of Cloned Genes, Methods Enzymol., 185
(1990) 60 - 89.

16. Hansen LH, Knudsen S, The effect of the lacY gene on the induction of IPTG
inducible promoters, studied in Escherichia coli and Pseudomonas fluorescens, Curr.

Microbiol. 36 (1998) 341-347.

17. Juan Jauregui Rincon y Norma Angélica Chavez Vela, Glosario de Biotecnologia,

1°Edicién, Universidad Autonoma de Aguascalientes, México (2006) 165.

18. Dana M. Francis and Rebecca Page Strategies to Optimize Protein Expression in
E.Coli , Curr. Protoc. Protein, Chapter 5 (2010) 29.

19. Jeremy Mark Berg, Lubert Stryer y John L. Tymoczko, Bioquimica, Editorial
Reverté, Espana (2008) 243.

20. Werner-Miiller Esterl, Ulrich Brand, Oliver Anderka, Stefan KieB, Katrin
Ridinger y Michael Plenikowski, Bioquimica: Fundamentos para Medicina y ciencias de

la vida., Editorial Reverté, Espafia (2008) 168.

21. Flores Solis David, Expresion y caracterizacion por métodos espectroscopicos (RMN)
de la Defensina 4, Tesis de Licenciatura, Facultad de Quimica UNAM, México D.F.
(2010).

63



Pibliografia

22. Wen-Jing Bao, Yong-Guang Gao, Highly efficient expression and purication system
of small-size protein domains in Escherichia coli for biochemical characterization, Protein

Expres. Purif., 47 (2006) 599-606.

23. David S. Waugh, An overview of enzymatic reagents for the removal of affinity tags,
Protein Expres. Purif. 80 (2011) 283-293.

24. José Federico del Rio Portilla, Determinacion de la estructura de proteinas por
Resonancia Magnética Nuclear, Mensaje Bioquimico, Vol. XXVII. Dpto. de Bioquimica,

Facultad de Medicina, UNAM, Ciudad Universitaria, México D.F. (2003).

25. Studier, F. William. Protein production by auto-induction in high-density shaking
cultures, Protein Expres. Purif. 41 (2005) 207 - 234.

26. Marley, Jonathan, Lu, Min y Bracken, Clay, A method for efficient isotopic labeling
of recombinant proteins, J.Biomol. NMR, 20 (2001) 71 - 75.

27 Joseph Sambrook, David Willian Rissell, Molecular Cloning: a laboratory manual,
Volume 3, 3*Edicién, CSHL Press, New York (2001) 15.44-15.48.

28 Robert L. Cunico, Karen M. Gooding y Tim Wehr, Basic HPLC and CE of
Biomolecules, 1°Edicion, Bay Bioanalytical Laboratory, Richmond California (1998).

29. Shiranthi Keppetipola, Wieslaw Kudlicki, Bao D. Nguyen, Xi Meng, Kevin J.
Donovan, and A. J. Shaka, From Gene to HSQC in under Five Hours: High-Throughput
NMR Proteomics, JACS, 128 (2006) 4508- 4509.

30. Gerard J. Tortora, Berdell R. Funke, Christine L. Case, Introduccion a la

microbiologia, 9* edicion, Editorial Médica Panamericana, Argentina, (2007) 85-89.

31 Albert Parisien and Christopher Q. Lan, Classification of bacterial cell wall
hydrolysases and their potentials as novel alternatives to antibiotics — a response to the

letter of Biziulevicius and Kazlauskaite , J. Appl. Microbiol., 106 (2009) 1754-1759.

32. http://smart.embl-heidelberg.de/

64


http://www.google.com.mx/search?hl=es&tbo=d&biw=1366&bih=650&tbm=bks&tbm=bks&q=inauthor:%22Gerard+J.+Tortora%22&sa=X&ei=KuUSUaYe49LZBdzogYgK&ved=0CC0Q9AgwAA
http://www.google.com.mx/search?hl=es&tbo=d&biw=1366&bih=650&tbm=bks&tbm=bks&q=inauthor:%22Berdell+R.+Funke%22&sa=X&ei=KuUSUaYe49LZBdzogYgK&ved=0CC4Q9AgwAA
http://www.google.com.mx/search?hl=es&tbo=d&biw=1366&bih=650&tbm=bks&tbm=bks&q=inauthor:%22Christine+L.+Case%22&sa=X&ei=KuUSUaYe49LZBdzogYgK&ved=0CC8Q9AgwAA
http://smart.embl-heidelberg.de/

Pibliografia

33. H. Hashimoto, Recent structural studies of carbohydrate-binding modules, Cell. Mol.
Life Sci., 63 (2006) 2954- 2967.

34. http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/
35. http://pfam.sanger.ac.uk/family/PF05036#tabview=tab(

36. Davis S.Waugh, Laboratorio de cristalografia macromolecular, seccion de ingenieria
de proteinas, TEV portease FAQ, Instituto Nacional de Cancer, septiembre 2010
mcll.nciferf.gov/waugh_tech/faq/tev.pd

37. Hillenkamp, F., Karas, M., Beavis, R. C., Chait B. T., Matrix-assisted laser
desorption/ionization mass spectrometry of biopolymers, Anal Chem., 63 (1991) 1193A-
1203A.

38.U. Bahr, M. Karas, F. Hillenkamp, Analysis of biopolymer by Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization (MALDI) mass spectrometry, J. Anal Chem., 348 (1994) 783-791.

39. Bioinformatics, Swiss Institute of., ExPASy (Expert Protein Analysis System). [En
linea] http://www.expasy.ch/

40. Protein calculator, Putnam Chris [En linea].

41. Douglas A. Skoog, Donald M. West, Introduccion a la Quimica Analitica, Editorial
Reverté, Barcelona (1986) Capitulo 20.

42. Sharon M. Kelly, Nicholas C. Price, The application of circular dichroism to studies
of protein folding and unfolding , B.B.A. Biommembranes, 1338 (1997). 161-185.

43. Sharon M. Kelly, Thomas J. Jess, Nicholas C. Price, How fo study proteins by
circular dichroism, B.B.A Biommembranes, 1751 (2005) 119 — 139.

44. John M. Walker, The protein protocols Handbook, Humana Press, Totowa New Jersey
(2002) 15-20.

65


http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/
http://pfam.sanger.ac.uk/family/PF05036#tabview=tab0

Pibliografia

45. Tsaffrir Zor and Zvi Selinger, Linearization of the Bradford Protein Assay Increases
Its Sensitivity: Theoretical and Experimental Studies, Anal. Biochem., 236 (1996) 302 —
308.

46. http://www.piercenet.com/browse.cfm?fldID=02020104

47. Thermo Scientific, nota cientifica, Pierce Biotechnology, Coomassie Plus (Bradford)

Assay Reagent, ficha técnica 23238.

66






@a&ﬂaww'

APENDICE A. PROTOCOLOS DE CELULAS COMPETENTES Y
TRANSFORMACION. @Y

L. Seleccionar una colonia aislada e inocular 100 mL de medio LB en un matraz de 250 mL.
Incubar con agitacion a 37 °C hasta alcanzar un valor de densidad optica de 0.4 medido a

600 nm.

I1. Transferir el cultivo a dos tubos estériles de 50 mL e incubar en hielo por 10 min.
III. Centrifugar durante 10 minutos a 4,000 x g a 4 °C.

IV. Decantar y eliminar el medio restante invirtiendo los tubos por 1 min.

V. Resuspender cada paquete celular en 10 mL de CaCl, 0.1 M (estéril y previamente

incubado en hielo) e incubar en hielo durante 10 min.

VI. Centrifugar a 2,500 x g durante 5 minutos a 4 °C. Desechar el sobrenadante.

VII. Repetir el paso V y VI para un total de 3 incubaciones en cloruro de calcio.

VIII. Resuspender cada paquete celular en 2 mL de CaCl, 0.1 M (frio y estéril).

IX. Agregar 0.5 mL de glicerol al 50 % w/v a cada 2 mL de suspension del paso anterior.

X. Preparar alicuotas de 200 pL en tubos estériles con tapa de rosca y guardarlos a -80 °C.
TRANSFORMACION

I. Tomar un tubo de células competentes e incubarlo en hielo hasta que se derrita.

II. Transferir 50 pL de células competentes a un tubo frio de microfuga de 1.5 mL.

III. Afadir 2-5 pL del DNA plasmidico que se desea transformar, mezclar cuidadosamente

con el tubo tapado.
IV. Mantener en hielo durante 30 minutos.

V. Transferir el tubo a un bafio de agua a 42 °C durante 45 segundos.
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VI. Regresar el tubo al hielo por 2 minutos.

VII. Anadir 200 pL. de medio LB o SOC e incubar las células durante 1 hora con agitacion
ocasional.
VIII. Tomar 50 — 100 pL del cultivo y sembrarlo en una caja con medio LB sdélido con los

antibioticos apropiados.
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APENDICE B. COMPOSICION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO @V

MEDIO LURIA BERTANI (LB)

e Tripsina 10 g/L
e Extracto de levadura 5¢/lL
e NaCl 10 g/L
e pH 7.0

Mezclar los primeros tres componentes en 1 L de agua desionizada o destilada y ajustar el

pH de la disolucién con NaOH o HCl segtin sea necesario. Esterilizar en el autoclave.

MEDIO MINIMO PG

Condiciones disenadas para preparar un litro de cultivo.

e Na,HPO,4 50 mM
e KH,PO, 50 mM
e (NH4),S04 25 mM
e MgSO, 2 mM
e “Stock” de Metales traza 1 mL
e “Stock” de Vitaminas 1 mL
e Glucosa 5¢/L

Disolucion “stock” de disolucion amortiguadora (10X)
o NazHPO4 0.5M
L KH2P04 0.5M

Esterilizar por autoclave

Disolucion “stock” de metales traza (1000X)

e FeCl; (en~ 0.3 % HCI) 0.1M 5.0 mL
e CaCl, 02M 1.0 mL
¢ MnCl, 04 M 0.25 mL
e 7nSOq4 02M 0.5 mL
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COC12 0.1 M

CuSOy4 0.1M
NiSO4 0.1M
H3;BO; 0.1M

*Disolver en H,O caliente

Agregar H,O hasta aforar 10 mL y esterilizar por filtracion.

(1 mL de “stock” de metales por litro de cultivo)

“Stock” de magnesio (1000x)
MgSO4

(1 mL de “stock” de magnesio por litro de cultivo)

Disolucion “stock” de Vitaminas (1000X)
Cloruro de Colina
Acido Félico
Acido D-Pantoténico
Mio-inositol
Nicotinamida (Niacinamide)
Piridoxal HCI
Tiamine HCl
Riboflavin
D-Biotina
Esterilizar por filtracion
Guardar en alicuotas de 1 mL a -20°C

(1 mL de “stock” de vitaminas por litro de cultivo)

0.2 mL

0.2mL

*0.2 mL

2M

1.0 g/lL
1.0 g/lL
1.0 g/lL
20¢g/L
1.0 g/L
1.0g/L
1.0 g/L
0.1 g/L
1.0 g/L
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APENDICE C. PROTOCOLOS DE EXPRESION PARA 1 L DE MEDIO MINIMO
@1

EXPRESION EN MEDIO PG CON REDUCCION DE VOLUMEN

I. Seleccionar una colonia aislada de una transformacion reciente o desprender una
hojuela de un stock de glicerol. Inocular 10 ml de medio LB. Crecer el cultivo incubando
las células por 12-16 horas a 30 °C 6 37 °C con agitacion. Este cultivo se puede dejar
creciendo durante una noche. Al dia siguiente se inocula un litro de medio LB.

I1. Crecer el cultivo incubandolo a 37 °C con agitacion hasta que alcance un valor
de densidad optica de 0.7 a 600 nm. Alcanzado el valor de densidad optica, centrifugar el
cultivo (3000 x g por 5-10 min.), lavar con la disoluciéon amortiguadora de medio minimo
resuspendiendo el paquete celular con 100 mL de disolucién amortiguadora, centrifugar de
nuevo. Lavar nuevamente con disoluciéon amortiguadora.

III. Resuspender el paquete celular en 4 del volumen inicial (250 mL) con
disolucion amortiguadora de medio minimo sin fuentes de carbono y nitrogeno. Dejar
incubando por 1 hora a 37 °C con agitacion, para que el sistema de expresion recupere el
crecimiento y produzca metabolitos sin enriquecimiento isotdpico.

IV. Después de la hora de incubacion centrifugar a 3000 x g. Resuspender el
paquete celular nuevamente en %4 del volumen inicial de medio minimo con los nutrimentos
sefalados, si el marcaje es deseado, se anade los reactivos enriquecidos isotopicamente.

V. Inducir la expresion con la adicion de IPTG hasta una concentracion de 0.5 mM
en el cultivo (para el monitoreo de la expresion NO usar reactivos enriquecidos).

VI. Incubar a la temperatura 6ptima hasta que la produccion de proteina sea maxima
(es necesario el monitoreo de la expresion para determinar las condiciones Optimas de
produccion: tiempo y temperatura de induccion)

VII. Transcurrido el tiempo 6ptimo de maxima expresion, centrifugar (5500 x g por
20 minutos) para obtener el paquete celular. Si se comienza con el proceso de purificacion
de la proteina de fusion se resuspende el paquete celular con el buffer que se usara para la
lisis, de no ser asi, el paquete celular debe congelarse a —20°C para la posterior purificacion

de la proteina de fusion.
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En todo momento, el medio de cultivo, asi como la disolucion amortiguadora deben contar
con la cantidad de antibidticos adecuados para la cepa de expresion y el plasmido con el
cual fue transformada.

EXPRESION CON MEDIO PG
PREPARACION DE LA DISOLUCION AMORTIGUADORA

Para llevarlo a cabo el enriquecimiento isotopico, como primer paso se prepara un litro de
disolucion amortiguadora con 50 mM Na,HPO4 y 50 mM KH,PO,. Este litro se divide en 2
partes iguales y se coloca cada una de ellas en un matraz para cultivo de 2 L. Estos seran
los matraces preparativos donde se expresara la proteina de interés. Es necesario preparar
100 mL adicionales de la disolucion amortiguadora anterior para colocarla en un matraz de
250 o 500 mL. Esta disolucion es la de los cultivos semilla. Estas disoluciones se

esterilizan por autoclave.

MEZCLA DE NUTRIENTES PREPARATIVOS (PARA LOS DOS MATRACES
GRANDES; CON REACTIVOS ENRIQUECIDOS ISOTOPICAMENTE O NO,
DEPENDIENDO DEL EXPERIMENTO)
Estas disoluciones contienen las fuentes de carbono y nitrégeno que servirdn como materia
prima a la célula para la produccion de la proteina de interés. Dichas fuentes pueden ser o
no contener nutrientes enriquecidos con "N y/o °C, dependiendo si se quiere enriquecer en
uno o ambos isdtopos o el cultivo es un ensayo de la expresion u optimizacion de las
condiciones para expresar proteina. Dichas disoluciones se preparan como a continuacion
se describe:

1. Pesar el equivalente a 0.025 moles de (NH4),SO4 en un vaso de precipitado de 50
mL conteniendo un agitador magnético, anadir 1 mL del “stock de magnesio”, 1 mL del
“stock” de vitaminas, 1 mL del “stock” de metales. Finalmente afiadir agua hasta alcanzar
el volumen de 15 mL. Agitar hasta que el (NH4),SOj4 se haya disuelto.

2. Pesar 5 g de glucosa, afiadir al vaso de precipitado y afiadir el volumen de agua
restante para alcanzar un volumen de 40 mL, agitar hasta que la glucosa se haya disuelto.

3. Esterilizar por filtracion, guardar a 4° C (si sera utilizado al siguiente dia) o

congelar.
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4. No afiadir a los matraces hasta que sea tiempo de inocularlos con el cultivo
semilla.
MEZCLA DE NUTRIENTES SEMILLA (PARA LOS CULTIVOS SEMILLA;
SIEMPRE SIN REACTIVOS ENRIQUECIDOS)
Al igual que la mezcla nutritiva preparativa, esta mezcla contiene las fuentes de carbono y
nitrogeno que servirdn como materia prima para que la célula produzca la proteina de
nuestro interés. La disolucion se prepara de forma idéntica con la excepcion que esta
mezcla jamés llevard reactivos enriquecidos con "N y/o "*C. La cantidad preparada de
mezcla de nutrientes semilla es suficiente para 10 cultivos semilla. No se debe afiadir a los

matraces hasta que sea tiempo de inocularlos con las células transformadas.
PROTOCOLO PG

Primer dia

1. Se selecciona una colonia bien aislada de una transformacion fresca o una hojuela
de un stock de glicerol. Se inoculan 10 mL de medio LB. Se crece el cultivo mediante la
incubacion de las células por 7-10 horas a 37 °C con agitacion.

2. Mientras el cultivo del paso 1 crece, se preparan los matraces semilla y
preparativos, sin afiadir los nutrientes.

3. Completado el paso 1 se centrifugan las células a 3’000 x g por 5-15 minutos, se
decanta el sobrenadante.

4. Se deben afiadir los antibidticos apropiados y la mezcla de nutrientes al (los)
matraz (ces) semilla.

5. El paquete celular obtenido en el paso 3 se resuspende en un poco de medio del
matraz semilla a inocular, después se inocula el resto del medio con las células
resuspendidas.

6. El cultivo de deja crecer por 12-16 horas (toda una noche) incubando a 30 o 37

°C con agitacion constante.
Segundo dia
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7. Al siguiente dia se deben poner 45 mL del cultivo dentro de cada uno de dos
tubos falcon de 50 mL estériles para recolectar las células centrifugando los tubos falcon a
3’000 x g por 15 minutos, después se decanta el sobrenadante.

8. Mientras se completa el paso 7 se afiaden los antibidticos adecuados y la mezcla
nutritiva a los matraces preparativos.

9. Completado el paso 7 se resuspende el paquete celular de uno de los tubos falcon
en un poco de volumen del medio preparativo, una vez resuspendido el paquete celular, se
inocula el resto del medio de uno de los matraces preparativos. Repetir con el otro falcon y
el otro matraz preparativo.

10. Las células crecen incubando el cultivo a 37 °C con agitacién a 200 rpm hasta
que la densidad 6ptica (DO) a 600 nm sea de 0.7 - 0.8 (usualmente 1 - 2 h).

11. Inmediatamente se induce la expresion anadiendo IPTG hasta alcanzar una
concentracion 0.5 mM en el medio de cultivo. Se incuba a la temperatura optima de
expresion y se deja transcurrir el tiempo hasta que la expresion de proteina sea maxima (se

requiere hacer un monitoreo de expresion para fijar estas condiciones).

Segundo/Tercer dia

12. Terminado el tiempo de expresion Optimo, se recolectan las células del cultivo
centrifugdndolo a 5500 x g por 20 minutos.

13. Se decanta el medio y el paquete celular debe congelarse a —20 °C o proceder

con la lisis celular.
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APENDICE D. DISOLUCIONES AMORTIGUADORAS

Disoluciones amortiguadoras utilizadas para la lisis celular y la purificacion por

columna de afinidad metal-quelato

Componente Disolucion amortiguadora
A B C
Fosfatos 50 mM
NaCl 300 mM
Imidazol 10 mM 50 mM 300 mM
pH 8.0

Disoluciones amortiguadoras utilizadas para realizar el corte de la proteina de fusion

y la purificacion de los fragmentos de corte.

Componente Disolucion amortiguadora
D E
Fosfatos 50 mM
NaCl 100 mM 500 mM
pH 8.0

Disolucion amortiguadora de carga para SDS-PAGE (2X)

e Agua 4.2 mL
e Tris-HC1 0.5M pH= 6.8 1.0 mL
e Glicerol 800 uL
e SDSal 10% (w/v) 1.6 mL
e [(-mercaptoetanol 400 UL
e Azul de bromofenol al 10% (w/v) 20 uL
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APENDICE E. PROTOCOLO PARA PURIFICAR LA PROTEINA DE FUSION
POR LA COLUMNA DE AFINIDAD METAL- QUELATO

I. La columna Hi-Trap Chelating® debe encontrarse debidamente cargada con niquel
divalente.

I1. Equilibrar la columna con 5-10 volimenes de columna (existen columnas de 1 mL y
de 5 mL) con disolucién amortiguadora con la cual se deja fija la proteina de fusion a la
columna (disolucién amortiguadora A).

III. Se hace pasar la parte soluble del lisado celular previamente filtrada en poro de
0.22 pum considerando que la capacidad méxima de fijacion de proteina por la columna
es de alrededor de 12 mg de proteina/mL.

IV. Se lava la columna con 10 volumenes de columna de disoluciéon amortiguadora de
fijacion. Los primeros dos volumenes de lavado con esta disolucion se colectaron en
una sola fraccion denominada L1. Los 8 volimenes restantes se colectaron como una
fraccion diferente y se denomind L2, esto con la finalidad de monitorear la fijacion de
la proteina de fusion a la columna, asi como de otras proteinas presentes en el lisado
celular.

V. Se realiza un lavado de 5 volumenes de columna con una disolucién que contenga
mayor cantidad de imidazol que la disolucion de fijacion. En este caso se hizo con
disolucion amortiguadora B. Se colecto esta fraccion y se denomino L3.

VI. Se eluye la proteina de fusion con 3 volimenes de columna de disolucién
amortiguadora C (300 mM de imidazol). La fraccion colectada se denomina E1.

VII. Finalmente se pasan 10 volimenes mas de disolucion de fijacion para retirar de la
columna cualquier proteina que atn pudiera estar presente.

VIII. Se hacen pasar de 5-10 volumenes de columna de H,O destilada.

IX. Se pasan 5 volimenes de columna de etanol al 20 % y en estas condiciones se
guarda la columna.

X. Se toman muestras de las diferentes fracciones de purificacion y se analizan por

SDS-PAGE.
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APENDICE F. CUANTIFICACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE
BRADFORD ¢4 9 ¢6)

El Coomassie G-250 es un reactivo colorimétrico que se utiliza para la deteccion y
cuantificacion de proteinas totales. Fue descrito por primera vez por el Dr. Marion Bradford
in 1976.

El ensayo de Bradford se basa en la union del colorante azul de Coomasie G-250 a las
proteinas. El ensayo se realiza a pH dacido. En estas condiciones existen tres formas
cargadas del colorante. Las formas catidnicas roja 'y
verde tienen su maximo de absorbancia a 470 nm y
650 nm respectivamente. La forma aniénica azul es
la que se une a las proteinas y tiene una

absorbancia méaxima a 590 nm. El complejo

colorante — proteina absorbe luz a 594 nm, por lo

cual es comun determinar la cantidad de proteina

Coomassie Brilliant Blue G-250 Dye

cd',-"lw"g"&'l:"rs; . . ., .
ac1endo 1a medicion ae la absorvancia a nm.
35100 haciendo la medicion de la absorb 595
Estructura quimica del colorante Coomassie. En la union del colorante a la proteina participan

Formulado en un amortiguador de acido f d d 1 . .
fosforico a pH bajo. Esta forma es basica para uerzas e Van er Waals ¢ interacciones

elensayo de proteinas. hidrofobicas. El niimero de ligandos que se unen a
cada molécula de proteina es aproximadamente proporcional al nimero de cargas positivas
presentes en la proteina; por lo tanto, el colorante se une mas facilmente a los aminoacidos
basicos como lisina, arginina e histidina presentes en la proteina. Esto puede conducir a una
variacion en la respuesta a diferentes proteinas en el ensayo.

Aminodcidos libres, péptidos y proteinas de bajo peso molecular no producen respuesta a
este ensayo. En general la masa de la proteina debe ser igual o mayor a 3KDa.

La cuantificacion de la proteina de fusion GB1- Amidasa 2C se realizd utilizando el
reactivo comercial de Thermo Scientific Coomasie Plus (Bradford) Protein Assay (con
nimero de producto 23238) el cual contiene aditivos que retardan la formacion de
agregados colorante — colorante y colorante - proteina que tienden a formarse cominmente

en todos los reactivos a base de Coomasie.
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PROTOCOLO PARA LA CUANTIFICACION DE PROTEINA. “7
1. Se preparan los estandares de BSA (albumina sérica bovina) que se utilizaran para

construir una curva estandar con las siguientes concentraciones:

Estandar Concentracion de BSA

A 2000 pg/ mL
B 1500 yg/ mL
C 1000 pg/ mL
D 750 pg/ mL
E 500 g/ mL
F 250 yg/ mL
G 125 yg/ mL
H 25 yg/ mL

El rango de lineal de trabajo con BSA es de 125-1000 yg/ mL

2. Colocar SuL de cada estandar de BSA y de las muestras de concentracion desconocida
en tubos de microfuga de 2mL. Identificar adecuadamente los tubos. Cada muestra
desconocida debe hacerse por triplicado.

3. Adicionar a cada tubo 1mL del reactivo de Coomasie y mezclar bien.

4. Para tener mayor consistencia en los resultados incubar las muestra durante 10 min. a
temperatura ambiente.

5. Con una longitud de onda de 595 nm ajustar el espectrofotometro en un valor de
absorbancia igual a cero con 1 mL de reactivo de Coomasie (Blanco). Subsecuentemente
medir la absorbancia de todas las muestras y registrar la lectura.

6. Construir una curva estandar con la medida de absorbancia obtenida para cada estandar
contra la concentracion de cada uno.

7. Utilizar la ecuacion de la curva estandar para determinar la concentracion de proteina de

cada muestra desconocida con en valor promedio de absorbancia obtenido para cada una.
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