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1 Resumen

El queso Cotija artesanal es elaborado con leche bronca y sin la adicion intencional de
cultivos iniciadores, que después de tres meses de maduracion presenta una
disminucién del nimero de coliformes totales. Esto se puede deber a que durante la
maduracion del queso se modifican factores como a,, pH y acidez, producida por
bacterias &cido lacticas, de las cuales, el género Enterococcus es importante en este
producto. En nuestro grupo de trabajo se aislé una cepa de Enterococcus faecalis que
produce proteinas extracelulares con actividad antibacteriana. Mediante SDS-PAGE y
zimogramas, se determind el peso molecular de las bandas con actividad litica contra
Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Micrococcus lysodeikticus. Al perder
actividad por protedlisis enzimatica, se demostr6 su naturaleza proteinica. Se
seleccionaron bandas con actividad litica para su identificacion por LC-MS/MS. Una
banda de 95 kDa se relacion6 con dos peptidoglucano hidrolasas diferentes. La
primera fue una N-acetilglucosaminidasa de 72 kDa reportada en E. faecalis V583,
nombrada AtlA. La segunda fue una proteina hipotética de 54 kDa, que corresponde a
otra N-acetilglucosaminidasa. Para explicar el aumento de peso y la comigracion, se
elimind la interaccion proteina-proteina, adicionando diferentes agentes reductores; sin
embargo, se mantuvo el perfil electroforético y la actividad. Adicionalmente, se
determind que las proteinas activas no estaban glicosiladas mediante el uso de un kit
gue detecta diferentes tipos de glicosilacion.

El objetivo de este trabajo fue la caracterizacion de dichas proteinas. Para lo cual, se
decidié clonar y expresar dichas proteinas en E. coli. Adicionalmente, se realizaron
analisis en las proteinas nativas. El extracto proteinico extracelular fue purificado
parcialmente por precipitacion con (NH4),SO, y acido tricloroacético. No fue posible
separarlas por electroforesis en 2D ni mediante el aumento de las condiciones
desnaturalizantes. Adicionalmente, se realiz6 una desglicosilacion enzimatica mediante
el uso de dos enzimas que hidrolizan en dos enlaces diferentes; tampoco hubo
diferencia en los pesos moleculares. Por lo que se llevd a cabo la secuenciacion
completa de los genes que codifican para dichas proteinas directamente en la cepa
productora y hacer la comparacion con lo reportado en bases de datos. Al no existir
diferencias, se procedio con la clonacion y expresion en E. coli. La proteina con peso
molecular tedrico de 54 kDa se obtuvo con un peso de 80 kDa y la de 72 kDa con un
peso de 86 kDa. Se llevo a cabo una caracterizacion parcial de las enzimas. La de 80
kDa presentd su actividad optima a pH 6, mantuvo un 50% de la actividad tras un

tratamiento de 90°C durante 30 min y en 300 mM de NaCl y present6 actividad de N-
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acetilglucosaminidasa. La de 86 kDa presentd su actividad 6ptima a pH 6, mantuvo un
50% de la actividad tras un tratamiento de 70°C durante 30 min y en 500 mM de NaCly
presentd actividad de N-acetilglucosaminidasa.

Ambas proteinas recombinantes presentaron actividad por separado; sin embargo, se
observaron con un peso molecular mayor al teérico. La proteina de 54 kDa no habia
sido reportada previamente, lo que representa el aporte de este trabajo.



2 Marco teorico
2.1 Bacterias acido lacticas

Las bacterias 4cido lacticas (BAL) se definen como cocos o bacilos Gram positivos, no
esporulados, catalasa negativos, anaerobios facultativos, que producen acido lactico como
producto final mayoritario de la fermentacion de carbohidratos.

Los principales géneros que conforman al grupo de las BAL son: Aerococcus, Carnobacterium,
Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus,
Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus y Weissella (Salminen et al., 2004).

2.1.1 El género Enterococcus

Los enterococos forman parte de las bacterias acido lacticas (BAL). Son cocos esféricos u
ovoides, Gram positivos, se pueden encontrar solos, en pares o0 en cadenas cortas (Domig et
al., 2003). Los enterococos son anaerobios facultativos y crecen bien en la superficie de
medios solidos expuestos al aire. Sin embargo, no son capaces de sintetizar ATP por medio de
la respiracion. Su metabolismo es homofermentativo, siguen la via Embden-Meyerhof-Parnas,
resultando en la produccion de acido lactico. El producto final predominante es el enantibmero
acido L(+)-lactico (Garg y Mital, 1991). Su temperatura éptima de crecimiento es de 35°C, pero
son capaces de crecer en un rango de entre 10 y 45°C y sobreviven a 60°C al menos 30
minutos. Pueden crecer a pH de 9.6 y en presencia de 6.5% de cloruro de sodio. La mayoria de
las especies de enterococos pueden hidrolizar la escualina en presencia de 40% de sales
biliares (Foulquié-Moreno et al., 2006). Los enterococos no forman esporas, son oxidasa
negativos y catalasa negativos, pero algunas cepas pueden exhibir una actividad de pseudo-
catalasa (Foulquié-Moreno et al., 2006). Su capacidad biosintética es muy limitada. Requieren
de vitaminas del complejo B, varios amino&cidos, bases puricas y pirimidicas (Garg y Mital,
1991).

2.1.2. Aplicaciones de las BAL

Las BAL tienen aplicaciones en la produccion de bebidas y alimentos fermentados. Algunas
cepas de BAL aportan beneficios a la salud, en su uso como probiéticos, en la produccion de
péptidos bioactivos y como vehiculos transportadores de moléculas con valor terapéutico. Pero
sin duda, la aplicaciébn mas importante es su uso como cultivos iniciadores en varios productos
lacteos fermentados (Savijoki et al., 2006), ya que la fermentacién de los azlcares lleva a la
produccion de &cidos organicos y a un descenso en el pH, importante en el fenémeno de la
coagulacion de las proteinas y en la reduccion o prevencién del crecimiento de microbiota
acompanfante; participan en la hidrélisis de proteinas, contribuyendo a la textura y sabor final
de diferentes productos fermentados; sintetizan compuestos que dan sabor y aroma, como

acidos organicos, acetaldehido, diacetilo, acetoina, etc.; sintetizan agentes texturizantes, los
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cuales aportan consistencia al producto y producen componentes inhibitorios de otros
microorganismos, principalmente patégenos y de descomposicion. Ademas de la produccion de
acidos orgéanicos, el efecto inhibitorio puede ser causado por la generacion de otros
compuestos como peroxido de hidrégeno, diacetilo, bacteriocinas o peptidoglucano hidrolasas
(Moreno et al., 2002; Kang et al., 2003; Salminen et al., 2004).

La actividad autolitica de las BAL es un factor importante en algunos productos, principalmente
en quesos, debido a que la liberacion de enzimas localizadas en el interior de las células, como
las proteasas, peptidasas y esterasas, permite su accion en los componentes de la leche o en
la cuajada, acelerando la maduracion y dando lugar al desarrollo de aromas y sabores. En
particular, se ha observado que la liberacion de peptidasas acelera la produccion de
aminoécidos, lo que resulta en una disminuciéon en la amargura por la hidrolisis de péptidos
hidrofébicos; ademas, el catabolismo de los aminoacidos lleva a la formacién de aromas. La
autolisis es un proceso complejo que envuelve diferentes enzimas que se han clasificado como
peptidoglucano hidrolasas (Ouzari et al., 2002; Cibik y Chapot-Chartier, 2004).

2.2 Peptidoglucano hidrolasas

El peptidoglucano (o mureina) es el mayor componente de la pared celular de bacterias. Esta
molécula forma una barrera que recubre la membrana plasmatica y protege a la célula contra la
presion osmética interna en condiciones hipoosmoéticas. El peptidoglucano consiste en cadenas
de residuos alternados de N-acetilglucosamina (GIcNAc) y acido N-acetilimuramico (MurNAc)
unidos mediante enlaces $-1,4, que se entrecruzan por péptidos cortos formados por L- y D-
aminoacidos. Durante todo su crecimiento, las células necesitan romper de manera controlada
los enlaces del peptidoglucano. Las enzimas responsables de este proceso son conocidas
como peptidoglucano hidrolasas o PGHs (Eckert et al., 2006). Las PGHs estan involucradas en
un gran numero de funciones que requieren la modificacion de la red rigida del peptidoglucano
durante el crecimiento y la division celular. Algunas de estas funciones incluyen la regulacion
del crecimiento de la pared celular, el intercambio de unidades de peptidoglucano durante el
crecimiento, la separacion de las células hijas durante la division y la autolisis, que
generalmente se induce en condiciones adversas como la falta de nutrientes. Algunas PGHs
especializadas amplian los poros en el peptidoglucano para el ensamblaje de grandes
complejos que atraviesan las envolturas celulares (pili, flagelos, sistemas de secrecién), u otras
degradan el peptidoglucano durante la esporulacién o la germinaciéon. En bacterias patégenas
juegan un papel importante en la adhesion y en la amplificacion de la respuesta inflamatoria al
liberar péptidos. Ademas, las PGHs estan involucradas en los fendmenos de lisis de
poblaciones microbianas (Lortal y Chapot-Chartier, 2005; Eckert et al., 2006; Vollmer et al.,
2008).
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La formacion de la red del peptidoglucano requiere de la polimerizacion de las cadenas de
glicanos por glucosiltransferasas y el entrecruzamiento con los péptidos cortos por DD-
transpeptidasas. Los modelos de polimerizacion del peptidoglucano predicen que la
incorporacion de nuevos precursores requiere de una hidrélisis parcial de la red preexistente.
La actividad de peptidoglucano hidrolasa es necesaria en la célula para la digestion del septo
durante la division y el ensamblaje de estructuras como el pili (Mesnage et al., 2008).

Las PGHs se han clasificado de acuerdo con el tipo de enlace que hidrolizan en el
peptidoglucano (Figura 1). Las N-acetiimuramoil-L-alanina amidasas rompen el enlace amida
entre MurNAc y la L-alanina del péptido. Las peptidasas son capaces de hidrolizar el Gltimo
aminoacido del extremo carboxilo de los péptidos (carboxipeptidasas), o de romper
completamente los puentes formados por los péptidos (endopeptidasas). Las N-
acetilglucosaminidasas y las N-acetilmuramidasas hidrolizan los enlaces p-1,4 de la cadena de
glicanos. Las primeras lo hacen dejando un extremo GIcNAc reductor, mientras que las
segundas hidrolizan el enlace entre MurNAc y GIcNAc, pudiendo dejar libre un extremo
MurNAc reductor, llamadas lisozimas, o formando un anillo 1,6-anhidro en MurNAc, conocidas
como transglicosilasas liticas (Vollmer et al., 2008; Layec et al., 2008).

M-acetilmuramoil-L-alanina amidasas

Carboxipeptidazas

L-Ala D-Glu L-di-A g D-Ala L D-Ala

B S o B .

T T
D-Ala L-di-A D-Glu L-la

Endopeptidazas

MurNAc:

M-acetiglucosaminidazas

MurNAc [

M-acetimuramidaszas

Figura 1. Estructura del peptidoglucano y especificidad por sustrato de las PGHs (adaptado de Layec et
al., 2008).

Las PGHSs pueden ser agrupadas en dos clases de enzimas. En el primer grupo se encuentran
las autolisinas, las cuales son secretadas del citoplasma bacteriano por un péptido sefial en el
extremo N-terminal y degradan el peptidoglucano de la pared celular en sitios especificos
durante el desarrollo de la célula. Como las autolisinas son peligrosas para la integridad de la
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célula, su expresion o actividad debe estar bien regulada. Una vez producida la PGH, su
regulacién se lleva a cabo por algunas proteasas asociadas a la pared celular que disminuyen
drasticamente su capacidad autolitica. En el segundo grupo se encuentran las endolisinas, que
estan codificadas en bacteri6fagos y son exportadas por holinas (pequefios polipéptidos que se
insertan dentro de la membrana citoplasmatica de la bacteria hospedera). La funcion de las
endolisinas es la hidrdlisis completa de la pared celular para la liberacion de los bacteri6fagos.
La induccién del profago puede ser causada por un agente mutagénico o por estrés ambiental,
por ejemplo, choque térmico (Navarre et al., 1999; Lortal y Chapot-Chartier, 2005).

Algunos factores como el pH, la temperatura, concentracion de sal y la fuente de carbono
tienen una influencia en el proceso de autolisis. El grado de autolisis depende de cada cepa,
pero el proceso normalmente empieza después de la fase exponencial de crecimiento. Como
se mencioné anteriormente, esta actividad autolitica es importante en la maduracion de los
guesos, ya que permite la liberacion al exterior de enzimas como las peptidasas. Con el fin de
entender y, en determinado momento, poder controlar la autolisis es necesaria la identificacion
y la caracterizacion de las enzimas involucradas en este fenomeno (Cibik et al., 2001; Kang et
al., 2003); ademas de su evaluacion para su posible aplicacion como conservadores en
alimentos.

2.3 Caracterizacion de peptidoglucano hidrolasas producidas por bacterias del
género Enterococcus

Se han caracterizado peptidoglucano hidrolasas de BAL, entre ellas, algunas del género
Enterococcus. Enterococcus hirae tiene dos hidrolasas autoliticas: la muramidasa-1, que es
una p-1,4-N-acetiimuramidasa con una forma activa de 87 kDa (Dolinger et al.,, 1988), y la
muramidasa-2, que tiene dos formas activas, una de 125 kDa y otra de 75 kDa (Dolinger et al.,
1989). La muramidasa-1 se sintetiza como zimOgeno y necesita una protedlisis para su
activacion. La muramidasa-2 tiene dos o posiblemente tres dominios con actividad de
glicosaminidasa cerca del extremo amino terminal y seis secuencias repetidas de 45
aminoacidos en el extremo carboxilo terminal que estan involucradas en la unién al
peptidoglucano (Shockman, 1992).

Por otra parte, el genoma de Enterococcus faecalis codifica para 20 peptidoglucano hidrolasas,
de las cuales 6 son glucosaminidasas, 7 muramidasas, 2 amidasas, 2 endopeptidasas y 3
proteinas relacionadas con transglicosilasas liticas. De todas ellas se han estudiado solamente
tres. La primera fue la AtlA, la cual muestra actividad de N-acetilglucosaminidasa.
Posteriormente se identificaron dos autolisinas adicionales: la AtIB y la AtlIC, que muestran una
actividad de N- acetiimuramidasa (Mesnage et al., 2008).

AtlIA es la peptidoglucano hidrolasa de E. faecalis mas abundante. Esta enzima de tres
dominios (Figura 2) esta compuesta por un dominio rico en treonina y acido glutdmico (rico en
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T/E) en el extremo amino terminal cuya funcion se desconoce (dominio I), un dominio catalitico
central (dominio 1) y un dominio de unién a la pared celular formado por seis médulos LysM
(dominio 1lI). Se traduce como una proteina de 737 aminoacidos; sin embargo, posee un
péptido senal que va del aminoacido 1 al 53. La proteina madura tiene un peso molecular de 72
kDa, pero adicionalmente presenta otra forma activa de 62 kDa, que se deriva al perder el
dominio I. EI dominio de unién al peptidoglucano es muy importante para que la enzima
presente su actividad, cuyas condiciones Optimas son a una temperatura de 37°C y un valor de
pH de 7 (Eckert et al., 2006).

Dominio | Daominio I Daotminio N
- I = .
PS RicoenTE  Cataltico Ly=h
1-53 Sd-181 182-335 336-737

Figura 2. Organizacion de dominios de AtlA (adaptado de Eckert et al., 2006).

AtIB y AtIC poseen pesos moleculares de 50 y 47 kDa respectivamente. Presentan una
secuencia de aminoacidos practicamente idéntica, solo que AtlB estd compuesta por 433
aminodcidos y AtlIC por 413. Ambas presentan un péptido sefial, un dominio catalitico con
actividad de N-acetilmuramidasa y un dominio de unién a la pared celular (Figura 3; Mesnage
et al., 2008).

1 22 433 aa
V

FS Cataltico Lyshd

Figura 3. Organizacion de dominios de AtIB (adaptado de Mesnage et al., 2008).
2.4 Glicosilacion de proteinas en procariontes

Como parte de una caracterizacion completa de una proteina, es posible incluir la busqueda de
modificaciones postraduccionales. Una de ellas es la glicosilacion de la proteina, que, entre
otras cosas, hace que se incremente su peso molecular. Aunque las glicoproteinas estan
ampliamente distribuidas en células eucariontes, en procariontes aparentemente son raras. La
idea de que las bacterias no glicosilan proteinas ha sido motivo de discusion por mucho tiempo,
pero se han dado varios reportes en los ultimos afios de glicoproteinas producidas por
bacterias. La evidencia experimental de la naturaleza de las glicoproteinas no siempre es clara
y convincente, en algunos casos puede arrojar resultados incorrectos. Esto es debido a la
abundancia de glicanos en la pared celular de las bacterias, uniéon a lectinas o tincion con
acidos de Schiff, incluso después de una SDS-PAGE, causado por una asociacion fuerte pero
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no covalente con azucares. La prueba final es la identificacion del enlace entre el aminoacido y
el azicar.

Todas las glicoproteinas de procariontes reportadas pueden ser clasificadas en cinco grupos,
dependiendo de su localizacién. Estos incluyen: i) las glicoproteinas de la capa superficial,
aquéllas presentes en la monocapa mas externa de la envoltura celular, como la proteina de la
capa S de Lactobacillus buchneri; ii) las glicoproteinas asociadas a la membrana, aquéllas que
estan distribuidas al interior o al exterior de la membrana y en el periplasma, por ejemplo, el
antigeno C de Streptococcus salivarius; iii) glicoproteinas asociadas a la superficie celular,
aquéllas asociadas a pili o flagelos, como la pilina tipo A de Pseudomonas aeruginosa; iv)
glicoproteinas secretadas y exo-enzimas, por ejemplo, una autolisina de Clostridium
acetobutylicum y una muramidasa de Enterococcus faecium; y v) glicoproteinas celulares,
cuya localizacion dentro de la célula es incierta 0 no especifica, como una prototoxina de
Bacillus thuringensis subsp. kurstaki (Upreti et al., 2003).

Las glicoproteinas pueden desempefiar distintas funciones en procariontes. Pueden participar
en la patogenicidad de bacterias. Varios reportes han demostrado que la glicosilacion altera la
inmunogenicidad inhibiendo la presentacion al complejo mayor de histocompatibilidad de
péptidos individuales a las células T. Pueden facilitar la adhesién y actuar como antifagociticos.
Glicoproteinas en la superficie celular pueden estar involucradas en interacciones célula-célula
entre bacterias y eucariontes. Es posible que los glicanos en enzimas faciliten la interaccién
con el sustrato. Las glicoproteinas de superficie son importantes para dar y mantener la forma
de la bacteria (Upreti et al., 2003).

Dentro de las proteinas glicosiladas reportadas en procariontes se encuentra una muramidasa
(peptidoglucano hidrolasa) producida por Streptococcus faecium (ahora Enterococcus faecium),
con ramificaciones de glucosa unidas por enlaces O-glucosidicos. La enzima se observa con
un peso de 130 kDa en SDS-PAGE, pero también presenta una forma activa de 87 kDa
(Kawamura y Shockman, 1983). Esto es un ejemplo de una enzima glicosilada con actividad
similar a las estudiadas en este trabajo.

3 Antecedentes del grupo de trabajo
3.1 Bacterias aisladas del queso Cotija con actividad antibacteriana

El queso Cotija se elabora de manera artesanal desde hace méas de 400 afios. Es un queso de
gran formato pues se produce en voluminosas piezas cilindricas de 22 kg en promedio, de
pasta firme, prensada y friable. Es nombrado asi por la ciudad de Cotija de la Paz en el estado
de Michoacan, donde se ha comercializado tradicionalmente. La zona esta ubicada en la sierra
Jalmich, entre los estados de Jalisco y de Michoacan. El queso Cotija se produce a partir de
leche entera y bronca que proviene de ganado cebu o criollo que se alimenta en pastoreo libre.

14



En ninguna etapa de la elaboracion sufre algun tratamiento térmico como la pasteurizacion, ni
se adicionan cultivos iniciadores de manera intencional. El queso Cotija, cuando es el auténtico
madurado, tiene un minimo de tres meses de almacenamiento dentro del lugar que se produce
antes de ser comercializado, por lo que desarrolla aromas, olores y sabores caracteristicos
intensos (Alvarez-Barajas et al., 2005; Cervantes-Escoto et al., 2008; Bravo-Mendoza, 2008).

Por otra parte, Bravo-Mendoza en el 2008 reportdé una disminucién de mas del 95% de la
poblacién inicial de coliformes en muestras de queso Cotija después de 60 dias de maduracion
(Figura 4). Esta disminucion tan drastica puede deberse, en parte, a factores fisicoquimicos
gue se ven modificados durante este tiempo, como lo son el pH, la acidez y la actividad acuosa
(aw). Sin embargo, este efecto puede deberse también a la produccibn de metabolitos
inhibidores generados por el crecimiento de bacterias acido lacticas (BAL) en el queso. En el
mismo trabajo se aislaron 9 cepas, nombradas con las letras de la A a la |, de quesos de
diferentes productores. En estudios posteriores realizados por Hernandez-Alcantara (2010), se
encontré que algunas de estas cepas presentaban actividad antibacteriana extracelular contra
microorganismos indicadores como Staphylococcus aureus y Escherichia coli. Esta actividad
extracelular se produjo en medio MRS. Los resultados fueron observados mediante una prueba
de difusion en agar, en la que se aplicé el sobrenadante de la fermentacioén libre de células,
neutralizado y concentrado por liofilizacion. También encontré que el tiempo al cual hubo una
mayor inhibicibn de los microorganismos indicadores fue cuando las cepas en estudio se
encontraban en la fase estacionaria temprana de crecimiento (Figura 5). Estas cepas de BAL
fueron identificadas por pruebas bioquimicas.
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Figura 4. Resultados fisicoquimicos del queso Cotija, comparados con la cuenta de coliformes
(tomado de Bravo-Mendoza, 2008).
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Figura 5. Actividad inhibitoria del extracto extracelular de una cepa de BAL (F) aislada del queso Cotija
frente a S. aureus, a distintos tiempos de fermentacién (Hernandez-Alcantara, 2010).

Posteriormente, Matamoros-Ortega (2010) observd que los extractos extracelulares
semipurificados mediante una precipitacion con sulfato de amonio al 40% (p/v) de algunas de
las cepas aisladas del queso Cotija presentaban actividad bacteriostatica contra los mismos
microorganismos indicadores, pero esta vez en un medio lacteo con sal que simulaba la
cuajada con la que se elabora el queso.

3.2 ldentificacion de los compuestos con actividad antibacteriana

En el trabajo previo a éste (Serrano-Maldonado, 2010) se lograron identificar algunas proteinas
con actividad antibacteriana mediante zimogramas y su secuenciacion parcial. En la cepa G se
identific6 una proteina de Enterococcus faecium de 87 kDa con una region NplcP60 con
actividad de endopeptidasa (Figura 6, carriles 3y 7). En la cepa F se identific6 una proteina de
Enterococcus faecalis de 60 kDa (Figura 6, carril 6) con una regiébn SCP que participa en la
degradacioén de la pared celular, no se conoce mucho acerca de este tipo de dominios, pero se
cree gque puede participar en la proteccion contra patégenos o competidores; también se
identific6 una banda de 95 kDa con actividad de PGH cuyos péptidos secuenciados
presuntamente corresponden a dos N-acetilglucosaminidasas de E. faecalis que migran juntas
al realizar una electroforesis. Al realizar un analisis mediante el algoritmo BLAST, se encontré
en las bases de datos que estas dos peptidoglucano hidrolasas tienen pesos moleculares de
54 (G1:29342352) y 74 kDa (Gl:29342849); sin embargo, estos pesos no corresponden con lo
observado, posiblemente porque se trata de proteinas diferentes. De éstas, la primera es una
proteina hipotética y la segunda ya se ha caracterizado (Béliveau et al., 1991; Eckert et al.,
2006).

Para tratar de encontrar la razén por la cual el peso molecular teérico y el real no coincidieron,
y determinar si la banda de 95 kDa estaba formada por proteinas aglomeradas, se les
realizaron tratamientos con agentes reductores fuertes como el ditiotreitol (DTT) y tris(2-

carboxietil) fosfina (TCEP) para descartar que se encontraran agregadas por puentes disulfuro;
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sin embargo, no fue posible separarlas, se mantuvo el peso molecular y la actividad intacta
(Figura 7).

95 kD
97 kDa 87 kDa

72 kDa
66 kDa

60 kDa

45 kDa

31 kDa

21 kDa

14 kDa

Figura 6. Zimograma de actividad litica celular contra M. lysodeikticus de los extractos extracelulares
precipitados con TCA 10% (v/v): Cepa 1 (2), Cepa 2 (3), Cepa 3 (4), Cepa 4 (5). Proteina total de 4.8 a
8.4 ng. Muestras precipitadas con (NH4)2S04 40% (p/v) y TCA 10% (v/v): Cepa 1 (6), Cepa 2 (7), Cepa
3 (8), Cepa 4 (9). Proteina total de 23 a 44 ng. Marcador de peso molecular bajo (1). Gel SDS-Tris-
Tricina 10% (Serrano-Maldonado, 2010).

1 2 3 4 5 6 7 8

-~

)

97 kDa —

66kDa  W— .*

45kDa

31 kDa T~
-
21 kDa —
14 kDa —
»

Figura 7. Perfil electroforético y de actividad litica de los extractos extracelulares de la Cepa |
precipitados con TCA al 10% (v/v) tratados con diferentes agentes reductores. Marcador de peso
molecular (1 y 5), 2-mercaptoetanol (2 'y 6), TCEP (3y 7), DTT (4 y 8). Gel SDS-Tris-Tricina 10% (1-4) y
zimograma contra M. lysodeikticus (5-8). La cantidad de proteina total empleada en cada pozo fue de
aproximadamente 10 pg (Serrano-Maldonado, 2010).

También se realizé una prueba de glicosilacion, encontrdndose que algunas proteinas tienen
unidas residuos de manosa, pero no son las de interés. La glicosilacion pudiera ser aun una
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explicacién para el aumento en el peso molecular, debido a que no se analizaron todos los
tipos de glicosilacion de bacterias.

4 Justificacion

Al no poder explicar la diferencia en pesos entre lo observado mediante zimografia y lo
reportado en bases de datos, se puede pensar en distintas posibilidades. La primera es que se
puede tratar de agregados homogéneos o heterogéneos de proteinas que no se pudieron
separar en las condiciones evaluadas. También es posible que se lleve a cabo un
procesamiento diferente de las proteinas en la cepa productora respecto a lo reportado
previamente. Otra posibilidad es que se trate de una especie o cepa diferente, la cual produce
enzimas que no han sido reportadas. Por tal razén, es importante identificar por métodos
moleculares (secuenciacion de regiones variables del ADNr 16S) la cepa a nivel especie.

Debido a que lo observado no corresponde con lo reportado, se deben realizar estudios para
caracterizar las proteinas responsables de la actividad antibacteriana, ya que puede tratarse de
enzimas nuevas que pudieran tener aplicaciéon como antimicrobianos.

5 Hipdtesis

La proteina con actividad antibacteriana observada por zimografia con un peso molecular de 95
kDa corresponde a varias peptidoglucano hidrolasas no identificadas previamente y con pesos
moleculares mayores a los reportados en la especie Enterococcus faecalis.

6 Objetivos
6.1 Objetivo general

Purificaciébn y caracterizacion de la(s) proteina(s) responsable(s) de la actividad de
peptidoglucano hidrolasa producida por Enterococcus sp. aislada del queso Cotija.

6.2 Objetivos particulares

e Corroborar la identidad de la cepa productora mediante la secuenciacién de regiones
variables del gen ribosomal 16S.

e Clonacion y expresion en Escherichia coli para la obtencién de la o las peptidoglucano
hidrolasas recombinantes que se observan con un peso molecular de 95 kDa en la cepa
productora.

e Caracterizacién bioguimica de las peptidoglucano hidrolasas, que incluya parametros
como actividad a distintos valores de pH, temperatura y especificidad por sustrato.
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7 Metodologia
7.1Plan de trabajo

A continuacién se muestra un diagrama general del plan de trabajo para el cumplimiento de los
objetivos (Figura 8).
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Figura 8. Diagrama general de trabajo.
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7.2 ldentificacién de la cepa por métodos moleculares

La cepa en estudio no se habia identificado por métodos moleculares, sélo se le habian
realizado pruebas bioguimicas mediante la bateria de pruebas APl 50 CHL (Biomérieux), pero
los resultados eran dudosos. Para conocer exactamente la identidad del microorganismo con el
gue se trabajdé, se decidi6 llevar a cabo la secuenciacion de regiones variables del gen
ribosomal 16S. Al conocer el microorganismo con el que se trabaja, se puede realizar una
comparacion con cepas relacionadas, con el fin de identificar los posibles genes que codifican
para las peptidoglucano hidrolasas.

7.2.1 Extraccién de ADN

Se hizo un cultivo de la cepa en medio MRS (de Man, Rogosa, Sharpe; Oxoid). Las
condiciones de incubacion fueron a 37°C y 250 rpm (Incubator Shaker, Innova 4000, New
Brunswick Scientific). Se detuvo la fermentacion a las 4 horas, es decir, durante la fase
exponencial de crecimiento. Para separar las células del medio, se centrifugd a 15,000 x g
durante 15 min a 4°C (Centrifuga Beckman J2-MC). Posteriormente, se hicieron tres lavados
con solucion salina isotonica (0.85% p/v, pH 7) y se recuperaron las células centrifugando en
las mismas condiciones.

Para la extraccion de ADN se emple6 un kit (Fast ID Genomic DNA Extraction Kit), siguiendo
las instrucciones del proveedor, s6lo que para hacer mas eficiente la lisis celular se agregaron
0.5 mg/mL de lisozima.

7.2.2 Amplificacién de las regiones del gen ribosomal 16S y secuenciacion

Posteriormente se llevé a cabo la amplificacion de dos regiones del gen ribosomal 16S: la
region V3, del nucledtido 338 al 534 (Zudiga-Bustos, 2009; Muyzer et al., 1993); y otro
fragmento que abarca del final de la region V3 a la V8, del nucleétido 562 al 1259 (Rojas-
Herrera et al., 2008). La amplificacion se realiz6 mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). Para la amplificacion de la regién V3 se utilizaron los cebadores universales
de la Tabla 1, para la mezcla de reaccion se utilizaron las concentraciones indicadas en la
Tabla 2 y las condiciones en la que se llevd a cabo la reacciéon se muestran en la Tabla 3. La
misma informacion para el fragmento de la regién V3 a V8 se muestra en las Tablas 4, 5y 6.

Tabla 1. Cebadores utilizados para amplificar la region V3 del gen rRNA 16S (Zufiga-Bustos, 2009;
Muyzer et al., 1993)

Cebadores Secuencia 5’-3’ Posicién Orientacion
AGC 338F NAACTCCTACGGGAGGCAGCAG 338-357 Directa
B518R NAATTACCGCGGCTGCTGG 518-534 Reversa
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Tabla 2. Concentraciones de reaccion para la amplificacién de la region V3 del gen rRNA 16S

Reactivo Concentracion final
Amortiguador Pfu + MgSO, 1x
dNTP’s 0.2 mM
Cebador AGC 338F 0.2 uM
Cebador B518R 0.2 uM
ADN 200 ng
Pfu polimerasa 1.25 U/50 pL

Tabla 3. Condiciones de reaccién para la amplificacién de la region V3 del gen rRNA 16S

No. De ciclos Temperatura (°C) Tiempo (min)
1 94 5
94 1
20 65 1
72 3
94 1
10 55 1
72 3
1 72 10

Tabla 4. Cebadores utilizados para amplificar el fragmento de la regién V3 a la V8 del gen rRNA 16S
(Rojas-Herrera et al., 2008).

Cebadores Secuencia 5’-3’ Posicién Orientacién
Pedio2:644 GATTTATTGGGCGTAAAGCGA 562-581 Directa
FirR:1244 TAGCCCARGTCATAAGGGGCATG 1239-1259 Reversa

Tabla 5. Concentraciones de la mezcla de reaccién para la amplificacion del fragmento de la region V3 a
la V8 del gen rRNA 16S

Reactivo Concentracion final
Amortiguador Pfu + MgSO, 1x
MgCl, 5mM
BSA 0.2%
dNTP’s 0.2 mM
Cebador Pedio2:644 0.2 uM
Cebador FirR:1244 0.2 uM
ADN 200 ng
Pfu polimerasa 1.25 U/50 pL
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Tabla 6. Condiciones de reaccién para la amplificacion del fragmento de la region V3 a la V8 del gen

rRNA 16S
No. De ciclos Temperatura (°C) Tiempo
1 94 3 min
94 30s
35 53 45s
72 2 min
1 72 10 min

Los fragmentos amplificados se purificaron utilizando un kit (High Pure PCR Product
Purification Kit, Roche) siguiendo las instrucciones del proveedor. Las muestras fueron
concentradas a 50 pg/mL en un concentrador de ADN (DNA plus) para su posterior
secuenciacién (MacroGen Inc., Sedl, Corea).

Las secuencias fueron analizadas mediante el algoritmo BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool, National Center of Biotechnology Information) y comparadas con la base de datos de la
subunidad 16s del rARN (Ribosomal Database Project, Michigan State University).

7.3 Electroforesis en gel nativo

Se realiz6 una electroforesis en gel nativo de la fraccion extracelular semipurificada utilizando
las condiciones empleadas en el trabajo previo. Esto para determinar si existe una influencia en
el peso molecular de la desnaturalizacion de las peptidoglucano hidrolasas.

Para la obtencion de las enzimas semipurificadas se siguio la siguiente metodologia (para la
metodologia detallada ver Serrano, 2010):

» Fermentacion de 10 h (fase estacionaria temprana) para la produccion de las enzimas.
» Remocion de las células mediante centrifugacion.
> Neutralizacién del sobrenadante.
» Precipitacion con sulfato de amonio al 40% (p/v).
» Didlisis con membrana de 1 kDa.
» Precipitacién con TCA al 10% (v/v).
Para hacer el gel nativo se prepararon las siguientes disoluciones:
» Solucién de acrilamida: acrilamida 30% (p/v) y bis-acrilamida 0.8% (p/v).

» Amortiguador Tris-HCI 1.5 M pH 8.8 y 6.8.
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Las cantidades de reactivos empleadas para la preparacion de un gel se muestran en la Tabla
7.
Tabla 7. Cantidades empleadas para la preparacién del gel nativo

Reactivo Separador 12% Concentrador 4%
Solucién de acrilamida 3.39 mL 415 L
Tris-HCI 1.5 M 191 mL 250 pL
Agua destilada 3.06 mL 1.81 mL
TEMED 4.3 uL 1.75 uL
Persulfato de amonio 10% (p/v) 43 uL 17.5 uL

A 45 ng de proteina total se le agregaron 40 uL de amortiguador de carga (Tris-HCI 1 M pH 6.8,
glicerol al 24% v/v, azul brillante de Coomassie al 0.02% p/v) y se agitd hasta su completa
solubilizacién. Todo el volumen se cargd en un pozo de un gel de 1.5 mm. Para esto se utilizd
el equipo Mini Protean 3 System, Electrophoresis Module de Bio-Rad Laboratories. Las
condiciones de la electroforesis fueron 80 V durante 2 h a 4°C. Las proteinas se tifieron con
una solucién con azul brillante de Coomassie G-250 al 2.5% (p/v), metanol al 40% (v/v) y acido
acético al 10% (v/v).

7.4 Electroforesis en dos dimensiones

Se llevé a cabo una electroforesis en dos dimensiones para determinar si las dos proteinas que
se observaban en una sola banda en la electroforesis en una dimensién se podian separar por
diferencias en el punto isoeléctrico.

La electroforesis en dos dimensiones se realizd siguiendo el manual de GE Healthcare Life
Sciences (2-D Electrophoresis: Principles and Methods. 80-6429-60 AD). La muestra
semipurificada, como se menciona en el apartado 5.3, fue posteriormente tratada con un
amortiguador que contenia urea 7 M, tiourea 2 M y azul de bromocresol. Esta mezcla fue
afiadida a las tiras del gel para el isoelectroenfoque con el fin de que se rehidrataran. Se
dejaron reposar toda la noche. El isoelectroenfoque se realiz6 en un gradiente de pH de 4 a7
(Immobiline Dry Strip gel, 7 cm, pH 3-10, No. Cat. 17-6001-10), en un equipo Ettan IPGphor 3
System.

Posteriormente, la segunda electroforesis se llevé a cabo en geles de acrilamida al 10%
(Laemli, 1970) con un espesor de 1 mm. Se corrié a 60 mA hasta que el frente de corrida salio
del gel. Las proteinas se tifieron con una solucion con azul brillante de Coomassie G-250 al
2.5% (p/v), metanol al 40% (v/v) y acido acético al 10% (v/v).

Después, se llevd a cabo una segunda electroforesis en dos dimensiones con el objetivo de
secuenciar las proteinas de interés una vez separadas también por su punto isoeléctrico. Se
siguieron los pasos descritos previamente. También, se hizo un zimograma para identificar a

23



las proteinas con actividad litica. Para esto, en el gel de acrilamida de la segunda dimensién,
se afiadieron células de M. lysodeikticus al 0.2%. Se corrieron los geles a las mismas
condiciones que los anteriores y posteriormente, se incubaron a 37°C y 50 rpm durante 18 h en
una solucién renaturalizante (Tris HCI 100 mM vy Triton 1% (v/v), pH 8) para que las proteinas
recobraran su actividad. La actividad se detectd por la presencia de una banda clara o
translicida sobre un fondo opaco. Para aumentar el contraste, el gel fue tefiido con una
solucion de azul de metileno 0.1% (p/v) en KOH 0.01% (p/v) durante 20 minutos y
posteriormente destefiido en agua hasta observar la aparicion de las bandas (Leclerc y Asselin,
1989).

Las proteinas fueron secuenciadas mediante el método de cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas que genera espectros en tandem (LC/MS-MS), utilizando tripsina
para digerirlas parcialmente (Facultad de Medicina, UNAM). Los péptidos obtenidos fueron
comparados con la base de datos del GeneBank utilizando el algoritmo BLAST para conocer la
identidad de las proteinas.

7.5 Prueba de glicosilacion

En el trabajo anterior se realiz6 una prueba de glicosilacién con el DIG Glycan Differentiation
Kit de Roche, el cual detecta diferentes residuos de azlcares, resultando que algunas
proteinas se encontraban glicosiladas con residuos de manosa (Serrano-Maldonado, 2010).
Para confirmar esto, se decidié utilizar una glicosidasa para remover los carbohidratos y
conocer el peso molecular de la proteina.

Se probaron dos glicosidasas. La primera fue la Endo H; de New England BiolLabs, la cual es
una proteina recombinante que fusiona una Endoglicosidasa H y una proteina de unién a
maltosa. La segunda fue la PNGasa F (Peptide: N-Glicosidase F) de New England Biolabs, que
es una amidasa. Ambas cortan estructuras de alta manosa y estructuras hibridas de N-
glicoproteinas, pero difieren en el sitio de corte. La especificidad se muestra en la Figura 9.

a) b)
(Man),-Man (Man,-Man
WMan-GleMAc-GleNAc-Asn- Man—GIcHAc—GIcNAcJ—'ﬂs f—
I A
x-han x—Ian
A ra
y y

Figura 9. Especificidad de corte de a) Endo H; y b) PNGasa F. Para estructuras de alta manosa, n=2-
150, x=(Man),.,, y=H. Para estructuras hibridas, n=2, x y/o y=AcNeu-Gal-GIcNAc.
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Para la reaccion con la Endo H; se emplearon 20 pg del concentrado proteinico extracelular
descrito en el apartado anterior y 20 puL de amortiguador desnaturalizante 1x (0.5% SDS, 0.04
M DTT). Se calent6é a 100°C por 10 min y se adicionaron 2 uL de amortiguador G5 de reaccion
10x (0.5 M de citrato de sodio, pH 5.5). Posteriormente, se adicionaron 2 uL de Endo H; y se
incub6 a 37°C durante 1 h.

Para la reaccion con la PNGasa F se emplearon 20 pg del concentrado proteinico extracelular
y se le adicionaron 10 uL de amortiguador desnaturalizante 1x. Se calenté a 100°C por 10 min.
Posteriormente, se adicionaron 2 uL de amortiguador G7 de reaccién 10x (0.5 M de fosfato de
sodio, pH 7.5), 2 uL de NP40, 5 uL de agua y 1 uL de PNGasa F. Se incub6 a 37°C durante 1
h.

Se corri6 una electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% y zimogramas contra M.
lysodeikticus, donde se incluyeron controles de las muestra sin tratamiento y con tratamiento.
Los resultados del perfil de proteinas fueron observados tras una tincion con azul de
Coomassie y para los zimogramas con azul de metileno. Adicionalmente, se realizo el ensayo
de deteccién de glicosilaciones empleando el kit de Roche que se utilizé en el trabajo previo
(Serrano-Maldonado, 2010) siguiendo las instrucciones del proveedor (DIG Glycan
differentiation kit, Roche).

7.6 Incremento de las condiciones desnaturalizantes

Debido a que no se habia podido explicar la diferencia de pesos de las proteinas entre el valor
tedrico y el observado, ni con la electroforesis en dos dimensiones, ni por las pruebas de
glicosilacion, se decidi6 aumentar las condiciones desnaturalizantes, aumentando la
concentracion de SDS o adicionando urea, para romper por completo cualquier asociacion que
pudiera existir entre las proteinas y desdoblar por completo la estructura secundaria.

El extracto extracelular semipurificado se resuspendié en 40 uL de amortiguador de carga, que
contenia lo siguiente: 25% p/v 4x Tris-HCI pH6.8, 4% p/v de SDS, 20% p/v de glicerol, 2% v/v
de 2-mercaptoetanol y 0.001% p/v de azul de bromofenol. En el caso del que se agreg6 urea,
ésta fue adicionada en una concentracion final de 8 M. Para el caso en el que se aumenté la
concentracion de SDS, ésta fue de 8%, en lugar de 4%. La electroforesis se llevé a cabo como
lo describié Laemmli (1970) en geles de poliacrilamida al 10%.

7.7 Clonacion de las peptidoglucano hidrolasas

Se realiz6 un analisis de las secuencias de los genes de las peptidoglucano hidrolasas
codificados en el genoma de Enterococcus faecalis V583. Para realizar una mejor
caracterizacion de éstas, se decidio clonarlas y expresarlas en Escherichia coli, dado que en la
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cepa de estudio la produccién es muy baja. El proceso de clonacién puede permitir purificarlas
mas facilmente y obtener mayor concentracién para su caracterizacion.

7.7.1 Identificacion y secuenciacion de los genes

Se decidi6 amplificar segmentos de ADN de la cepa en estudio en donde se incluyé el gen
completo para cada peptidoglucano hidrolasa, para poder detectar cualquier diferencia con
respecto a la secuencia reportada en el genoma, como pudieran ser secuencias repetidas o
secuencias intermedias extras, ya que esto puede suceder dependiendo de la cepa. Para esto,
se disefiaron cebadores que alinean con las secuencias de las proteinas que se encuentran
antes y después del gen de interés. En la Figura 10 se muestran algunas situaciones
hipotéticas que pudieran explicar la diferencia en peso molecular dada por las secuencias del
gen. Estas proteinas son las mismas para todas las cepas de E. faecalis de las que se conoce
la secuencia de su genoma.

Proteina anterior Gen Proteina posterior

Secuencias repetidas
|| ||

Secuencia interna adicional

< g
Fraamento amplificado

Figura 10. Fragmento amplificado para conocer la secuencia completa del gen

Los cebadores empleados para amplificar la region donde se podria incluir la proteina de 54
kDa (se nombrara unicamente P54) se muestran en la Tabla 8 y los cebadores empleados para
amplificar la proteina de 72 kDa (se nombrard como P72) se muestran en la Tabla 9.

Tabla 8. Cebadores utilizados para amplificar el fragmento que puede contener a P54

Cebadores Secuencia 5’-3’ Orientacién
AmidF CGC CCA AGA AAT CAA AGA GGC ACT TCG Directa
AmidR GTT ACC ACT ACC TGT TGT CCACTC TCC Reversa

Tabla 9. Cebadores utilizados para amplificar el fragmento que puede contener a P72

Cebadores Secuencia 5’-3’ Orientacién
AutoF GCC TTC CGC AAC ACG AGC ATC AAATAA Directa
AutoR GAC CTACGT GTAAGC CTT GTC CAG ATG Reversa

La ADN polimerasa fue la Pfu (Fermentas), que se recomienda para amplificar fragmentos de
un maximo de 3000 pb. Los fragmentos que se deseaba amplificar se encuentran en el limite,
ya que para P54 se esperaba un amplicon de 2200 pb y para P72 de 3200 pb.
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Las concentraciones de la mezcla de reaccién fueron las mismas para ambas reacciones y se
muestran en la Tabla 10. Las condiciones para P54 y P72 difirieron en el tiempo de elongacion,
que fueron de 4 y 6 min, respectivamente; también se probaron distintas temperaturas de
alineamiento para los cebadores. Las condiciones empleadas se resumen en la Tabla 11.

Tabla 10. Concentraciones de la mezcla de reaccién para la amplificaciéon de los fragmentos donde se
incluyan P54 y P72

Reactivo Concentracion final
Amortiguador Pfu + MgSO, 1x
dNTP’s 0.2mM
Cebador F 0.2 uM
Cebador R 0.2 uM
ADN 100 ng
Pfu polimerasa 1.25 U/50uL

Tabla 11. Condiciones para la amplificacién de los fragmentos donde se incluyan la P54 y P72

No. De ciclos Temperatura (°C) Tiempo
1 95 3 min
95 30s
35 60, 58, 55 45 s
72 4 /6 min
1 72 10 min

Dado que el tamafio de los amplicones esta en el limite de pares de bases sobre los que puede
actuar la Pfu polimerasa, se decidi6 probar con una enzima que permitiera amplificar
fragmentos mayores. Se utiliz6 la mezcla de enzimas Long PCR Enzyme Mix (Fermentas), que
permite obtener fragmentos incluso superiores a 21000 pb.

Las concentraciones de la mezcla de reaccién fueron las mismas para ambas reacciones y se
muestran en la Tabla 12. Las condiciones para P54 y P72 difirieron en el tiempo de elongacion,
gue fueron de 2 y 3 min en los primeros 10 ciclos y de 6 y 7 min, respectivamente, en los
siguientes 25 ciclos. Las condiciones empleadas se resumen en la Tabla 13.

Tabla 12. Concentraciones de la mezcla de reaccién para la amplificacién de los fragmentos donde se
incluyan P54 y P72 utilizando Long PCR Enzyme Mix (condiciones establecidas en este trabajo, con
base en las recomendaciones del proveedor).

Reactivo Concentracion final
Amortiguador Long + MgSO, 1x
dNTP’s 0.2mM
Cebador F 0.3 uM
Cebador R 0.3 uM
ADN 100 ng
Long PCR Enzyme Mix 1.25 U/50uL
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Tabla 13. Condiciones para la amplificacién de los fragmentos donde se incluyan la P54 y P72
(condiciones establecidas en este trabajo, con base en las recomendaciones del proveedor).

No. De ciclos Temperatura (°C) Tiempo
1 94 2 min
94 20s
10 56 30s
68 2/3 min
94 20s
25 56 30s
68 6/7 min
1 68 10 min

Se corrié una electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v) con los fragmentos amplificados y se
purificaron utilizando un kit (High Pure PCR Product Purification Kit, Roche) siguiendo las
instrucciones del proveedor. Las muestras fueron concentradas a 50 ug/mL en un concentrador
de ADN (DNA plus) para su posterior secuenciacion (MacroGen Inc., Seul, Corea).

Con las secuencias obtenidas se pudo identificar el inicio y el término de los genes que
codifican para ambas proteinas mediante su comparacion con los genes reportados en la base
de datos.

7.7.2 Amplificacidon de fragmentos internos para conocer la secuencia completa

La secuenciacién de los amplicones no se hizo completa desde la primera vez, ya que el
sistema permite secuenciar cerca de 1000 pb, de las cuales s6lo 700 pb son confiables, por lo
gue fue necesario disefar cebadores internos para amplificar un fragmento mas corto y que se
pudiera secuenciar la parte faltante.

Hipotéticamente, P54 tiene un tamafio de 1509 pb, de los cuales, en la primera secuenciacion
se obtuvieron con certeza alrededor de los primeros 600 nucleétidos y los ultimos 500. Los 400
restantes se obtuvieron en una segunda secuenciacion. En el caso de P72, al ser de mayor
tamafo (2214 pb), fue necesario realizar este mismo procedimiento tres veces para conocer la
secuencia completa del gen. Los cebadores que se disefiaron para secuenciar los genes se
muestran en la Tabla 14.

Tabla 14. Cebadores utilizados para conocer secuencia completa de los genes

Proteina | Cebadores Secuencia 5’-3’ POSIC;Z: en el Orientacién
54 Fam496 GCG CCA GCT GAA AAG CCA GTA GAA 496-522 Directa
AmeR CGC CTCGAG TTTATC TTT TGG AAC GAT Término Reversa
- Fut257 CGG AAC AAC CGA CAA CGG ATT CGT 257-283 Directa
AuxR CGC CTC GAG ACCAAC TTTTAAAGTTTG A Término Reversa
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Las concentraciones de la mezcla de reaccion fueron las mismas que se presentan en la Tabla
10 para ambas reacciones, ya que se utilizé6 la Pfu DNA Polimerasa. Las condiciones
empleadas se resumen en la Tabla 15.

Tabla 15. Condiciones para la amplificacion de los fragmentos a secuenciar

No. De ciclos Temperatura (°C) Tiempo
1 95 3 min
95 30s
35 55 45 s
72 2 min
1 72 10 min

Los amplicones obtenidos fueron enviados a secuenciar como se describié anteriormente.
7.7.3 Amplificacion de los genes para su clonacion

Se comparo6 la secuencia nucleotidica obtenida con el gen reportado en la base de datos y se
hizo un andlisis traduciendo la secuencia de nucleétidos a aminoacidos, buscando codones de
inicio y de paro y buscando posibles secuencias promotoras (Swiss Institute of Bioinformaticas,
ExXPASy Proteomics Tools).

Conociendo el inicio y el término del gen, se disefiaron cebadores para amplificarlo completo,
incluyendo en éstos los sitios de restriccion para su ligacion en el vector de clonacion, del cual
se hablard méas adelante. En la Tabla 16 se muestran los cebadores empleados para la
clonacion y en las Figuras 11 y 12 se muestra el alineamiento con el gen.

Tabla 16. Cebadores utilizados para la clonacion de los genes (disefiados para este trabajo).

Proteina | Cebadores Secuencia 5’-3’ Orientacién
AmeF CGC CCA TGG GTA GTA TGA AAA AAC AATTTG Directa
>4 AmeR CGCCICGAG TTTATC TTT TGG AAC GAT Reversa
AuxF CGC CCA TGG GTA AGA AAG AAT CAATGT Directa
2 AuxR CGC CTC GAG ACCAACTTTTAAAGTTTG A Reversa

Negritas: Secuencia rica en GC para anclaje. Sombreado: sitios de restriccién. Subrayado: secuencia adicional para
gue el gen entre en el marco de lectura.

5’ -CGCCCATGGGTAGTATGAAAAAACAATTTG-3’ Cebador directo AmeF
ATGAGTATGAAAAAACAATTTGCCCTGTTCTCTACCTTATTACTTTTAGG 50
TTCATCAATGCCAGTAGGTGCATTTGCAGAAGGTAATAACTTGGTAGCTG 100
AAAATAGTTCTGTTGCAGAAACAACCGCAGAAGCAACAACTGCTGAAGCC 150
ACTGAAACGACAGCGACTAGTGAAACAACAGAAGCGACAGAAGAATCAAC 200
AACTGAAACAGAAAGTTCAACCGAATCAAGTGAATCTGCAACCACGGAGT 250
CCACGGAAACGTCAGGAACCGAAACGACAGATTCCACAACTGATTCAACA 300
TCCACAAGTACGACAGAATCGACTACTGACTCCACCTCAACGAGTACAAC 350
AGAGTCAACCACAGATTCTACGTCAACAAGTACAACTGAATCAAGTACCA 400
CGCCGACGACTACACCAAGTTCTTCTAAAGAACAGCCAAAACCTGGCACG 450
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AGTACTTCTGAATCAAAACAGCCGGCGAAACCAGTGACACCAACAGCGCC 500
AGCTGAAAAGCCAGTAGAACAACCAGTAGCGTCAACACCGCAGCCCGAAA 550
TAGTCCCACCAGTTACAAATGAAACGGTTGGGTTAGTGGAAGACGATGAG 600
ACGTTTACGGTCAGCAAAACGAAGAAGACAGAAGAGTTTATTCAAGAAAT 650
CGGTGAATCTGCTCGGAAAGTGGCCAAGGACAAAAACTTATATGCTAGTG 700
TGATGATTGCTCAAGCAATTTTAGAAAGTGGCAGCGGCAATAGTAAATTA 750
AGCCAGAAACCAAACTACAATTTGTTTGGTATTAAAGGCGATTACAAAGG 800
TCAATCTGTTTCTTTTATTACCTATGAAGACAATGGTTTCGGTAACCTAT 850
ACACAGTAGAAGCAAAATTCCGTCAATATCCAACGTATAAAGAATCAATG 900
GAAGATTATGCGAAATTATTGAAAAATGGTTTAGATTCCAATAAAGATTT 950
CTATCATGGTGTCTGGAAAACGGAAGCCAAATCATACAAAGAAGCGACAC 1000
GTTTCCTAACAGGAAAATACGCAACGGACAAAGATTACCATAAGAAATTA 1050
AATGCGTTAATTAAAACATACGATTTAACTTATTATGATAAAGAAAAAGC 1100
AACCGTTGAACCAATGGAATCAAATTTCCCAGCCTATAATGGCAAAAACT 1150
ATGACACCTTTAATAGTTATGCTTGGGGCAACTGTACACAATATGTCTAC 1200
AACCGTATTACGCAATTAGGTAAACGTGTGGACTTAACAATGGGGAATGG 1250
TCAAGATTGGGGCGAAACAGGTCGTGCACGCGGGTACAAAGTAAGTCGTA 1300
CACCAAAAGCAGGTGCAGCGGTTTCCTTCCCAGCTGGTGTTTTAGGCGCA 1350
GACAATACTTATGGTCATGTCGCGTTTGTGGAAAAAGTCTTTAAAGATGG 1400
TAGCATCTTAATTTCTGAAATGAACGTGAAGGGATTAAACGTTGTTTCGA 1450
CACGTACAATCTCAGCTGATGAAACACATTTAATGAACTATATCGTTCCAAAAGATAAATAA 1512
Cebador reversa AmeR 3’ -TAGCAAGGTTTTCTATTTGAGCTCGCG-5"

Figura 11. Alineamiento de los primers utilizados para la expresion de la proteina P54 con el gen que la
codifica.

5’ -CGCCCATGGGTAAGAAAGAATCAATGT-3’ Cebador directo AuxF
ATGAAGAAAGAATCAATGTCACGTATCGAAAGAAGGAAAGCACAACAAAG 50
AAAGAAAACGCCAGTACAATGGAAGAAAAGCACTACTTTATTCAGCTCGG 100
CGTTAATTGTTTCATCTGTAGGAACGCCCGTTGCGTTACTACCAGTGACT 150
GCTGAGGCAACAGAAGAGCAGCCAACAAATGCGGAAGTTGCCCAAGCACC 200
TACTACGGAAACTGGCTTAGTAGAGACACCAACCACAGAAACTACGCCAG 250
GAACTACGGAACAACCGACAACGGATTCGTCATCAACGACTGAATCGACA 300
ACTGAATCATCAAAAGAAACACCAACAACACCAAGTACCGAGCAACCAAC 350
AGTTGATTCAACTACACCTGTGGAATTAGGAACGACTGATTCTTCAGTAG 400
CAGAAATCGCGCCAGTAGCTCCTTCAACAACCGAGTCTGAAGCAGCGCCT 450
GCAGTTACACCCGATGATGAAGTAAAAGTACCAGAAGCTAGAGTAGCTTC 500
TGCGCAAACTTTTTCAGCGTTATCACCGACGCAAAGTCCTTCAGAATTTA 550
TTGCCGAGTTAGCTCGTTGTGCACAACCTATTGCGCAAGCCAATGATTTA 600
TATGCATCAGTGATGATGGCTCAAGCAATCGTTGAAAGTGGTTGGGGAGC 650
AAGTACGCTATCTAAGGCACCAAACTATAACTTATTTGGGATTAAAGGCA 700
GCTACAATGGACAATCTGTCTATATGGATACATGGGAATATTTAAACGGC 750
AAATGGTTAGTGAAAAAAGAACCTTTCCGTAAATATCCTTCTTACATGGA 800
ATCATTCCAAGATAATGCGCACGTGCTAAAAACAACTTCTTTCCAAGCGG 850
GCGTTTACTATTATGCTGGGGCTTGGAAAAGCAATACAAGCTCGTACCGC 900
GATGCAACTGCTTGGTTAACAGGTCGTTATGCGACAGATCCTAGCTACAA 950
TGCTAAATTAAATAATGTCATTACCGCATATAACTTAACTCAATATGATA 1000
CACCATCTTCTGGTGGAAATACTGGGGGCGGAATAGTTAATCCAGGAACA 1050
GGCGGCTCGAACAATCAATCANGAACGAACACGTACTATACTGTAAAATC 1100
AGGAGATACCTTGAATAAAATTGCCGCGCAATATGGTGTGAGCGTTGCTA 1150
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ATTTACGCTCATGGAACGGCATCTCTGGCGATTTAATTTTCGTTGGTCAA 1200
AACTTATCGTGAAAAAGTGCTTCAGTAACACTGGTGGCTCAGCAGCGGTG 1300
AAAATCAGGGGATACCTTGAATAAAATTGCCGCCCAATATGGCGTGAGCG 1350
TTGCTAATTTACGCTCATGGAATGGCATCTCTGGCGATTTAATTTTCGTT 1400
GGTCAAAAACTCATCGTGAAAAAAGGTGCTTCAGGTAACACTGGTGGCTC 1450
AAACAACGGTGGCTCTAACAATAATCAATCAGGAACGAATACGTACTACA 1500
CAATTAAATCAGGCGATACCTTGAACAAAATTGCCGCCCAATATGGCGTG 1550
AGTGTTGCTAATTTACGCTCATGGAATGGCATTTCTGGCGATTTAATCTT 1600
CGCTGGTCAAAAAATTATTGTGAAAAAAGGTACTTCAGGTAACACCGGTG 1650
GCTCAAGCAATGGTGGTTCTAACAATAATCAATCAGGAACGAATACGTAC 1700
TACACGATTAAATCGGGCGATACCTTGAACAAAATTTCTGCACAATTCGG 1750
TGTTAGTGTGGCTAACTTACAAGCCTGGAATAACATCAGCGGTAGTTTGA 1800
TTTTTGCTGGTCAAAAGATTATCGTGAAAAAAGGCGCCAACTCAGGTTCA 1850
ACGAATACGAACAAGCCTACGAATAATGGTGGCGGTGCGACAACATCCTA 1900
CACGATTAAATCAGGTGATACGCTGAATAAAATTTCTGCACAGTTTGGCG 1950
TGAGTGTTGCTAATCTACGTTCATGGAACGGGATCAAAGGCGATTTAATT 2000
TTTGCTGGTCAAACAATCATCGTGAAAAAAGGCGCTTCTGCAGGTGGCAA 2050
TGCTTCTTCAACAAATAGTGCATCAGGCAAACGCCATACAGTTAAAAGCG 2100
GTGATTCACTTTGGGGCTTATCAATGCAATACGGAATCAGCATCCAAAAA 2150
ATCAAACAATTAAATGGCTTAAGCGGGGATACAATTTATATTGGTCAAACTTTAAAAGTTGGTTAA 2214
3’ -AGTTTGAAATTTTCAACCAGAGCTCCGC-5"

Figura 12. Alineamiento de los primers utilizados para la expresion de la proteina P72 con el gen que la
codifica.

Las concentraciones empleadas para la reaccion son las mismas de la Tabla 10. Las
condiciones fueron las mismas para ambos genes y se muestran en la Tabla 17.

Tabla 17. Condiciones para la amplificacién de los fragmentos de clonacién

No. De ciclos Temperatura (°C) Tiempo
1 95 3 min
95 30s
35 55 45 s
72 4 min
1 72 10 min

Los amplicones obtenidos fueron empleados para la clonacién y expresién en E. coli.
7.7.4 Clonacion y expresion de las proteinas en Escherichia coli

La clonacion y expresion de las proteinas recombinantes se llevé a cabo utilizando el sistema
pPET (pET System, Novagen), que utiliza E. coli como microorganismo productor. La cepa
hospedera seleccionada para la clonacion fue DH5c, mientras que para la expresion, en un
inicio se utilizé la cepa BL21(DE3)pLysS, ya que en ésta no hay expresion basal de las
proteinas recombinantes; al tratarse de enzimas que pueden degradar la pared celular de la

propia bacteria productora y matarla, se traté de eliminar en mayor medida la expresion basal
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durante su crecimiento. Sin embargo, so6lo la P72 se obtuvo activa. Para P54 fue necesario
emplear la cepa BL21(DES3), cuya expresién basal no esta tan regulada. El vector empleado
para este fin fue el pET-22b(+), ya que puede recibir insertos del tamafo requerido, posee un
péptido sefal que dirige los productos a periplasma, ademas de que adiciona una cola de
histidinas que facilita su posterior purificacion mediante una cromatografia de afinidad en geles
de agarosa con niquel-acido nitrilo triacético, que retienen especificamente a las proteinas con
histidinas porque estos restos se quedan unidos al niquel. La proteina se eluye finalmente con
un gradiente de imidazol (Castillo-Rodriguez et al., 2005). Ademas de niquel, las columnas
pueden contener cobalto para la purificacién de las proteinas con cola de histidinas. El vector
pET-22b(+) confiere resistencia a ampicilina, lo que facilita la seleccion de las colonias
transformantes. Pero el factor mas importante para su seleccién es que cuenta con el operador
lac, al cual se une el represor lacl, que hace mas estricta la expresion, reduciendo los niveles
basales. Esto es importante debido a que se busca producir dos enzimas que degradan la
pared celular y que pueden ser tdxicas para la célula huésped.

También la cepa de expresion BL21(DE3)pLysS regula la expresién basal a través de una T7
lisozima, codificada en un plasmido. La T7 lisozima es un inhibidor de la RNA polimerasa,
reduciendo asi la transcripcion del gen y, por consiguiente, la expresion de la proteina. El
mismo plasmido codifica para la resistencia a cloranfenicol.

7.7.4.1 Preparacién de células competentes

Para que las células pudieran ser transformadas fue necesario que recibieran un tratamiento
especial. Se puso un in6culo de E. coli DH5a, BL21(DE3) o BL21(DE3)pLysS de 100 uL en 5
mL (2% v/v) de medio Luria Bertani (LB) con 100 pg/mL de ampicilina. La composicion del
medio se muestra en la Tabla 18. Se incub6 a 37°C durante toda la noche a 200 rpm. De este
cultivo se tom6 1 mL y se inocularon 100 mL de LB (dilucién 1:100) y se incub6 a las mismas
condiciones hasta una densidad 6ptica a 600 nm de entre 0.5 y 0.7. Se centrifugd a 6400 xg
durante 15 min a 4°C. Se hicieron dos lavados con 100 mL de agua desionizada filtrada y
estéril y se centrifug6 a las mismas condiciones. Después, se resuspendi6 el pellet en 20 mL
de glicerol al 15% y se centrifugd a las mismas condiciones. El pellet se resuspendié en 1 mL
de glicerol al 15% y se almacend a -80°C en alicuotas de 80 pL.

Tabla 18. Medio Luria Bertani (LB)

Componente Concentracion (g/L)
Bacto Triptona 10
Extracto de levadura 5
NaCl 10

Ajustar pH a 7.5. Para el cultivo de BL21(DE3)pLysS al medio se le adicionan 34 ug/mL de cloranfenicol.
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7.7.4.2 Doble digestion

Para la insercion de los genes en el plasmido, fue necesario realizar una doble digestién con
enzimas que no los degradaran y que realizaran cortes en el sitio multiple de clonacion del
vector. Las enzimas seleccionadas fueron Xhol y Ncol (Fermentas), ya que son las que le
afiaden la menor cantidad de aminoécidos a la proteina recombinante (Figura 13).

Se trabajé con el amortiguador Tango 2x porque ambas enzimas tienen su maximo rendimiento
en éste. Las concentraciones de la reacciéon se muestran en la Tabla 19, las cuales fueron
establecidas siguiendo las recomendaciones del proveedor. Se dejo durante 1 h a 37°C. Para
detenerla, se incrementé la temperatura a 80°C durante 20 min. Las muestras fueron
purificadas con el High Pure PCR Product Purification Kit de Roche siguiendo las indicaciones
del proveedor.

T7 promoter primer #50348-3

Baill T7 promaoter > lac operator Xbal rbs
AGATCTCEATCCCBLGAAAT TAATAC GACTCACTATAGEEEAAT TETEAGCEEATAAC AATTCC O TE TABAAATAAT TTTRTT TAAL TT TAAGAAGEAEA
BspM | Msc | Neo |
Nde S| pelB leader — BamH | FEcoRl Sac
AT A TATEARAT AL LT EL TG L GACC G TELTEL TEET LT GL TEGLT OO TCGL TECC CAGL CEGGL GATGEOLATEEATATLGE .-."-‘.-‘."EEE-‘.'EEE-‘.-‘."EE-‘.EE'EE
HetlysTyrleuleuFroThrdl ot lakl ablyleuleuleuleutl at laBl nfrof Glyl leAsnierAspPfrofsnierierier
Eagl Aval* i
_Sall  Hind Il _ Mot Xhe | HisTag Bpul102 .
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Figura 13. Regién de clonacién de pET-22b(+)

Tabla 19. Concentraciones de la reaccion de restriccion (doble digestion) del plasmido y los genes

Reactivo Plasmido | Inserto
Amortiguador Tango 2X 2X
ADN 500 ng 1pg
Enzimas 0.5u/puL | 0.5u/puL

7.7.4.3Ligacion

Para insertar los genes en el plasmido, se llevo a cabo una reaccion de ligacion utilizando la T4
DNA Ligasa (Fermentas). Las concentraciones utilizadas en la reaccion se muestran en la
Tabla 20. Las condiciones de la reaccion fueron a 22°C durante toda la noche. Para la
inactivacion de la ligasa, se calenté a 70°C durante 5 min. Se corrié una electroforesis en gel
de agarosa al 1% para aislar y purificar Gnicamente los plasmidos con el inserto. La purificacién
se hizo con el High Pure PCR Product Purification Kit de Roche siguiendo las indicaciones del
proveedor.
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Tabla 20. Concentraciones de la reaccion de restriccion (doble digestion) del plasmido y los genes

Reactivo Cantidad
Vector 100 ng
Inserto 500 ng
Amortiguador 10X T4 DNA Ligasa 2uL
T4 DNA Ligasa 1U
Agua grado biologia molecular c.b.p 20 uL

7.7.4.4 Transformacién

Para la transformacion de E. coli DH5a, se tomaron 2 pL del plasmido con el inserto y se
afiadieron a 80 puL de células competentes previamente descritas y se dejaron incubar 5 min en
hielo. Después se transfirieron a una cubeta pre-enfriada en hielo y se llevd a cabo la
transformacion en un electroporador. Las condiciones empleadas fueron 200 Q, 25 puF y 2.5 kV.
Inmediatamente se adicion6 1 mL de medio SOC (su composicion se muestra en la Tabla 21) y
se transfirié a un tubo eppendorf de 1.5 mL. Se dejo incubar durante 1 h a 37°C y 200 rpm para
la recuperacion de las células. Posteriormente, se centrifugd y el pellet se resuspendié en
200puL de medio SOB. Se tomaron alicuotas de 50 uL y se inocularon en cajas Petri con agar
LB con ampicilina 100 png/mL. Se incubaron durante toda la noche a 37°C.

Se seleccionaron 10 colonias de todas las cajas para encontrar alguna transformante exitosa y
se usaron para inocular 5 mL de caldo LB con ampicilina. Se dejaron crecer durante toda la
noche. De ese cultivo se tomaron 200 pL y se centrifugaron para obtener el pellet de células
(8000 xg, 10 min, 4°C). Se resuspendieron en 100 pL de agua grado biologia molecular y se
calentaron a 95°C durante 5 min para lisarlas y liberar al exterior el ADN. Se centrifugaron a las
mismas condiciones y se tomaron 5 uL como molde para realizar una amplificacion utilizando
los cebadores especificos de los genes. Las condiciones y concentraciones empleadas fueron
las mismas de la Tabla 16 (seccién 5.6.3) Se corrié una electroforesis en gel de agarosa al 1%
(p/v). Aguellas clonas que amplificaron fragmentos del tamafio esperado para los genes fueron
seleccionadas como positivas y se almacenaron a -70° con glicerol al 20% (v/v). También se
les hizo una extraccién del plasmido (GeneJet Plasmid Miniprep Kit, Fermentas) para utilizarlo
en la transformacion de la cepa de expresion BL21(DE3)pLysS.

Tabla 21. Concentraciones de los medios SOB y SOC

Reactivo SOB SOC
Bacto triptona 20g/L | 20g/L
Extracto de levadura | 5g/L 5g/L
NacCl 0.59g/L | 0.59/L
KCI 25mM | 2.5 mM
MgCl, 10 mM | 10 mM
Glucosa 20 mM
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Se enviaron a secuenciar algunos plasmidos que presuntamente contenian el inserto para
corroborar su presencia (Macrogen, Corea). Una vez confirmado esto y analizadas las
secuencias para ver que no hubiera mutaciones, se prosiguié con la transformacion de las
cepas de expresion. Para lo cual se siguidé la misma metodologia descrita anteriormente, sélo
gue para BL21 (DE3)pLysS, al medio se le adicion6 también cloranfenicol.

7.7.4.5 Expresion

Se seleccionaron algunas clonas que resultaron positivas en la PCR de colonia para llevar a
cabo la expresién. Se inocularon 5 mL de caldo LB adicionado con los antibioticos necesarios
en tubos de ensaye y se incubaron a 37°C y 200 rpm hasta que se alcanzé una densidad
Optica a 600 nm de 0.6. Con este cultivo se inocularon 50 mL de caldo LB en matraces
Erlenmeyer de 250 mL y se incubaron en las mismas condiciones hasta alcanzar la misma
densidad optica. Una vez hecho esto, se dividio el cultivo en dos partes iguales de 25 mL en
matraces Erlenmeyer de 125 mL. Uno se tom6 como el control sin inducir y al otro se le
adicion6 IPTG como inductor a una concentracion final de 1 mM.

Se tomaron alicuotas de 5 mL a diferentes tiempos para encontrar las mejores condiciones de
produccion de las enzimas. Los tiempos probados fueron 1, 3, 5y 8 h. En cada tiempo se
realizé6 una medicion de la D.O. 600nm para observar el comportamiento del crecimiento.
Primeramente, se hizo un analisis de la proteina total celular para encontrar el tiempo de
produccion. Para lo cual, 1 mL del cultivo se centrifugé a 8000 x g durante 10 min a 4°C para
bajar las células. A éstas se les agregaron 30 uL de amortiguador de carga 4x (Tris-HCI 125
mM, SDS 4%, glicerol 50%, azul de bromofenol 0.02%, 2-mercaptoetanol 10%) y se calentaron
a 92°C durante 5 min. Posteriormente, se corrié una electroforesis en geles de poliacrilamida al
10% en condiciones desnaturalizantes y se hicieron zimogramas contra M. lysodeikticus para
detectar actividad litica.

Una vez encontradas las mejores condiciones para la produccién de las enzimas, se buscé la
fraccion en donde se observara la mayor actividad litica. El cultivo fue centrifugado para
separar a las células del medio a 6400 x g durante 15 min a 4°C. El sobrenadante fue separado
en dos partes para concentrar la proteina por diferentes métodos; una se precipité con TCA al
10% (v/v) y la otra se liofilizo.

Las células se sonicaron para romperlas siguiendo un programa de 20 ciclos de 20 seg de
sonicacion al 15% por 20 seg de descanso. El citosol y los restos celulares se separaron a
través de una centrifugacién a 6400 x g durante 45 min a 4°C. Una parte del citosol se precipité
con TCA al 10% (v/v) y la otra parte se concentro por liofilizacion.

Las 5 fracciones fueron analizadas por electroforesis y zimogramas como se describio
anteriormente y se realiz6 un ensayo de Western Blot para su identificacion.
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7.7.4.6 Western blot

Para corroborar la produccion de las enzimas recombinantes, identificarlas y conocer su peso
molecular se realizaron ensayos de Western blot utilizando anticuerpos para reconocer la cola
de histidinas (la cual también sirvié para la purificacién).

Se corridé una electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 10% y posteriormente, las
proteinas se transfirieron a una membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF por sus siglas
en inglés) PolyScreen® (Perkin-Elmer) a 15 V durante 1 h en un equipo Trans Blot® SD Semi-
dry Transfer cell (Bio-Rad), con un amortiguador de transferencia de Tris 25 mM, Glicina 190
mM y metanol al 10% (v/v). La membrana fue blogueada con leche descremada (Skim milk,
Difco) al 3% (p/v) en amortiguador TBS (Tris-HCI 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7.5) adicionado
con Tween 20 al 0.05% (v/v) dejando en agitacidbn a temperatura ambiente durante 1h.
Después de este tiempo, la membrana fue lavada con 20 mL de amortiguador TBS + Tween
dos veces durante 30 s y se le adiciond el anticuerpo primario (anticuerpo de ratén anti-his,
GenTex 6x His tag) en una dilucién 1:2500 en el mismo amortiguador y se incub6 durante 1h
en agitacion a temperatura ambiente. Se repitieron los lavados para adicionar el anticuerpo
secundario (anticuerpo de conejo anti-ratbn IgG acoplado a fosfatasa alcalina, Zymax,
Invitrogen) en una dilucién 1:750, que se dejo incubando 1h en agitacion a temperatura
ambiente. Al final de este tiempo se lavé la membrana nuevamente y se adicion6 la solucion
reveladora de NBT/BCIP, que se dejo actuar hasta la apariciébn de las bandas cafés, que
indican la presencia de las proteinas con cola de histidinas.

7.8 Purificacion de las enzimas recombinantes

La purificacién de P54 se realizé aprovechando el tallo de histidinas (6x His.tag), utilizando una
columna de cromatografia de afinidad de niquel (Protino® Ni-TED Resin, Macherey-Nagel). Se
partié del sobrenadante de la fermentacion de 3 h y fue concentrado 30 veces por ultrafiltracion
con una membrana de celulosa de tamafio de corte de 30 kDa. Este extracto fue el que se hizo
pasar por la columna, la cual fue empacada y equilibrada con 3 volimenes del amortiguador
LEW (Lysis-Equilibration-Wash: 50 mM NaH,PO,, 300 mM NaCl, pH 8), siguiendo las
instrucciones del proveedor (Purification of His-tag protein, User Manual, Protino Ni-TED,
Macherey-Nagel). Se adicion6 la muestra y se dej6é drenar por gravedad, seguido de un lavado
con 6 volumenes con amortiguador LEW. Posteriormente, las proteinas unidas fueron eluidas
con 3 volumenes de amortiguador de elucién (50 mM NaH,PO,4, 300 mM NacCl, 8 M urea, 250
mM imidazol, pH 8), recolectando fracciones de 1 mL para su andlisis posterior.

Se midié la concentracion de proteina de cada fraccion por el método de Bradford, modificando
las instrucciones del manual del proveedor del reactivo (Bio-Rad) para medir en un lector de
microplacas Epoch (Biotek) a 595 nm. Las cantidades empleadas fueron 40 uL del reactivo de

Bradford y 160 uL de muestra.
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Adicionalmente, se corrieron SDS-PAGE 10% y zimogramas contra M. lysodeikticus para el
monitoreo de la purificacion de las proteinas.

7.9 Caracterizacion de las enzimas recombinantes

La caracterizacion de las enzimas se realiz6 de dos formas diferentes: por zimografia y
mediante ensayos espectrofotométricos con sustratos especificos.

7.9.1 Especificidad por sustrato

Para conocer el tipo de actividad que poseen las enzimas en estudio se identificd el enlace que
hidrolizan, mediante ensayos espectrofotométricos utilizando distintos sustratos. Los tipos de
actividad evaluados fueron la de muramidasa, glucosaminidasa y endopeptidasa.

Se utilizaron como controles positivos las siguientes enzimas comerciales (Tabla 22).

Tabla 22. Enzimas comerciales utilizadas como control positivo y el tipo de actividad de peptidoglucano

hidrolasa.
Enzima (Marca) Sustrato Tipo de actividad
Lisozima (Sigma) Micrococcus lisodeikticus Muramidasa
B-N-acetilglucosaminidasa (Sigma) 4-nitrofenil N-acetil-B-D-glucosaminido Glucosaminidasa
Lisostafin (Sigma) Péptidos: Leu-Gly-Gly, Gly-Gly-Gly-Gly-Gly, Endopeptidasa
Gly-Gly-Gly-Gly-Gly-Gly

7.9.1.1 Actividad de muramidasa

La actividad de muramidasa fue evaluada empleando el ensayo enzimatico de lisozima (EC
3.2.1.17) de Sigma. La lisozima es una peptidoglucano hidrolasa con actividad de muramidasa.
El método se basa en que la lisozima es capaz de lisar células intactas de Micrococcus
lysodeikticus, reduciendo la densidad Optica a 450 nm de una suspensidbn de este
microorganismo.

La densidad 6ptica fue medida en un lector de microplacas Epoch (Biotek). Se colocaron 250
uL de la suspension de M. lysodeikticus 0.015% y se adicionaron 10 pL de la enzima. Se utilizé
la lisozima (Sigma) como control positivo y amortiguador de fosfato de potasio 66 mM pH 6.24
como blanco. La densidad Optica fue monitoreada cada minuto durante 10 min. Una unidad
produce un AAso,m de 0.001 por minuto.

7.9.1.2 Actividad de glucosaminidasa

La actividad de glucosaminidasa fue medida utilizando el ensayo enzimatico de la B-N-
acetilglucosaminidasa (NAG) de Sigma. Este ensayo utiliza como sustrato al 4-nitrofenil N-
acetil-B-D-glucosaminido (NP-GIcNAc), que al ser hidrolizado por la NAG, libera p-Nitrofenol y
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N-acetil-B-D-glucosaminido (GIcNAc). EI p-nitrofenol en medio basico forma el ion p-
nitrofenolato, el cual es de color amarillo y puede ser medido espectrofotométricamente a 405
nm. El p-nitrofenolato tiene un coeficiente de extincién molar de 18.3 mM™*cm™.

En una microplaca (BioTek) se colocaron 5 puL de una solucion de 2 mg/mL de NP-GIcNAc
(Sigma) en citrato de sodio 100 mM y 60 uL de la enzima en estudio. Se utilizdé la pB-N-
acetilglucosaminidasa (de Canavalia ensiformis) de Sigma como control positivo, de la cual se
emplearon 0.3 puL y 59.7 puL de amortiguador de citrato. Como control negativo se empled
lisozima en la misma concentracion. Como blanco se utilizé la solucibn de sustrato y
amortiguador, Unicamente. Se incub6 a 37°C durante 30 min. Pasado el tiempo de incubacion,
se adicionaron 200 pL de carbonato de sodio 140 mM para generar el color. Se midi6 la
absorbancia a 405 nm en un lector de microplacas Epoch de BioTek. También se midi6 la
absorbancia de una solucién estandar de p-nitrofenol 5 mM para realizar los céalculos de
actividad. Una unidad puede hidrolizar 1 pumol de 4-nitrofenil N-acetil-B-D-glucosaminido a p-
nitrofenol y N-acetil-B-D-glucosaminido en 1 min.

7.9.1.3 Actividad de endopeptidasa

Para la medicién de la actividad de endopeptidasa se utilizé el método modificado de Cd-
ninhidrina de Smitsopoulou et al. (1997), el cual se basa en la reaccion de la ninhidrina con los
extremos aminos libres (generados por la actividad de endopeptidasa utilizando diferentes
péptidos como sustrato), que en presencia del cadmio, genera un compuesto colorido que
puede ser medido espectrofotométricamente a una longitud de onda de 507 nm. El compuesto
colorido formado tiene un coeficiente de extincion molar de 10.8 mM™cm™.

Los sustratos de la reaccion fueron tres péptidos diferentes: Leu-Gly-Gly (tripéptido), Gly-Gly-
Gly-Gly-Gly (pentaglicina) y Gly-Gly-Gly-Gly-Gly-Gly (hexaglicina). Para el ensayo se colocaron
en un tubo Eppendorf: 400 pL de amortiguador HEPES 20 mM pH 7, 50 pL de uno de los
péptidos (en concentracion de 50 mM para el tripéptido y de 2 mM para los otros dos) y 50 uL
de la enzima. Se utilizo lisostafin (Sigma) como control positivo, ya que es una peptidoglucano
hidrolasa con actividad de endopeptidasa y amortiguador HEPES como blanco, ya que puede
haber una hidrdlisis parcial de los péptidos en ausencia de enzima. La mezcla se incub6 a 37°C
durante una hora. Finalizado el tiempo se adicionaron 500 pL del reactivo de Cd-ninhidrina y se
incubo6 a 84°C durante 5 min para la generacién del color. Se midi6 absorbancia a 507 nm en
un lector de microplacas (Epoch, BioTek). El reactivo de Cd-ninhidrina estd compuesto por
ninhidrina 1% (Sigma), acido acético 12.5% y CdCl, 1.25% en etanol absoluto.

7.9.2 Temperatura 6ptima de actividad

El ensayo de temperatura Optima se realizd6 Unicamente mediante el ensayo

espectrofotométrico para P54 purificada, que presento actividad de glucosaminidasa. Se sigui6
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la metodologia descrita en la seccion 7.9.1.2, cambiando Unicamente las temperaturas de
incubacién. Las temperaturas evaluadas fueron 4, 20, 29, 37, 45y 50 °C.

7.9.3 Resistencia a tratamientos térmicos

La resistencia a tratamientos térmicos se evalué de dos maneras diferentes: al extracto crudo
por zimografia y a la proteina pura mediante espectrofotometria.

Se tomaron alicuotas de 40 pL del extracto crudo y se colocaron en tubos eppendorf de 600
pL. Se sometieron a tratamientos durante 30 y 60 min a las siguientes temperaturas: 37, 50, 60,
70, 80 y 90°C. EIl control fue una muestra que no recibié ningln tratamiento térmico.
Posteriormente, se hicieron zimogramas contra M. lysodikticus, como se describe en la seccion
7.4.

Para la evaluacion mediante espectrofotometria, se tomaron alicuotas de 200 pL de la proteina
pura y se colocaron en tubos eppendorf de 600 pL. Se sometieron a tratamientos durante 60
min a las mismas temperaturas. Después, se hizo la determinacién de la actividad de
glucosaminidasa descrita en la seccién 7.9.1.2.

7.9.4 Actividad a diferentes valores de pH

La actividad a diferentes valores de pH también se evalu6 mediante zimografia y
espectrofotometria. Para los zimogramas se utilizé un amortiguador de renaturalizacion con
diferente pH, evaluando a los valores de 4, 5, 6, 7 y 8. El amortiguador de renaturalizacion se
prepard con diferentes agentes amortiguadores a una concentracion final de 20 mM de cada,
uno ajustando al pH deseado y adicionando Tritdn X-100 a una concentracion final de 1% (v/v).
Los agentes amortiguadores fueron acetato de sodio (J.T. Baker), MES y HEPES (Sigma).

Para la medicion espectrofotométrica se modificé la técnica de determinacion de actividad de
glucosaminidasa. Se colocaron 5 plL de la solucion de 2 mg/mL de NP-GIcNAc; 10 pL de
amortiguador que contenia acetato de sodio, MES y HEPES a una concentracion 100 mM,
ajustado a los distintos valores de pH (4, 5, 6, 7y 8) y 50 uL de la enzima en estudio. El resto
de la determinacion se realizé sin modificaciones.

7.9.5 Influenciade lafuerzaiénica

La influencia de la fuerza ionica (concentracién de sal) en la actividad litica fue determinada
mediante zimografia, agregando diferentes concentraciones de NaCl al amortiguador de
renaturalizacion. Las concentraciones fueron 0 mM, 1 mM, 5 mM, 10 mM, 50 mM, 100 mM, 200
mM, 300 mM, 500 mMy 1 M.
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También se midi6 la actividad de glucosaminidasa con modificaciones a la metodologia. A
partir de un stock de NaCl 3.45 M, se adicionaron distintas alicuotas a la mezcla de reaccion
para alcanzar las concentraciones deseadas. Se evaluaron concentraciones de NacCl de 0, 10,
100, 200, 300, 500 y 1000 mM, adicionando 0.188, 1.88, 3.76, 5.64, 9.4 y 18.8 uL del stock,
respectivamente; se agregaron 5 pL de la solucion de 2 mg/mL de NP-GIcNAc, 40 uL de la
enzima y lo necesario de agua destilada para completar 65 pL. El resto de la determinacién no
sufrido cambios.

7.9.6 Influencia deinhibidores y activadores

La funcion catalitica de algunas peptidoglucano hidrolasas requiere de la presencia de iones
metalicos como Ca?*, Mg?* y Zn* (Mikoulinskaia et al., 2009). Por tal razén, se evalu6 el efecto
de iones metélicos que pudieran funcionar como activadores o inhibidores.

Para la actividad de glucosaminidasa, se tomé una alicuota de P54 pura y se le adicion6 EDTA
a una concentracion final de 10 mM para secuestrar los iones metalicos que pudieran estar
presentes, ya que el EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt, Sigma) actlia como
agente quelante de iones zinc del sitio activo, pero puede quelar calcio también. Se dejé
incubando en hielo durante 30 min. A partir de esta muestra, se tomaron alicuotas para agregar
los distintos iones a evaluar. A la mezcla de reaccion se agregaron 5 pL de la solucion de 2
mg/mL de NP-GIcNAc, 53.5 uL de la enzima tratada con EDTA y 6.5 pL de una solucion 100
mM de cada uno de los iones para tener una concentracion final de 10 mM. Las soluciones
empleadas fueron KClI, CaCl,, MgCl, y ZnCl,. Como control se evaludé la actividad de la muestra
tratada con EDTA sin la adicion de ningun ion, por lo que se agregaron 6.5 pL de agua
destilada.

40



8 Resultados
8.1 Identificacién de las cepas por métodos moleculares

La cepa de estudio no se habia identificado por métodos moleculares, solamente por pruebas
bioquimicas. Al realizarle una tincibn de Gram, se observG como positiva; sin embargo,
guedaba una duda en cuanto a la morfologia, ya que aparentaba tener forma de cocos
ligeramente ovalados que se podian confundir con bacilos cortos (Figura 14).

Figura 14. Morfologia de la cepa en estudio observada al microscopio, tinciéon de Gram, aumento 100X.

Los resultados obtenidos en la secuenciacién de las proteinas con actividad litica celular
producida por la cepa se relacionaban con proteinas de bacterias del género Enterococcus, lo
gue hizo pensar que se podia tratar de este género. Las pruebas bioquimicas se realizaron
mediante el uso de las tiras APl 50 CHL (Biomérieux), que sirven para identificar algunos
géneros como Lactobacillus, Pediococcus, Aerococcus, Brochothrix, Carnobacterium,
Lactococcus, Leuconostoc, etc. (pero no es posible identificar Enterococcus). Los resultados
obtenidos mediante estas pruebas fueron dudosos, ya que se identific6 como Lactobacillus
plantarum, con 72% de certeza (software APlweb).

Por estas razones se decidié llevar a cabo una identificacibn mediante la secuenciacion de
regiones variables del gen ribosomal 16s. Durante la extraccion del ADN cromosomal de la
cepa se obtuvo un solo producto, que se muestra en la Figura 15.

Al amplificar los fragmentos de las regiones del gen ribosomal 16s se obtuvieron los tamaros
deseados para cada par de cebadores, los cuales fueron de 180 pb para la region V3 (par de
cebadores AGC 338F y B518R) y de 700 pb para la regién V3-V8 (par de cebadores
Pedio2:644 y FirR:1244), por lo que se decidid enviarlos a secuenciar (MacroGen Inc. Sedl,
Corea). Las regiones que se esperaban amplificar se muestran en la Figura 16 y los productos
de PCR se muestran en la Figura 17. Las secuencias obtenidas se muestran en el Anexo 1.
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Figura 15. ADN extraido de la cepa de estudio. Marcador (1), muestra (2).
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Figura 16. Regiones amplificadas del gen ribosomal 16s para su secuenciacion y posterior identificacion
del microorganismo.
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Figura 17. Productos de amplificacion de fragmentos del gen ribosomal 16s. Marcador (1), amplicén de
la region V3-V8 (2), amplicon regién V3 (3). Gel de agarosa 1% (p/v) con bromuro de etidio.

42



Se compararon las secuencias con las bases de datos del algoritmo BLAST (National Center
for Biotechnology Information) y del gen ribosomal 16s (Ribosomal Database Proyect, Michigan
State University). En todos los casos se relacionaron con secuencias de Enterococcus faecalis
(Tabla 23). Ademas, coincide con lo previamente encontrado, al relacionar las secuencias de
las proteinas con esta especie.

Tabla 23. Identificacion de la cepa por regiones variables del gen ribosomal 16s

Cebador BLAST NCBI Ribosomal Database Project
AGC 338F | Enterococcus faecalis (99% identidad, valor E: 5E-70) Enterococcus faecalis
B518R Enterococcus faecalis (100% identidad, valor E: 3E-77) Enterococcus faecalis
Pedio2:644 Enterococcus faecalis (99% identidad, valor E: 0) Enterococcus faecalis
FirR:1244 Enterococcus faecalis (100% identidad, valor E: 0) Enterococcus faecalis

8.2 Deteccién de formacion de oligdmeros mediante electroforesis nativa

Para determinar si existia una diferencia en el peso molecular de la proteina de interés (95
kDa) en condiciones nativas y desnaturalizantes debida a la formacién de oligbmeros, se
realizd una electroforesis nativa, ya que previamente sélo se habia hecho en condiciones
desnaturalizantes (Serrano-Maldonado, 2010). Los resultados de la electroforesis nativa se
muestran en la Figura 18.
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Figura 18. Electroforesis nativa (A) y desnaturalizante (B) del extracto extracelular de la cepa en estudio.
Marcador de peso molecular (1). Sobrenadante purificado de la fermentacién (2). Gel de poliacrilamida al
10%.

Se observa una sola banda de mayor peso molecular; sin embargo, en condiciones nativas, el
marcador de peso molecular no necesariamente refleja el peso real. Unicamente se observa
una banda, lo que puede indicar que se forman agregados de proteinas y que al llevar a cabo
la electroforesis en condiciones desnaturalizantes (con SDS), es posible separarlos.
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8.3 Electroforesis en dos dimensiones

Para determinar si se trataba de dos proteinas diferentes, como lo indican los resultados
previos de la secuenciacion, en los que se obtuvieron péptidos que forman parte de dos
peptidoglucano hidrolasas diferentes (Serrano-Maldonado, 2010), se realiz6 una electroforesis
en dos dimensiones, con un gradiente de pH de 4 a 7. Los resultados se muestran en la Figura
19.

No fue posible separa las proteinas, ya que se observé un solo punto en un peso de 95 kDa.
Se secuencié el material obtenido de ese punto, asi como otros dos observados en pesos
cercanos a los 66 kDa. Adicionalmente, se hizo un zimograma en dos dimensiones para
identificar a las proteinas con actividad litica (Figura 20). Se pueden observar puntos (y en
ocasiones barridos) de actividad a 95, 66 y 45 kDa.
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Figura 19. Electroforesis en dos dimensiones del extracto extracelular semipurificado de la cepa de
estudio. Marcador de peso molecular (izquierda), patrén de puntos de la electroforesis (derecha). Rango
de pH de 4 a 7. Los circulos rojos numerados sefialan las proteinas secuenciadas.
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Figura 20. Zimograma en dos dimensiones del extracto extracelular semipurificado de la cepa de
estudio. Microorganismo indicador: M. lysodeikticus.

La técnica empleada para la identificacion de las proteinas fue la cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de masas que genera espectros en tandem (LC-MS/MS), en la cual,
se hace una digestion de las proteinas con alguna proteasa, en este caso tripsina, y los
péptidos generados son separados por cromatografia e identificados por espectrometria de
masas,; posteriormente, se busca en bases de datos aquellas proteinas que contengan tales
péptidos. Los resultados de la identificacion de péptidos confirmaron los resultados previos
(Serrano-Maldonado, 2010). En el punto 1 se detectaron péptidos que forman parte de una
glucosaminidasa de 503 aminoacidos con peso de 54 kDa (gi|29374894), de otra
glucosaminidasa diferente (AtlA) de 747 aminoacidos con peso de 72 kDa (Béliveau et al.,
1991) y de un antigeno de secrecion con un dominio tipo SCP (participan en degradacion de
pared celular) de 47 kDa (gi|29375030).

En los puntos 2 y 3 también se detectaron la glucosaminidasa de 54 kDa y el antigeno de 47
kDa, lo que pudiera indicar que son degradacion del primero pero que conservan su actividad
litica. Sin embargo, los pesos moleculares obtenidos en la electroforesis tampoco concuerdan
con los reportados anteriormente (Serrano-Maldonado, 2010), lo que puede explicarse si la
proteina estuviera glicosilada. Estudios previos demuestran que una muramidasa de
Enterococcus faecium de 87 kDa puede incrementar su peso hasta 130 kDa por la glicosilacion
con mondmeros y oligdbmeros de glucosa (Kawamura y Shockman, 1983). Otra explicacién
podria ser que las proteinas se encontraran fuertemente asociadas a su sustrato, que es el
peptidoglucano y que por lo tanto migraran juntas a un peso mayor al reportado para cada una
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por separado. Esto podria explicar también el resultado positivo para la glicosilacion, que para
descartarlo es necesario realizar estudios sobre la posible glicosilacion de estas proteinas.

8.4 Prueba de glicosilacién

En el trabajo previo (Serrano-Maldonado, 2010) se realiz6 una prueba para determinar si las
proteinas de interés se encontraban glicosiladas, utilizando el DIG Glycan differentiation kit
(Roche). Se observé una reaccién positiva para glicosilaciones con residuos de manosa. Para
confirmar dichos resultados, ya como parte del presente estudio, las proteinas fueron tratadas
con endoglicosidasas: la endo Hs, que reconoce y corta residuos de manosa, y la PNGasa F,
gue reconoce enlaces N-glucosidicos (New England Biolabs). Si las proteinas se encontraran
glicosiladas, tras el tratamiento con dichas enzimas, éstas deberian de mostrar un peso
molecular menor. Adicionalmente, se realizO de nuevo la prueba de detecciébn de
glicosilaciones utilizando el kit, antes y después del tratamiento enzimatico. Sin embargo, el
perfil electroforético antes y después del tratamiento fue el mismo; ademas, la actividad litica se
mantuvo intacta y la posible glicosilacion, observada con el uso del kit, no corresponde con los
pesos de las proteinas de interés (Figura 21).
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Figura 21. Confirmacion de la prueba de glicosilacion. Marcador de peso molecular (1), muestra sin
tratamiento (2, 5 y 8), tratamiento con Endo H; (3, 6 y 9), tratamiento con PNGasa F (4, 7 y 10). SDS-
PAGE 10% (1 a 4), zimograma contra M. lysodeikticus (5 a 7) y membrana PVDF utilizada para kit de

diferenciacion de glicosilaciones.

La primera glicosidasa que se prob6 fue la Endo Hy, pero al obtenerse un resultado negativo, se
decidi6 utilizar la PNGasa. Ambas enzimas reconocen y cortan estructuras de alta manosa, que
en estudios previos se detect6 que podria haber este tipo de glicosilaciéon (Serrano-Maldonado,
2010). Sin embargo, difieren en el sitio de corte. Los resultados fueron los mismos en ambos
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casos, por lo que es probable que la proteina no se encuentre glicosilada. En ocasiones, la
evidencia experimental puede llevar a conclusiones incorrectas debido a la abundancia de
glicanos en las paredes celulares, la union a lectinas o la asociacion fuerte pero no covalente
con azUcares, por lo que para poder afirmar que existe una glicosilacion es necesario identificar
el enlace aminoacido-azucar (Upreti et al., 2003).

No se detectaron glicosilaciones en las proteinas de interés; sin embargo, el kit y las enzimas
empleadas reconocen un numero limitado de residuos de glicano y el kit esta disefiado
principalmente para glicoproteinas eucariontes. Las glicoproteinas bacterianas pueden poseer
monosacaridos  atipicos, como 2,4-diacetamido-2,4,6-trideoxihexosa  (DATDH), N-
acetilfucosamina (FucNAc), acido pseudaminico y &cido legionaminico (Dube et al., 2010).
Ademaés, existen proteinas glicosiladas que han sido estudiadas en células procariontes, como
una N-acetilmuramidasa producida por Streptococcus faecium (ahora Enterococcus hirae), con
residuos de glucosa, con un peso molecular de 87 kDa en su forma glicosilada (Kawamura y
Shockman, 1983). En otros estudios, se reporta que la principal endopeptidasa secretada por
Lactobacillus rhamnosus, la Msp1l (también llamada p75), es susceptible a una desglicosilacion
guimica, observandose una disminucién en el peso molecular de 28 kDa; ademas, mantiene la
actividad enzimética tras el tratamiento (Lebeer et al., 2012). Por estas razones, no se puede
descartar aun la posibilidad de glicosilaciones en las proteinas de interés. Es necesario utilizar
otros kits de deteccion que reconozcan mas tipos de glicosilaciones, utilizar otras enzimas que
reconozcan O-glicanos o llevar a cabo una desglicosilacion quimica utilizando agentes como el
acido trifluorometanosulfonico (Sanchez y Urdaci, 2012).

8.5Incremento de las condiciones desnaturalizantes

Al encontrar reiteradamente la diferencia de masa de las proteinas, entre lo observado y lo
tedrico, mediante electroforesis en una y dos dimensiones y sin observar posibles
glicosilaciones, se decidi6é incrementar las condiciones desnaturalizantes y asi tratar de eliminar
cualquier interaccion entre las proteinas y desplegar completamente cualquier estructura
secundaria que pudiera afectar el corrimiento en la electroforesis. Para tal efecto, se adicion6 el
doble de la concentracion de SDS empleada anteriormente y en otro ensayo se adicioné urea
(8 M).

Como resultado, no se observd ningin cambio en los pesos moleculares (Figura 22) ni en la
actividad de las proteinas (imagen no mostrada), por lo que se puede decir que el incremento
de peso no se debe a una interaccién entre dos proteinas o0 a que se forme una estructura
secundaria que retarde el corrimiento en la electroforesis.

Se continda sin poder explicar esta diferencia de pesos entre lo observado y lo te6rico. Por tal
razén, se decidié secuenciar completamente los genes que codifican para las proteinas en la
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cepa en estudio y determinar si la diferencia esta a nivel gendmico. Posteriormente, clonar y
expresar dichas proteinas para poder llevar a cabo su caracterizacion.
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Figura 22. Incremento de condiciones desnaturalizantes. Marcador de peso molecular (1), tratamiento
con amortiguador de carga con SDS 4% (2), SDS 8% (3) y SDS 4% + urea 8 M (4). SDS-PAGE 10%.

8.6 Analisis de las secuencias

Después del analisis electroforético y una vez que se tuvo identificada a la cepa, se realiz6 el
andlisis de la secuencia de su genoma y de los genes que codifican para las peptidoglucano
hidrolasas de 72 y 54 kDa, previamente identificadas por secuenciacion de la banda de 95 kDa.

Al realizar un andlisis de la secuencias de aminoacidos y de los genes que las codifican, en la
cepa de Enterococcus faecalis V583 (cepa de la que se ha secuenciado el genoma completo),
se puede observar que se trata de dos proteinas totalmente independientes, cuyos genes se
encuentran muy alejados uno del otro en el genoma (una se encuentra del nucle6tido 227768
al 229279 y la otra del 758976 al 761189), por lo que no pueden transcribirse juntos. Una de
ellas es hipotética y la otra ya se ha caracterizado (Béliveau et al., 1991; Eckert et al., 2006;
Mesnage et al., 2008).

Como se mencion6 en la seccién de metodologia, la proteina de 54 kDa se nombrara como
P54 y la de 72 kDa como P72.

8.6.1 Andlisis de la secuencia de la proteina P54

P54 fue encontrada en el genoma de varias cepas de Enterococcus faecalis. Es una proteina
hipotética de 503 aminoacidos y un peso molecular aproximado de 54.5 kDa. En todas las
cepas la secuencia estd muy conservada y difieren en muy pocos aminoacidos (MultAlin,
Multiple sequence alignment with hierarchical clustering, http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin)
(Figura 23).
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Tiene una region tedrica de N-acetilglucosaminidasa que va del aminoécido 207 al 368 y una
region que pertenece a la familia NpIC/P60, que es una familia de peptidasas de pared celular
ampliamente representadas en varios linajes de bacterias. De los miembros de esta familia que
han sido caracterizados se sabe que pueden hidrolizar enlaces de D-gamma-glutamil-
mesodiaminopimelato o de N-acetiimuramato-L-alanina (Anantharaman y Aravind, 2003).
También es probable que presente un péptido sefial, que va del aminoacido 1 al 26 (SignallP
3.0 Server) y varios sitos posibles de glicosilacién (NetNGlyc 1.0 Server) (Figura 24).

Dado que se trata de una proteina hipotética, se decidié6 comprobar que fuera del tamafio
reportado en las bases de datos (NCBI). Se hizo un andlisis de las secuencias de los genes
para comprobar que el sitio de inicio y de término de la transcripcién fueran donde se reporta
(Translate Tool, ExPSy Proteomics Server, Swiss Institute of Bioinformatics). Todos estos
analisis se muestran en la Figura 25.

Los sitios de inicio y de término de la transcripcién indican que la proteina se transcribe con
503 aminoécidos. Si se toma en cuenta soélo a la proteina madura, tendria 477 amino&cidos, su
peso molecular y punto isoeléctrico tedrico serian de 51.9 kDa y 4.79, respectivamente. El peso
molecular no coincide con lo observado en la electroforesis en dos dimensiones, pero el pl si.
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Figura 23. Comparacion de las secuencias de aminoacidos de P54 en 12 diferentes cepas de
Enterococcus faecalis. Alineamiento multiple realizado con la herramienta MultAline.
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ACGAGAAAAAGAGAGGACGTTGATGTTTGTTCAAGCCCTTTCTTTTTTTTCTTAGAAAATTACCAAAAAAAGATAGAAGAATTTGT
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Figura 24. Andlisis de la secuencia de P54 (Translate Tool, ExPSy Proteomics Server, Swiss Institute of

Bioinformatics). Verde: péptido sefial (SignallP 3.0 Server). Azul: region tedrica de N-

acetilglucosaminidasa. Anaranjado: region tedrica de NpIC/P60. Subrayado: posibles sitios de
glicosilaciéon (NetNGlyc 1.0 Server).
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8.6.2 Andlisis de la secuencia de la proteina P72

Para P72 también se realiz6 un analisis similar. Al buscar en el genoma de varias cepas de E.
faecalis, se encontré que el gen que codifica para esta proteina se encuentra en todas ellas; sin
embargo, poseen algunas diferencias marcadas.

La peptidoglucano hidrolasa que ya se ha caracterizado es la de la cepa V583, llamada AtlA
(Béliveau et al., 1991; Eckert et al., 2006), tiene una longitud de 737 aminoacidos y un peso
molecular de 72 kDa. Sin embargo, en otras cepas la longitud varia demasiado, puede ir desde
350 hasta los 737 amino&cidos. Esta gran variacion se debe a que las secuencias repetidas del
sitio de unién al peptidoglucano que se encuentran en el extremo carboxilo no siempre se
transcriben o se transcriben menos de seis (que son las que tiene la mayor). El extremo amino
se encuentra muy conservado en todas las cepas (Figura 25).

AtlA es la peptidoglucano hidrolasa que se ha caracterizado (apartado 1.3 del marco teérico),
posee un péptido sefial, posibles sitios de glicosilacion y secuencias repetidas de unién al
peptidoglucano (Figuras 2 y 26). El punto isoeléctrico tedrico es de 8.93; sin embargo, no
coincide con lo observado en la electroforesis en dos dimensiones, donde se observan puntos
entre un rango de 4 a 5.
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Figura 25. Comparacion de las secuencias de aminoacidos de P72 en 8 diferentes cepas de
Enterococcus faecalis. Alineamiento multiple realizado con la herramienta MultAline. Se marcan las
secuencias repetidas de union a péptidoglucano con un recuadro verde.
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1207JATC GTG AAA AAA GGT GCT TCA GGT AAT ACT GGT GGC| TCA GGC AAC GGT GGT TCT AAC AAT 1266
Ile val Lys Lys Gly Ala Ser Gly Asn Thr Gly Gly| Ser Gly Asn Gly Gly Ser Asn Asn

1267 JART CAA TCA GGA ACG AARC ACG TAC TAT ACT GTA AAA TCA GGG GAT ACC TTG AAT AAA ATT|1326
Asn Gln Ser Gly Thr Asn Thr Tyr Tyr Thr Val Lys Ser Gly Asp Thr Leu Asn Lys Ile

1327GCC GCG CAA TAT GGC GTG ACG GTT GCT AAT TTA CGC TCA TGG AAT GGC ATC TCT GGC GAT|1386
Ala Ala Gln Tyr Gly Val Thr Val Ala Asn Leu Arg Ser Trp Asn Gly Ile Ser Gly Asp

13B7QTTA ATT TTC GTT GGT CAA AAA CTC ATC GTG AAA AAA GGT ACT TCA GGT AAC ACC GGT GGC |1446
Leu Ile Phe Val Gly Gln Lys Leu Ile Val Lys Lys Gly Thr Ser Gly Asn Thr Gly Gly

1447 TCA AGT AAT GGT GGC TCT AAC AAT AAT CAA TCA GGA ACG AAT ACG TAC TAC ACA ATT AAA|1506
Ser Ser Asn Gly Gly Ser Asn Asn Asn Gln Ser Gly Thr Asn Thr Tyr Tyr Thr Ile Lys

1507 ITCA GGC GAT ACC TTG AAC AAA ATT GCT GCG CAA TAT GGC GTG AGT GTT GCT AAT TTA CGC|1566
Ser Gly Asp Thr Leu Asn Lys Ile Ala Ala Gln Tyr Gly Val Ser Val Ala Asn Leu Arg

1567|TCA TGG AAT GGC ATT TCT GGC GAT TTA ATC TTC GCT GGT CAA AAA ATT ATT GTG AAA AAA|1626
Ser Trp Asn Gly Ile Ser Gly Asp Leu Ile Phe Ala Gly Gln Lys Ile Ile Val Lys Lys

1627{GGT ACT TCA GGT AAC ACC GGT GGO] TCA AGT AAT GGT GGC TCT AAC AAT AAT CAA TCA GGA|1686
Gly Thr Ser Gly Asn Thr Gly Gly] Ser Ser Asn Gly Gly Ser Asn Asn Asn Gln Ser Gly

1687 JACG AAT ACG TAC TAC ACG ATT AAA TCA GGC GAT ACC TTG AAC AAA ATT TCT GCA CAA TTC 1746
Thr Asn Thr Tyr Tyr Thr Ile Lys Ser Gly Asp Thr Leu Asn Lys Ile Ser Ala Gln Phe

1747 )GGT GTT AGT GTT GCT AAT CTA CGT TCA TGG AAC GGG ATC AAA GGC GAT TTA ATT TTT GCT| 1806
Gly Val Ser Val Ala Asn Leu Arg Ser Trp Asn Gly Ile Lys Gly Asp Leu Ile Phe Ala

1807 |GGT CAA ACA ATC ATC GTG AAA AAA GGC GCT TCT|GCA GGT GGC AAT GCT TCT TCA ACA AAT|1866
Gly Gln Thr Ile Ile Val Lys Lys Gly Ala Ser JAla Gly Gly Asn Ala Ser Ser Thr Asn

1867 JAGT GCA TCA GGC AAA"CGC CAT ACA GTT AAA AGC GGT GAT TCA CTT TGG GGC TTA TCA ATG|1926
Ser Ala Ser Gly Lys Arg His Thr val Lys Ser Gly Asp Ser Leu Trp Gly Leu Ser Met

1927 [CAA TAC GGA ATC AGC ATC CAA AAA ATC AAA CAA TTA AAT GGC TTA AGC GGG GAT ACA ATT|1986
Gln Tyr Gly Ile Ser Ile Gln Lys Ile Lys Gln Leu Asn Gly Leu Ser Gly Asp Thr Ile

1987 |TAT ATT GGT CAA ACT TTA AAA GTT GGT TAA| TTTAAGATTGAAAMAAATAGCTATCTTTGGTAACATGAG 2055
Tyr Ile Gly Gln Thr Leu Lys Val Gly End ’

2056 TCTTATAACATGAGTCTTATAATAAAAAAAAACAATGAGAAGGARTAGTAGAAAGAACCATGTGATAGAGAGCGTATGG 2134

2135 CTGGTGGAAATACGTACAGAAGCTTTTGAACTCGCCTTTAAGTTACTTTTTTGAACAAACCAAGTAGGARAAGTCGGTG 2213

2214 ACGA

Figura 26. Andlisis de la secuencia de AtIA (adaptado de Béliveau et al., 1991) Verde: péptido sefal.
Azul: Dominio rico en T/E. Naranja: Dominio catalitico. Morado: Sitio de unién a peptidoglucano.

8.7 Identificacién y secuenciacion de los genes

Tras el analisis de las secuencias, se podria pensar que la banda de actividad de 95 kDa
efectivamente involucra a dos proteinas que migran juntas en la electroforesis. Para obtenerlas

por separado y poder purificarlas, la estrategia planteada fue clonar y expresar estas proteinas
en E. coli.

Debido a las diferencias en pesos moleculares y de pl que hay entre los valores teéricos y los
observados, no se puede concluir que los genes reportados en el analisis sean exactamente
los mismos que codifiquen para las peptidoglucano hidrolasas en la cepa de estudio, pero si
podrian ser similares, debido a que incluyen la secuencia de los péptidos obtenidos en la
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secuenciacion previa (Serrano-Maldonado, 2010). También, se ha podido observar en el
analisis que estas proteinas pueden variar entre las distintas cepas en cuanto a la longitud en
los extremos (amino y/o carboxilo) como puede ser en el nUmero de secuencias repetidas, o en
secuencias adicionales en el interior del gen estructural.

Por todo esto, se decidié6 amplificar una zona méas amplia en donde se pueda incluir el gen con
cualquier diferencia que pueda tener y detectarla por secuenciacion. Se analizaron las
secuencias de las proteinas que se encuentran antes y después de los genes de interés en
varias cepas de E. faecalis y se observé que estan muy conservadas. Por lo que se decidid
disefiar cebadores que alinearan con los genes de las proteinas contiguas y asi incluir el gen
de interés completo (Figuras 27 y 28). Para P54 se esperaba un amplicon de aproximadamente
2200 pb y para P72 de 3200 pb, que en efecto, fueron los obtenidos (Figura 29). Como la DNA
polimerasa empleada fue la Pfu que amplifica hasta 3 kpb y los amplicones se encuentran en
su limite, se decidié probar también con una mezcla de enzimas (Long PCR Enzyme Mix,
Fermentas) que amplifican fragmentos de mayor tamafio, para descartar la posibilidad de que
hayan secuencias repetidas adicionales 0 secuencias intermedias. Sin embargo, los
amplicones fueron del mismo tamafo (Figura 29).

226,933 nt 230,110 nt

EF0253

ERHESY Aldehido deshidrogenasa

EF0251
Proteina hipotética PGH
4
Figura 27. Region amplificada para P54.
756,903 nt 763,257 nt
Proteina hipotética leus
EFO7 58 Leucil tRNA sintetasa
EFD799
PGH
¢ 4

Figura 28. Region amplificada para P72.
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Figura 29. Productos de la amplificacién obtenidos donde se espera incluir a los genes estructurales de
las peptidoglucano hidrolasas. Amplicon proteina 54 Pfu polimerasa (1 y 2), Long polimerasa (7).
Amplicén proteina 72 Pfu polimerasa (4 y 5), Long polimerasa (8). Marcador (3 y 6).

Estos amplicones fueron enviados para su secuenciacion y poder comparar con los reportados
en la base de datos y proseguir con la clonacién. Como no fue posible obtener la secuencia
completa de los genes en un solo ensayo, debido a que se obtienen de manera confiable
alrededor de 700 pb, se tuvieron que disefiar cebadores intermedios para ir amplificando y
secuenciando los fragmentos faltantes. La secuenciacién se hizo en ambos sentidos.
Posteriormente, se tuvieron que ensamblar los fragmentos. Esto se hizo alineando y
empalmando el final de la secuencia del primer amplicon con el segundo. Al final se comprob6
debido a que se pudo comparar con la secuencia complementaria y con la secuencia reportada
en la base de datos. También se hizo un andlisis para determinar el inicio y término de la
transcripcion, resultando ser los mismos que los de la base de datos. También se realiz6 una
traduccion in silico para obtener la secuencia de aminoacidos. La longitud de los genes es de
1512 pb 6 503 aminoacidos para P54 y 2214 pb 6 737 aminoacidos para P72. La secuencia del
gen de P54 se muestra en la Figura 30 y la de P72 en la Figura 31.

TTTTGTTTGAGGATACGAGAAAAGAGAGGACGTTGATGTTTGTTCAAGCCCTTTCTTTTTTTTCTTAGAAAATTACCAAAAAAAGA
TAGAAGAATTTGTGAATTTTCTTCTATTTTTTTAACTTTTTGCTAGAAATTTTTTATGAAACAGTATACTATTAAAAAAGGAGCCA
TTTAAACAATAACTATGTCAATTATATATGTTGGTACATAAAAATAAATGGAGAAAAATATAATGGAGAAAAATAAAAAAGGAGA

1 ATG AGT ATG AAA AAA CAA TTT GCC CTG TTC TCT ACC TTA TTA CTT TTA GGT TCA TCA ATG
M S M K K O F A L F S T L L L L G S S M 20

61 CCA GTA GGC GCA TTT GCA GAA GGT AAT AAC TTG GTA GCT GAA AAT AGT TCT GTT GCA GAA
P V G A F A E G N N L V A E N S S V A E 40

121 ACA ACC GCA GAA GCA ACG ACT GCT GAA GAC ACT GAA ACG ACA GCG ACT AGT GAA ACA ACA
T T A E A T T A E D T B T T A T S E T T 60
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Figura 30. Secuencia obtenida del gen que codifica para P54.
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I K G D L I F A G Q T I I V K K G A S A 680
2041 GGT GGC AAT GCT TCT TCA ACA AAT AGT GCA TCA GGC AAA CGC CAT ACA GTT AAA AGC GGT

G G N A S5 S T N S A S G K R H T VvV K S G 700
2101 GAT TCA CTT TGG GGC TTA TCA ATG CAA TAC GGA ATC AGC ATC CAA AAA ATC AAA CAA TTA

D S L W G L S M Q Y G I S I O K I K O L 720
2161 AAT GGC TTA AGC GGG GAT ACA ATT TAT ATT GGT CAA ACT TTA AAA GTT GGT TAA

N G L S G D T I Y I G O T L K V G Stop 737

TTTAAGATTGAAAAAAATAGCTATCTTTGGTAACATGAGTCTTATAATAGAAAAAAACAATGAGAAGGAATAGTAGAAAGAACCAT
GTGATAGAGAGCGTATGGCTGGTGGAAATACGTACAGAAGCTTTTGAACTCGCCTTTAAGTTACTTTTTTGAACAAACCAAGTAGG
AAAAGTCGGTGACGATCGTTAAGACGTTTGAGGTTAAGGTGACGGTGACTGACCGTTTCTTTGACGAATTTAGGTGGTACCACGTT
GCATTTGTATGTTCACGTCCTATAGGAATTTTTCCTATAGGACTTTTTTTTATCACTAAGTGGCTAGTTTAAGTCAGAATAGTGAC
AATGGCTGCAGGTGGCAAATTTTAAGAATGAAAAATTTTATATTACTAGGAGGAATAACATGAGCTACAATCACAAAGAGATTGAG
AAAAAATGGCAAAAATATTGGGCTAAGAACAATTGTTTCAATACATTGGACGACCCAAATAAAGAAAAATTTATGCACTAGAT

Figura 31. Secuencia obtenida del gen que codifica para P72.

La secuencia de nucle6tidos es practicamente igual a las reportadas en la base de datos, pero
la de amino4cidos cambia en uno para la P54 y para P72 cambia en seis; sin embargo,
ninguno de estos cambios caen en los dominios cataliticos o de unién al sustrato. Los genes
también tienen el mismo tamafio que los reportados, por lo que no poseen secuencias
adicionales que pudieran incrementar el tamafio de las proteinas. La diferencia en peso
molecular debe ser explicada por otras causas distintas al tamafio de los genes. A partir de las
secuencias nucleotidicas reales y su traduccion in silico se volvié a hacer el analisis de los
dominios y se comparé con los genes reportados (Figuras 32 y 33).

MSMKKQFALEFSTLLLLGSSMPVGAFAEGNNLVAENSSVAETTAEATTAEATETTATSETTEATEESTTET 70
ESSTESSESATTESTETSGTETTDSTTDSTSTSTTESTTDSTSTSTTESTTDSTSTSTTESSTTPTTTPS 140
SSKEQPKPGTSTSESKQPAKPVTPTAPAEKPVEQPVASTPQPEIVPPVINETVGLVEDDETFTVSKTKKT 210
EEFIQEIGESARKVAKDKNLYASVMIAQAILESGSGNSKLSQKPNYNLFGIKGDYKGQSVSFITYEDNGE 280
GNLYTVEAKFRQYPTYKESMEDYAKLLKNGLDSNKDEFYHGVWKTEAKSYKEATRFLTGKYATDKDYHKKL 350
NALIKTYDLTYYDKEKATVEPMESNFPAYNGKNYDTFNSYAWGNCTQYVYNRITQLGKRVDLTMGNGODW 420
GETGRARGYKVSRTPKAGAAVSFPAGVLGADNTYGHVAFVEKVFKDGSILISEMNVKGLNVVSTRTISAD 490

ETHLMNYIVPKDK 503
1 ?IS 150 225 300 375 50 503

Query seq. —— R

Superfanilies ([ Glucosaminidase superfamily | ((NLCPC_PEO0 superfamily )

Figura 32. Analisis de la secuencia obtenida del gen que codifica para P54 y sus dominios. Péptido
sefial (verde). Region tedrica de N-acetilglucosaminidasa (rojo). Region tedrica de NplIC/P60 (azul).
Aminoacido que difiere de la secuencia tedrica (negritas), (BLAST, NCBI).

Adicionalmente se obtuvo un perfil de hidrofobicidad de cada proteina para ver si era posible
que las proteinas se asociaran por interacciones hidrofébicas (Figuras 34 y 35). El perfil se
obtuvo mediante el programa ProtScale utilizando el algoritmo Kyte & Doolittle (ExPASy Tools,
SIB), donde los picos que se encuentran en valores positivos son las regiones hidrofébicas.
Pese a que ambas proteinas tienen regiones hidrofdbicas, no son las que predominan y en el
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caso de P72, los sitios de uniébn a peptidoglucano son los que presentan la mayor
hidrofobicidad. No se observa una zona clara de hidrofobicidad por la cual se pueda llevar a
cabo una asociacion fuerte entre ambas proteinas.

MKKESMSRIERRKAQORKKTPVOWKKSTTLEFSSALIVSSVGTPVALLPVTAEATEEQPTNAEVAQAPTTE 70
TGLVETPTTETTPGTTEQPTTDSSSTTESTTESSKETPTTPSTEQPTVDSTTPVELGTTDSSVAEIAPVA 140
PSTTESEAAPAVTPDDEVKVPEARVASAQTFSALSPTQSPSEFIAELARCAQPIAQANDLYASVMMAQAT 210
VESGWGASTLSKAPNYNLFGIKGSYNGQSVYMDTWEYLNGKWLVKKEPFRKYPSYMESFQDNAHVLKTTS 280
FOAGVYYYAGAWKSNTSSYRDATAWLTGRYATDPSYNAKLNNVITAYNLTQYDTPSSGGNTGGGIVNPGT 350

GGSNNQSGTNTY i R < < c2. SCNTGGSGSGGS 420
NNNOsGTNTY R < < G2 SGNTGGSNNGGSNN 490
NosGTNTY e AR < < C T SGNTGGSSNGGSNNNQ 560
scTNTY SR < < CANSGSTNTNKPTNNGGGAT 630
75 G NGO < 7.5 2 GGNAS S TNSASGKR N 700
DSLWGLSMQYGISTQKTKQLNGLSGDTIYIGOTLKVG 737

1 125 250

Query seq, —— [ . . , i n n , , j , ) o35

Son 73T

Putative peptidoglycan binding site Putative peptidoglucan binding site Sty
Futative Fertidoslycan binding =mite Sy  pPutative Fepbidoslucan binding site Shly
Futakive peptidoslucan binding site
Futative peptidoglucan binding site

Sk
Specific hits LuysH LusH LysH LysH
Superfanilies [ Glucosaminidaze surerfamild ] usH sup wsH sup

Hulti-donains

Figura 33. Andlisis de la secuencia obtenida del gen que codifica para P72 y sus dominios. Péptido
sefial (verde). Region teérica de N-acetilglucosaminidasa (azul). Secuencias repetidas de union a
peptidoglucano LysM (cada modulo sombreado, rojo). Aminoacidos que difiere de la secuencia tedrica
(negritas), (BLAST, NCBI).

ProtScale output for user sequence

T
Hphok. # Kute & Deolittle

b

VI
Hidrofilico

Score
=

Position

Figura 34. Perfil de hidrofobicidad de P54.

61



T T T
Hphok. # Kyte % Deolittle

RN 8L
TP T e

Figura 35. Perfil de hidrofobicidad de P72.

Conociendo la secuencia fue posible disefiar los cebadores para amplificar el gen completo y
afiadirle a éstos la secuencia de restriccion con que se iban a cortar tanto los insertos como el
plasmido. Se decidio6 trabajar con Ncol y Xhol, ya que no degrada a los insertos y cortan en los
extremos del sitio multiple de clonacién del plasmido, dejando pocos aminoacidos adicionales a
la proteina recombinante.

8.8 Clonacioén

El vector pET-22b(+) tiene una tamafio de 5493 pb y al insertar los genes se obtuvieron
construcciones de aproximadamente 7000 pb para P54 y 7700 pb para P72. La construcciéon
de los plasmidos se muestra en las Figuras 36 y 37.

Al realizar el ensayo de ligacion se obtuvieron las construcciones de los tamafios esperados
(Figura 38). Se observo otra banda de menor tamafio, que puede corresponder al plasmido sin
inserto. Con los que si lo contenian, se prosiguié con la transformacion en la cepa DH5a. Se
seleccionaron 10 colonias de cada una de las proteinas y se les hizo PCR para ver que se
encontrara el inserto; para P54 las 10 colonias fueron positivas y para P72 sé6lo una (Figuras 39
y 40). De una de las clonas de P54 y de la Unica de P72 se aisl6 el plasmido para transformar
en las cepas de expresion, que fueron la BL21(DE3) y BL21(DE3)pLysS, respectivamente.
Nuevamente se obtuvieron 10 clonas positivas de 10 colonias analizadas para P54 y una para
P72 (Figuras 41 y 42).
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T7 promoter primer #69348-3

T7 promoter lac operator
Bgl II »
AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGARATAATTTTGT TTAACT TTAAGAAGGAGATATACAT ATG AAA TAC CTG CTG CCG ACC GCT
Met K Y L L P T A
GCT GCT GGT CTG CTG CTC CTC GCT GCC CAG CCG GCG ATG GCC ATG GGT AGT ATG ARA AARA CAA TTT GCC CTG TTC TCT ACC TTA TTA CTT TTA GGT TCA TCA ATG
A A G L L L L A A Q P A Met A Met G S Met K K Q F A L F S T L L L L G S S Met

CCA GTA GGT GCA TTT GCA GAA GGT AAT AAC TTG GTA GCT GAA AAT AGT TCT GTC GCA GAA ACA ACC GCA GAA GCA ACA ACT GCT GAA GCC ACT GAA ACG ACA GCG
P v G A F A E G N N L v A E N S S v A E T T A E A T T A E A T E T T A

ACT AGT GAA ACA ACA GAA GCG ACA GAA GAA TCA ACA ACT GAA ACA GAA AGT TCA ACC GAA TCA AGT GAA TCT GCA ACC ACG GAG TCC ACG GAA ACG TCA GGA ACC
T S E T T E A T E E S T T E T E S S T E S S E S A T T E S T E T S G T

GAA ACG ACA GAT TCC ACA ACG GAT TCT ACA TCC ACA AGT ACG ACA GAA TCG ACT ACT GAC TCC ACC TCG ACG AGT ACA ACA GAG TCA ACC ACA GAT TCT ACG TCA
E T T D S T T D S T S T S T T E S T T D S T S T S T T E S T T D S T S

ACA AGT ACA ACT GAA TCA AGT ACC ACG CCA ACG ACC ACA CCA AGT TCT TCT AAA GAA CAG CCA AAA CCT GGC ACG AGT ACT TCT GAA TCA AAA CAG CCG GCG AAA
T S T T E S S T T P T T T P S S S K E Q P K P G T S T S E S K Q P A K

CCA GTG ACA CCA ACA GCG CCA GCT GAA AAG CCA GTA GAA CAA CCA GCA GCG TCA ACA CCG CAG CCT GAA ATA GTC CCA CCA GTT ACA AAT GAA ACG GTT GGG TTA
P v T P T A P A E K P v E Q P A A S T P Q P E I v P P v T N E T v G L

GTG GAA GAC GAT GAG ACG TTT ACG GTC AGC AAA ACG AAG AAG ACA GAA GAG TTT ATT CAA GAA ATC GGT GAA TCT GCT CGG AAA GTG GCC AAG GAC AAA AAC TTA
v E D D E T F T v S K T K K T E E F I Q E I G E S A R K v A K D K N L

TAT GCT AGT GTG ATG ATT GCT CAA GCA ATT TTA GAA AGT GGC AGC GGC AAT AGT AAA TTA AGC CAG AAA CCA AAC TAC AAT TTG TTT GGT ATT AAA GGC GAT TAC
Y A S V Met I A Q A I L E S G S G N S K L S Q K P N Y N L F G I K G D Y

ARA GGT CAA TCT GTT TCT TTT ATT ACC TAT GAA GAC AAT GGT TTC GGT AAC CTA TAC ACA GTA GAA GCA AARA TTC CGT CAA TAT CCA ACG TAT AAA GAA TCA ATG
K G Q S v S F I T Y E D N G F G N L Y T v E A K F R Q Y P T Y K

GAA GAT TAT GCG AAA TTA TTG AAA AAT GGT TTA GAT TCC AAT AAA GAT TTC TAT CAT GGT GTC TGG AAA ACG GAA GCC AAA TCA TAC AAA GAA GCG ACA CGT TTC
E D Y A K L L K N G L D S N K D F Y H G v W K T E A K S Y K E A T R F

CTA ACA GGA AAA TAC GCA ACG GAC AAA GAT TAC CAT AAG AAA TTA AAT GCG TTA ATT AAA ACA TAC GAT TTA ACT TAT TAT GAT AAA GAA AAA GCA ACC GTT GAA
L T G K Y A T D K D Y H K K L N A L I K T Y D L T Y Y D K E K A T v E

CCA ATG GAA TCA AAT TTC CCA GCC TAT AAT GGC AAA AAC TAT GAC ACC TTT AAT AGT TAT GCT TGG GGC AAC TGT ACA CAA TAT GTC TAC AAC CGT ATT ACG CAA
P Met E S N F P A Y N G K N Y D T F N S Y A U G N C T Q Y v Y N R I T Q

GTA AGT CGT ACA CCA AAA GCA GGT GCA GCG

TTA GGT AAA CGT GTG GAC TTA ACA ATG GGG AAT GGT CAA GAT TGG GGC GAA ACA GGT CGT GCA CGC GGG TAC
K v S R T P K A G A A

R v D L T Met G N G Q D W G E T G R A R G Y

AAA
K

GTT TCC TTC CCA GCT GGT GTT TTA GGC GCA GAC AAT ACT TAT GGT CAT GTC GCA TTT GTG GAA AAA GTC TTT AAA GAT GGT AGC ATC TTA ATT TCT GAA ATG AAC
K .

v S F P A G v L G A D N T Y G H v A F v E K v F D G S I L I S E Met N
His.Ta

GTG AAG GGA TTA AAC GTT GTT TCG ACA CGT ACA ATC TCA GCC GAT GAA ACA CAT TTG ATG AAC TAT ATC GTT CCA AAA GAT AAA CTC GAG CAC CAC CAC CAC CAC

v K G L N v v S T R T I S A D E T H L Met N Y I v P K D K L E H H H H H

T7 Terminator
— e ——————————————————————————
CAC TGA GATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTARACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG
H End
T7 Terminator primer #69337-3

Figura 36. Construccion del plasmido para P54.
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T7 promoter primer #69348-3
—_—

T7 promoter lac operator
Bgl II »

AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGARTTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACT TTAAGAAGGAGATATACAT ATG AAA TAC CTG CTG CCG ACC GCT

Met K

Y

L

L

P

T

A

GCTGCTGGTCTG CTG CTC CTC GCT GCC CAG CCG GCG ATG GCC ATG GGT AAG AAA GAA TCA ATG TCA CGT ATC GAA AGA AGG AAA GCA CAA CAA AGA AAG AAA ACG CCA GTA
A A G L L L L A A Q P A Met A Met G K K E S Met S R I E R R K A Q

Q

R

K

K

T

CAA TGG AAG AAG AGC ACT ACT TTA TTC AGC TCG GCG TTA ATT GTT TCA TCT GTA GGA ACG CCC GTT GCG TTA CTA CCA GTG ACT GCT GAG GCA ACA GAA GAG CAG

Q w K K s T T L F s s A L I v s s v G T P v A L L P v T A E
CCA ACA AAT GCG GAA GTT GCC CAA GCA CCT ACT ACG GAA ACT GGC TTA GTA GAG ACA CCA ACA ACA GAA ACT ACG CCA GGA ACT ACG GAA
P T N A E v A Q A P T T E T G L v E T P T T E T T P G T T E
TCG TCA ACA ACG ACT GAA TCG ACA ACT GAA TCA TCA AAA GAA ACA CCA ACA ACA CCA AGT ACC GAG CAA CCA ACA GCT GAT TCA ACT ACA
s s T T T E s T T E s s K E T P T T P s T E Q P T A D s T T
ACG ACT GAT TCT TCA GTA GCA GAA ATT ACG CCA GTA GCT CCT TCA GCA ACC GAG TCT GAA GCA GCG CCT GCG GTT ACA CCC GAT GAT GAA
T T D s s v A E I T P v A P s A T E s E A A P A v T P D D E
GCT AGA GTA GCT TCT GCG CAA ACT TTT TCA GCG TTA TCA CCG ACG CAA AGT CCT TCA GAA TTT ATT GCC GAG TTA GCT CGT TGT GCA CAA
A R v A s A Q T F s A L s P T Q s P s E F I A E L A R o] A Q
AAT GAT TTA TAT GCA TCA GTG ATG ATG GCT CAA GCA ATC GTT GAA AGT GGT TGG GGA GCA AGT ACG CTA TCT AAG GCA CCA AAC TAT AAC
N D L Y A s V Met Met A Q A I v E s G W G A s T L s K A P N Y N
GGC AGC TAC AAT GGA CAA TCT GTC TAT ATG GAT ACA TGG GAA TAT TTA AAC GGC AAA TGG TTA GTG AAA AAA GAA CCT TTC CGT AAA TAT
G s Y N G Q s v Y Met D T w E Y L N G K w L v K K E P F R K Y
TCA TTC CAA GAT AAT GCG CAC GTG CTA AAA ACA ACT TCT TTC CAA GCG GGC GTT TAC TAT TAT GCT GGG GCT TGG AAA AGC AAT ACA AGC
s F Q D N A H v L K T T s F Q A G v Y Y Y A G A w K s N T s
ACT GCT TGG TTA ACA GGT CGT TAT GCG ACA GAT CCT AGC TAC AAT GCT AAA TTA AAT AAT GTC ATT ACC GCA TAT AAC TTA ACT CAA TAT
T A w L T G R Y A T D P s Y N A K L N N v I T A Y N L T Q Y
GGT GGA AAT ACT GGG GGC GGA ACA GTT AAT CCA GGA ACA GGC GGC TCG AAC AAT CAA TCA GGA ACG AAC ACG TAC TAT ACT GTA AAA TCA
G G N T G G G T v N P G T G G S N N Q S G T N T Y Y T v K S
AAA ATT GCC GCG CAA TAT GGT GTG AGC GTT GCT AAT TTA CGC TCA TGG AAC GGC ATC TCT GGC GAT TTA ATT TTC GTT GGT CAA AAA CTT
K I A A Q Y G v s v A N L R s w N G I s G D L I F v G Q K L
GCT TCA GGT AAC ACT GGT GGC TCA GGC AGC GGT GGT TCT AAC AAT AAT CAA TCA GGA ACG AAC ACG TAC TAT ACT GTA AAA TCA GGG GAT
A s G N T G G s G s G G s N N N Q s G T N T Y Y T v K s G D
GCC GCC CAA TAT GGC GTG AGC GTT GCT AAT TTA CGC TCA TGG AAT GGC ATC TCT GGC GAT TTA ATT TTC GTT GGT CAA AAA CTC ATC GTG
A A Q Y G v s v A N L R s w N G I s G D L I F v G Q K L I v
GGT AAC ACT GGT GGC TCA AAC AAC GGT GGC TCT AAC AAT AAT CAA TCA GGA ACG AAT ACG TAC TAC ACA ATT AAA TCA GGC GAT ACC TTG
G N T G G s N N G G s N N N Q S G T N T Y Y T I K s G D T L
CAA TAT GGC GTG AGT GTT GCT AAT TTA CGC TCA TGG AAT GGC ATT TCT GGC GAT TTA ATC TTC GCT GGT CAA AAA ATT ATT GTG AAA AAA
Q Y G v s v A N L R s w N G I s G D L I F A G Q K I I v K K
ACC GGT GGC TCA AGC AAT GGT GGT TCT AAC AAT AAT CAA TCA GGA ACG AAT ACG TAC TAC ACG ATT AAA TCG GGC GAT ACC TTG AAC AAA
T G G s s N G G s N N N Q s G T N T Y Y T I K s G D T L N K
GGT GTT AGT GTG GCT AAC TTA CAA GCC TGG AAT AAC ATC AGC GGT AGT TTG ATT TTT GCT GGT CAA AAG ATT ATC GTG AAA AAA GGC GCC
G v s v A N L Q A w N N I s G s L I F A G Q K I I v K K G A
AAT ACG AAC AAG CCT ACG AAT AAT GGT GGC GGT GCG ACA ACA TCC TAC ACG ATT AAA TCA GGT GAT ACG CTG AAT AAA ATT TCT GCA CAG
N T N K P T N N G G G A T T s Y T I K s G D T L N K I s A Q
GCT AAT CTA CGT TCA TGG AAC GGG ATC AAA GGC GAT TTA ATT TTT GCT GGT CAA ACA ATC ATC GTG AAA AAA GGC GCT TCT GCA GGT GGC
A N L R s w N G I K G D L I F A G Q T I I v K K G A s A G G
AAT AGT GCA TCA GGC AAA CGC CAT ACA GTT AAA AGC GGT GAT TCA CTT TGG GGC TTA TCA ATG CAA TAC GGA ATC AGC ATC CAA AAA ATC
N s A s G K R H T v K s G D s L w G L S Met Q Y G I s I Q K I

His.Tag
TTA AGC GGG GAT ACA ATT TAT ATT GGT CAA ACT TTA ABA GTT GGT CTC GAG ikl
L s G D T I Y I G Q T L K v G L E H H H H H
T7 Terminator
CAC TGA GATCCGGCTGCT. CCC G. CTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTT GGGTTTTTT

T7 Terminator primer #69337-3

Figura 37. Construccion del plasmido para P72.
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Figura 38. Ensayo de ligacién de los genes amplificados en pET-22(b)+. Marcador de peso molecular
(1). Construccion de P54 (2). Construcciéon de P72 (3). Plasmido sin inserto. Gel de agarosa 1% con
bromuro de etidio.
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Figura 39. PCR de colonia de las clonas obtenidas en DH5a para P54. Marcador de peso molecular (1).
Colonias seleccionadas (2-11). Gel de agarosa 1% con bromuro de etidio.
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Figura 40. PCR de colonia de las clonas obtenidas en DH5a para P72. Marcador de peso molecular (1).
Clona positiva (2). Gel de agarosa 1% con bromuro de etidio.
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Figura 41. PCR de colonia de las clonas obtenidas en BL21(DE3) para P54. Marcador de peso
molecular (1). Colonias seleccionadas (2-11). Gel de agarosa 1% con bromuro de etidio.
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Figura 42. PCR de colonia de las clonas obtenidas en BL21(DE3)pLysS para P72. Marcador de peso
molecular (1). Clona positiva (2). Gel de agarosa 1% con bromuro de etidio.

8.9 Expresion
8.9.1 Expresion de la proteina P54

Para la expresion de las proteinas recombinantes, las clonas fueron cultivadas en caldo LB y
se les adicion6 IPTG como inductor a una concentracion final de 1 mM. Se tomaron muestras a
diferentes tiempos y se hizo una electroforesis de la proteina celular total, asi como un
zimograma para detectar actividad litica. Se observaron 2 bandas con actividad, una de 85 kDa
y otra de 75 kDa. Es posible que la banda de menor tamafio sea degradacion de la mayor. Se
obtuvieron 4 clonas que presentaron actividad litica contra M. lysodeikticus, aunque se decidio
trabajar unicamente con la que tuvo la mayor actividad. Este es un resultado muy importante,
ya que esta proteina era so6lo hipotética y no habia sido reportada previamente. El mejor tiempo
para la expresion fue a las 3 h de induccion con IPTG 1 mM.

A lo largo de la fermentacion, la densidad Optica con inductor no aumenta a la par de la
fermentacion sin inductor. Al tiempo cero, la D.O. ¢y nm fue de 0.83 y tras las tres horas de
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fermentacion fue de 2.04 para el cultivo no inducido y 1.76 para el inducido. Es posible que al
irse expresando la proteina y tener una actividad litica, esté lisando a la cepa productora y se
liberen sus proteinas al medio. Es por esa razén que se determiné en cudl fraccion se obtenia
la mayor actividad. De las tres fracciones evaluadas, el sobrenadante fue el que mostré la
mayor actividad (Figura 43). Ademas, se observa una banda de actividad incluso sin inductor y
dos con inductor, lo que puede deberse a que en la cepa BL21(DE3) se pude presentar una
expresion basal.

kDa
97
85 kDa
66 75 kDa
45
31

Figura 43. Zimograma de las diferentes fracciones de P54. Marcador de peso molecular (1). Restos
celulares sin IPTG (2), con IPTG (3); citosol sin IPTG (4), con IPTG (5) y sobrenadante de la
fermentacion sin IPTG (6), con IPTG (7). Gel de poliacrilamida 10% con M. lysodeikticus.

En resumen, las mejores condiciones para la expresién de la proteina recombinante fueron:
concentracion de IPTG 1 mM, 3 h de induccion, sobrenadante de la fermentacion concentrado
por liofilizacion y dializado con membrana de 50 kDa.

Se realiz6 un Western blot tanto en condiciones desnaturalizantes como nativas para detectar
la presencia del tallo de histidinas. En ambos casos la prueba fue positiva para las bandas que
presentaron actividad en el zimograma, aunque en el gel nativo s6lo se observé una banda
(Figura 44). Al permanecer con las histidinas, es posible utilizar una columna de Ni** para su
purificacion. Para esto, fue empleada la resina Protino Ni-TED, con la cual fue posible obtener
la banda de la proteina de interés con un 70% de pureza, observada mediante electroforesis
(Figura 45). Se decidio trabajar con esta muestra para las determinaciones posteriores.
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Figura 44. Expresion de P54. Macador de peso molecular (1), cultivo sin IPTG: perfil electroforético (2) y
zimograma (3); cultivo con IPTG: perfil electroforético (4) y zimograma (5); western blot desnaturalizante
(6) y nativo (7).

Al poder expresar la proteina recombinante activa se descarta que necesite estar glicosilada
para presentar dicha actividad litica, ya que la cepa de expresién no realiza modificaciones
postraduccionales como la glicosilacién. Sin embargo, el peso molecular fue mayor al
esperado. De acuerdo con la secuencia del gen insertado en el vector de clonacién, sumando
el tallo de histidinas y otros aminoacidos que se incluyen dentro del sitio multiple de clonacién,
se esperaba una proteina con un peso de 58 kDa, no de 75 kDa. Adicionalmente, se realizaron
las mismas pruebas que para las proteinas nativas, como el aumento de condiciones
desnaturalizantes y deteccién de glicosilaciones (resultados no mostrados), sin embargo, no se
observo variacion en el peso molecular.

La diferencia de pesos moleculares no se debe a la secuencia del gen y por las pruebas
realizadas, tampoco pudiera deberse a asociaciones con otras proteinas o a la formacién de
alguna estructura secundaria que modificara el corrimiento. Sin embargo, existe alguna causa
por la que se observa con ese peso mediante electroforesis, como pudiera ser una interaccion
con la acrilamida. Por lo que, para conocer el peso real, es necesario determinarlo por otros
métodos, como cromatografia de exclusion molecular o espectrometria de masas.
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Figura 45. Purificacion de P54. Macador de peso molecular (1), extracto extracelular concentrado por
ultrafiltracion (2) y muestra purificada con la resina Protino Ni-TED (3). SDS-PAGE 10%.

8.9.2 Expresién de la proteina P72

P72 fue clonada en la cepa de expresion BL21(DE3)pLysS, presentando actividad en
condiciones de induccion desde 1 h hasta 5 h (Figura 46). No se encontré actividad en la cepa
sin inducir ni en una con el plasmido sin inserto, lo que nos indica que la actividad se debe
Unicamente a la proteina recombinante deseada. Dicha actividad se observd en varias bandas
entre 60 y 95 kDa, lo que podria ser el resultado de degradacion. En condiciones normales, la
proteina nativa producida por E. faecalis muestra degradacion; pero lo que no se sabe es si se
trata de autodegradacion y/o si interviene el sistema proteolitico de la cepa productora. Pese a
€s0, se sigue observando con un peso molecular mayor al esperado de acuerdo al tamafio del
geny se observé una banda de actividad con el peso observado para la cepa de E. faecalis (95
kDa). Béliveau y colaboradores (1991) se presentaron ante un problema similar, ya que al tratar
de clonar y expresar la misma proteina (AtlA) en E. coli, observaban bandas de actividad entre
130y 70 kDa. La banda de 130 kDa no sufrié alteraciones cuando le dieron un tratamiento con
altas concentraciones de agente reductor (DTT 10%), descartando una asociacion mediante
puentes disulfuro. Por lo que el aumento de peso lo explicaron por una dimerizacién covalente,
la cual puede ocurrir in vitro por la exposicion a agentes quimicos.

Se monitored el crecimiento de la cepa sin y con inductor mediante la densidad éptica a 600
nm y se observo un menor crecimiento en el cultivo inducido (Figura 47). Esto puede deberse a
que, como se trata de una enzima litica, algunas células se estén lisando por su accién y
liberen su contenido al exterior, por lo que se decidié probar si el sobrenadante de la
fermentacion presentaba actividad litica. Se probaron ademas, la fraccion citosolica y los restos
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celulares. Tanto el sobrenadante como el citosol se concentraron de dos formas: liofilizando y
precipitando con TCA al 10%. Se observé actividad litica en todas las fracciones, excepto al
precipitar con TCA. Es posible que haya resultado ser un tratamiento muy agresivo que les hizo
perder completamente la actividad. Como el sobrenadante presenté actividad, se decidio
trabajar con esta fraccion debido a que es méas sencillo de tratar y no hay que realizar otros
pasos como la sonicacién de las células.
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Figura 46. Zimograma de la proteina total celular de P72 con y sin inductor a diferentes tiempos.
Marcador de peso molecular (1). Sin inducir (2), con inductor a 1 h (3), 3 h (4), 5 h (5). Gel de
poliacrilamida 10% con M. lysodeikticus.

En resumen, las mejores condiciones para la expresion de P72 recombinante y con las que se
decidié6 trabajar para el resto de las determinaciones son: 1 mM de IPTG, 5 h de fermentacion,
medio extracelular, concentrado por liofilizacion y dializado con una membrana de 50 kDa de
tamafio de corte.

Se realiz6 un ensayo de Western Blot con anticuerpos Anti-His para identificar a la proteina
recombinante con el tallo de histidinas; sin embargo, no se observé ninguna banda positiva.
Esto pudiera deberse a que se haya cortado la cola de histidinas de la proteina, lo que dificulta
su purificacion. Otra razén podria ser que el plegamiento de la proteina se haga con la cola de
histidinas hacia el interior y que no se encuentre expuesta a los anticuerpos. Para descartar
esto, se tratd a la proteina con urea 6 M y SDS para tratar de desnaturalizarla lo mas posible,
pero los resultados fueron los mismos. Al carecer del tallo de histidinas, no fue posible purificar
la proteina mediante una columna de afinidad con Ni** 0 Co*". Pese a no haber realizado una
purificacién mayor, se decidié trabajar con el extracto crudo para la caracterizacion.
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Figura 47. Cinética de crecimiento de la cepa productora de P72 con y sin inductor (1 mM de IPTG).

8.10 Comparacion de las proteinas recombinantes con las nativas

Se llevé a cabo una electroforesis en gel de poliacrilamida de las proteinas recombinantes (P54
y P72) y el extracto semipurificado extracelular donde se encuentran las proteinas nativas con
actividad litica con el fin de poder comparar su peso en un mismo gel (Figura 48). Las proteinas
recombinantes se observan con pesos moleculares menores que la proteina mas grande del
patron de bandas del extracto nativo, aunque esta diferencia no es tan grande. Se puede
pensar que en las proteinas nativas hay alguna modificacion que hace que incrementen su
peso o que el corrimiento en la electroforesis no sea el adecuado. Ademas, las propias
proteinas recombinantes se observan con un peso mayor al esperado de acuerdo al tamafio

del gen clonado.

Figura 48. Comparacién de las proteinas recombinantes con las nativas. Extracto extracelular de E.
faecalis | semipurificado (1). Proteina recombinante P54 (2). Proteina recombinante P72 (3). Gel de

poliacrilamida 10% con M. lysodeikticus.
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8.11 Caracterizacion de las proteinas recombinantes

Ambas proteinas se pudieron expresar activas en E. coli; sin embargo, P72 no present6 el tallo
de histidinas que facilitaria la purificacién y la Gnica proteina que se pudo purificar fue la P54.
Por tal razon, la caracterizacion se llevdé a cabo tanto para los extractos crudos de ambas
proteinas, como para P54 purificada.

8.11.1 Especificidad por sustrato
8.11.1.1 Actividad de muramidasa

La actividad de muramidasa se evalu6 tanto para los extractos crudos concentrados, como
para P54 pura. Sin embargo, ninguna de las muestras analizadas presentd este tipo de
actividad, al no haber un decaimiento en la densidad optica de la suspensién de M.
lysodeikticus. Los resultados se muestran en la Figura 49. La densidad Optica se monitored
durante 10 minutos sin observarse ningun decaimiento en la densidad 6ptica. Ademas, la
microplaca se dejé incubando 24 h a 37°C sin observar cambios.
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Figura 49. Cinética de la actividad de muramidasa. Control positivo: lisozima (62667 U).
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En el analisis de las secuencias, ambas proteinas presentan dominios cataliticos con actividad
de glucosaminidasa y no de muramidasa, por lo que se podian esperar resultados negativos
para esta prueba. Sin embargo, el sustrato empleado en los zimogramas es el mismo
microorganismo y en ellos se pueden observar claramente las bandas de actividad. Esto puede
deberse a la sensibilidad del método, ya que puede detectarse actividad de enzimas en
ordenes de nanogramos. Los zimogramas con células de Micrococcus spp. son ampliamente
utilizados para la deteccion de actividad de peptidoglucano hidrolasas, sin importar el sitio de
corte, ya que la pared celular de estos microorganismos es muy sensible al no haber alto grado
de entrecruzamiento en el peptidoglucano.

8.11.1.2 Actividad de glucosaminidasa

Las dos proteinas en estudio poseen dominios cataliticos con actividad de glucosaminidasa
tedricos, por lo que se esperaba obtener resultados positivos en esta prueba. Se analizaron los
extractos crudos de ambas proteinas y P54 pura. No fue posible detectar la actividad de
glucosaminidasa para P72, mientras que para P54, tanto el extracto crudo como la enzima
pura, mostraron resultados positivos. Los resultados se muestran en la Tabla 24.

Tabla 24. Purificacion de P54 y medicién de la actividad de glucosaminidasa.

Paso de Actividad total Proteina total Actividad Veces de Rendimiento
purificacién (8)) (mg) especifica (U/mg) purificacién (%)
Sobrenadante 177 8.58 20.6 1 100
ultrafiltrado
Protino Ni-TED 56 0.84 66.7 3.23 31.63

8.11.1.3 Actividad de endopeptidasa

Se evalud la actividad de endopeptidasa para los extractos crudos concentrados y P54 pura.
Sin embargo, ninguna de las muestras analizadas presentd este tipo de actividad, ya que no
fueron capaces de hidrolizar ninguno de los péptidos empleados como sustrato (datos no
mostrados).

No fue posible detectar ningun tipo de actividad por métodos espectrofotométricos para P72.
Esto pudiera deberse a que se haya degradado parcialmente y que haya disminuido su
actividad. Esto es posible, ya que tampoco hubo reaccion con los anticuerpos contra histidinas,
por lo que pudiera faltarle uno o mas dominios de unién a peptidoglucano. Sin embargo, se
pudo observar actividad mediante zimografia debido a la sensibilidad del método.

8.11.2 Temperatura 6ptima

El ensayo para determinar la temperatura 6ptima de actividad se realizé Unicamente para P54
pura mediante la medicion de la actividad de glucosaminidasa. Los resultados se muestran en
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la Tabla 25 y en la Figura 50. Puede observarse que la actividad se increment6 al aumentar la
temperatura, mostrando la maxima actividad a 50°C. Adicionalmente se utilizd6 un blanco de
reaccion con el sustrato pero sin enzima para descartar que hubiera una influencia de la
temperatura en la hidrolisis.

Tabla 25. Determinacién de temperatura de actividad 6ptima.

Temperatura (°C) Actividad (U/mg de proteina) | Porcentaje de actividad maxima
4 23.3 34.92
20 29.7 44.47
29 33.0 49.54
37 37.9 56.82
45 61.4 92.01
50 66.7 100.00

La mayoria de las glucosaminidasas presentan su actividad 6ptima a temperaturas entre 30 y
40°C (Tsfasman et al., 2000; Saito et al., 2012), sobretodo de bacterias acido lacticas, como la
enzima Mur de Lactobacillus delbrueckii que tiene una actividad 6ptima entre 30 y 40°C (Vasala
et al., 1995). Sin embargo, hay reportes de enzimas liticas de organismos termotolerantes que
presentan su actividad 6ptima incluso a 70°C (Amutha et al., 1998) y se sabe que los
enterococos pueden crecer a 45°C e incluso resistir temperaturas de 62.5°C durante 30 min
(Giraffa, 2003), por lo que la enzima puede presentar su actividad 6ptima a 50°C.
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Figura 50. Gréfico de temperatura de actividad 6ptima de la proteina P54 recombinante (actividad de
glucosaminidasa, sustrato: 4-nitrofenil N-acetil-3-D-glucosaminido, tiempo: 30 min).
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8.11.3 Estabilidad a tratamientos térmicos

Se evalué la estabilidad de las proteinas recombinantes a tratamientos a diferentes
temperaturas y tiempos. Los extractos crudos de ambas proteinas fueron sometidos a
tratamientos de 37, 50, 60, 70, 80 y 90°C, durante 30 y 60 min. La actividad fue observada
mediante zimogramas contra M. lysodiekticus. P54 mostré gran estabilidad, ya que mantuvo la
actividad intacta a 90° durante 30 min; aun durante 60 min conservé actividad (Figura 51 y
Tabla 26). P72 mantuvo la actividad similar al control sin tratamiento térmico incluso a 70°C
durante 30 min (Tabla 27).

Sin embargo, al realizar el ensayo espectrofotométrico, P54 pierde el 99% de la actividad tras
un tratamiento a 50°C durante 1h (Figura 52). Esta diferencia en la termorresistencia observada
entre los zimogramas y la mediciéon de la actividad puede deberse a que, después de la
electroforesis, el gel se incuba en una solucion renaturalizante y permite que la proteina
recobre su conformacion original y su actividad. Por el contrario, en el ensayo
espectrofotométrico, tras el tratamiento térmico, es posible que se desnaturalicen las proteinas
y no hay un paso de renaturalizacion.

Con base en los resultados espectrofotométricos, la proteina P54 mostrd poca estabilidad a la
temperatura comparada con otras PGHs que, con tratamientos a 60°C durante 30 minutos,
mantienen hasta el 50% de la actividad; éstas son consideradas termorresistentes (Zhong et
al., 2011; Schmelcher et al., 2012; Son et al., 2012).
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Figura 51. Estabilidad de P54 a diferentes temperaturas. Marcador de peso molecular (1), control sin
tratamiento térmico (2), 37°C: 30 min (3), 60 min (4); 50°C: 30 min (5), 60 min (6); 60°C: 30 min (7), 60
min (8); 70°C: 30 min (9), 60 min (10); 80°C: 30 min (11), 60 min (12); 90°C: 30 min (13), 60 min (14). Gel
de poliacrilamida 10% con M. lysodeikticus.

75



Tabla 27. Estabilidad de P54 a diferentes temperaturas.

Temperatura (°C) ‘ Tiempo (min) | Actividad
Control +++
30 +++
37
60 +++
30 +++
50
60 +++
30 +++
60
60 +++
30 +++
70
60 +++
30 +++
80
60 ++
30 ++
90
60 +

+++ mayor actividad, + menor actividad

Tabla 28. Estabilidad de P72 a diferentes temperaturas.

Temperatura (°C) ‘ Tiempo (min) | Actividad
Control +++
30 +++
37
60 4+
30 +++
50
60 +++
30 4+
60
60 +++
30 +++
70
60 ++
30 ++
80
60
30 +
90
60

+++ mayor actividad, + menor actividad
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Figura 52. Gréfico de resistencia a tratamientos térmicos de la proteina P54 recombinante (actividad de
glucosaminidasa, sustrato: 4-nitrofenil N-acetil-3-D-glucosaminido, tiempo: 30 min).

8.11.4 Actividad a diferentes valores de pH

Se determiné la influencia del pH sobre la actividad de las proteinas mediante zimogramas
contra M. lysodeicticus y por espectrofotometria. El rango de pH evaluado fue de 4 a 8; para los
zimogramas se evaluo durante la renaturalizacién y para la medicion de la actividad se modificd
el pH durante la reaccion.

P54 presento6 la mayor actividad litica a pH 7, seguido de pH 6. El pH al que se present6 la
menor actividad fue 4 (Figuras 53, 54 y Tabla 29). Se obtuvieron resultados similares en ambos
ensayos. Pese a que el pH de la fermentacion de E. faecalis en el momento de la obtencion de
las enzimas se encuentra entre 4 y 5, su actividad Gptima no es en estos valores.

P72 present6 la mayor actividad a pH 6, seguido de pH 7 y 8, siendo menores las actividades a
pH 4 y 5 (Figura 55 y Tabla 30). Eckert et al. (2006) reportan que la maxima actividad de esta
enzima se presenta a pH 7, seguido de 6, 8 y 9. Aunque la actividad 6ptima se observé a un pH
diferente, los resultados son similares en cuanto a que el mejor rango va de 6 a 8 (hasta 9 en lo
reportado por Eckert) y que el pH mas bajo si afecta a la actividad. Al contrario de lo que se
pudiera pensar, considerando que en condiciones nativas, la fermentaciéon de E. faecalis
disminuye el pH del medio hasta 4.5. Es posible que P72 (o AtlA) esté involucrada en el
recambio o la insercion de subunidades de peptidoglucano a la pared celular durante el
crecimiento (fase exponencial) mas que en la autolisis y la muerte, actuando en etapas
tempranas del crecimiento cuando el pH no ha disminuido tanto.
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Figura 53. Actividad a diferentes valores de pH de P54. Marcador de peso molecular (1), pH: 4 (2), 5 (3),
6 (4), 7 (5) y 8 (6). Gel de poliacrilamida 10% con M. lysodeikticus.

Tabla 29. Actividad a diferentes valores de pH de P54.

pH Actividad
4 +
5 ++
6 +++
7 +++
8 ++

+++ mayor actividad, + menor actividad
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Figura 54. Gréfico de pH de actividad 6ptima de P54 (actividad de glucosaminidasa, sustrato: 4-nitrofenil
N-acetil-B-D-glucosaminido, tiempo: 30 min).
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Hay varios reportes de peptidoglucano hidrolasas con un comportamiento similar a diferentes
valores de pH, en el que la mayor actividad se presenta a pH’s neutros y se mantiene a pH’s
basicos, pero que disminuye drasticamente a pH’s acidos, como la Cagy de Helicobacter pylori
cuyo pH de actividad optima es de 6 (Zhong et al., 2011) o la CHAPx de Staphylococcus
aureus que presenta la mayor actividad entre pH 6 y 11, disminuyendo por debajo de 5 (Fenton
et al., 2011). Aunque también existen reportes de PGHs que tienen su actividad 6ptima a pH
neutro o ligeramente acido y disminuye por arriba de 7.5 u 8 (Schmelcher et al., 2012).
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Figura 55. Actividad a diferentes valores de pH de P72. Marcador de peso molecular (1), pH: 4 (2), 5 (3),
6 (4), 7 (5) y 8 (6). Gel de poliacrilamida 10% con M. lysodeikticus.

Tabla 30. Actividad a diferentes valores de pH de P54.

pH Actividad
4 +
5 ++
6 ++++
7 +++
8 +++

++++ mayor actividad, + menor actividad
8.11.5 Influencia de la fuerza idnica

Las actividades liticas de las dos enzimas fueron determinadas mediante zimogramas
agregando diferentes concentraciones de NaCl al amortiguador de renaturalizacion y para P54
pura mediante medicion de actividad de glucosaminidasa, afiadiendo distintas concentraciones
de NaCl a la mezcla de reaccion. Ambas enzimas mostraron una mejor renaturalizacion en
ausencia de NaCl y al aumentar la fuerza ionica la actividad fue disminuyendo gradualmente,
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manteniéndola aun a 500 mM de NaCl. Ninguna de las dos se pudo renaturalizar a una

concentracion de 1 M (Figuras 56 y 57).
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Figura 56. Influencia de la fuerza iénica (NaCl) sobre P54. Marcador de peso molecular (1), control sin

NacCl (2), 1 mM (3), 10 mM (4), 50 mM (5), 100 mM (6), 200 mM (7), 300 mM (8), 500 mM (9), 1 M (10).
Gel de poliacrilamida 10% con M. lysodeikticus.
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Figura 57. Influencia de la fuerza iénica (NaCl) sobre la proteina 72. Marcador de peso molecular (1),

control sin NaCl (2), 1 mM (3), 10 mM (4), 50 mM (5), 100 mM (6), 200 mM (7), 300 mM (8), 500 mM (9),
1 M (10). Gel de poliacrilamida 10% con M. lysodeikticus.

Sin embargo, mediante espectrofotometria se pudo observar que P54 purificada mantuvo mas
del 90% de la actividad a 500 mM de NaCl e incluso 86% a 1 M (Figura 58), por lo que la fuerza
i6nica no tiene gran influencia. Esto es importante para determinar si estas enzimas pueden
encontrarse activas en el queso, que posee por encima del 5% de NaCl, equivalente a 1 M.

La diferencia en la actividad que se presenté entre los zimogramas y los ensayos
espectrofotométricos se puede deber a que en zimogramas se observa el efecto de la fuerza
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ionica sobre la renaturalizacion de las proteinas y en el ensayo espectrofotométrico se observa
sobre la desnaturalizacion de las mismas.

Existen reportes de peptidoglucano hidrolasas que presentan su maxima actividad en ausencia
de NaCl, como la endopeptidasa CwlK de Bacillus subtillis (Fukushima et al., 2007). Sin
embargo, también hay enzimas cuya actividad 6ptima se presenta en presencia de NaCl, como
la PlyV12 de bacteriéfago de Enterococcus faecalis V12, que tiene su maxima actividad en
condiciones fisiologicas, es decir, entre 130 y 150 mM de NaCl (Yoong et al., 2004). O incluso a
concentraciones mayores, entre 200 y 300 mM, como las endolisinas de fagos de Listeria
HPL118, HPL500, HPL511 y HPLP35 (Schmelcher et al., 2012), que pueden ser activas a las
condiciones de los alimentos que pueden ser contaminados por Listeria monocytogenes.
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Figura 58. Grafico de influencia de la fuerza idnica sobre P54.
8.11.6 Efecto de activadores e inhibidores

Se determiné el efecto de algunos iones metalicos como activadores o inhibidores. Existen
algunas peptidoglucano hidrolasas que requieren de la union de un ion en el dominio catalitico
para su funcionamiento. Por ejemplo, la endolisina LysB4 del bactri6fago B4 que infecta a
Bacillus cereus, que requiere de iones Zn** o Mn**. Ademas, en el andlisis de su secuencia,
LysB4 tiene tres residuos de coordinacion a zinc (His 80, Asp 87 e His 133) y el dominio de
unién a Zn?* SxHxxGxAxD (Son et al., 2012). Estos mismos sitios los posee la endolisina
Ply500 de Listeria monocytogenes (Loessner et al., 1995).

Al realizar un alineamiento de las secuencias de ambas enzimas con el dominio de union a
zinc, no fue encontrado en ninguna (analisis no mostrado). Pese a esto, es importante la
realizacion de este ensayo, ya que no se conoce nada de P54.
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Al retirar los iones metélicos con EDTA, la actividad se vio incrementada en 27% con respecto
al control sin tratamiento. Al adicionarle un ion monovalente como el K*, no se observéd ningdn
efecto. Sin embargo, al adicionar iones divalentes, la actividad disminuyé aun mas que la del
control, observandose la disminucién mas drastica para el Zn** (Figura 59).
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Figura 59. Grafico del efecto de inhibidores y activadores sobre P54.

Este comportamiento no es comun, ya que la mayoria de las enzimas de este tipo, al
secuestrar los iones, la actividad disminuye o se mantiene constante y se puede recuperar al
adicionar iones (Mikoulinskaia et al., 2009, Schmelcher et al., 2012). En el caso de P54, el
comportamiento es al revés, los iones divalentes disminuyen la actividad. Existen reportes de
otras PGH que pierden actividad en presencia de iones divalentes, como la lisina CHAP de
Staphylococcus aureus (Donovan et al., 2006; Fenton et al., 2011).

Para P72 no fue posible realizar este ensayo debido a que no presentd actividad por métodos
espectrofotométricos. Tampoco fue posible realizar la prueba por zimografia, ya que existe
influencia de los activadores e inhibidores directamente sobre el gel, cambiando el grado de
hidratacion y el tamafio, lo que sesga la interpretacion de los resultados
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9 Conclusiones

Se determind, mediante la secuenciacion parcial del gen ADNr 16S, la identidad de la cepa de
estudio, la cual es Enterococcus faecalis.

La banda con actividad de peptidoglucano hidrolasa, observada a 95 kDa, posiblemente esta
formada por dos proteinas independientes que migran juntas en una electroforesis en una y
dos dimensiones. Un analisis del genoma de Enterococcus faecalis revela que se trata de dos
proteinas independientes. Sin embargo, no se descarta aln la posibilidad de que se trate de
una proteina nueva.

Los genes de estudio son del mismo tamafio y poseen la misma secuencia que los genes
reportados en la base de datos. No poseen secuencias adicionales que ocasionen que las
proteinas tengan un peso molecular mayor.

No fue posible desglicosilar a las proteinas enzimaticamente. Ademas, las proteinas
recombinantes mostraron actividad sin estar glicosiladas. Por lo que, probablemente, las
proteinas no se encuentran glicosiladas.

Se pudo clonar y expresar activa P54, aunque se observa con un peso molecular de 75 kDa.
Es una proteina nueva no reportada previamente. No necesita glicosilacion para ser activa. Su
maxima actividad se presentdé a pH 7 y no presenta termorresistencia, aunque se puede
renaturalizar tras tratamientos de 90°C durante 30 min. Es mas activa en ausencia de NacCl,
aunque la fuerza i6nica no presenta gran influencia. Presenta su mayor actividad en ausencia
de cationes divalentes, siendo el Zn** el que mas la disminuye.

Se pudo expresar P72 con actividad, observandose tres bandas entre 76 y 95 kDa. También se
observé que no necesita glicosilacion para ser activa. Mostré su actividad maxima apH 6y 7,
gue coincide con lo reportado previamente (Eckert et al., 2006). Se puede renaturalizar
después de un tratamiento de 70°C por 30 min. Es mas activa en ausencia de NaCl, aunque
continla activa a una concentracion de 500 mM.
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10 Anexos
10.1 Anexo 1. Secuencias del ARNr 16S para la identificacién de la cepa en estudio.

Secuencia obtenida con el cebador AGC 338F:

GNNCATNGNATGGANGAGTCTGACCGAGCACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTT
GTTAGAGAAGAACAAGGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTAC
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATCAATCGGCTCTAATCGGGGGGAGCAAACGGGATTAGACACCCTGGTAGTCCCC
GCCGGACCCGAGAACTGCTAACTTTGGAGGGTTGCCGCCCTTCACTGCTGGCTCAATGCATTAGGCACTCCGC
CGGGGAACTCCCAACGCAAGGTGAAAACTCATTCGAAAACACCTCAACCCGCCCAAGGGATGATCTTTGGGAGT
GGGCTCCAACCATAGCGAGGAATCCTACCCTGCCTTGACATCCTGTTCCCACGCTCTATATCGAGGCCCACCCC
CGAGGACACATCAACAGATTGCGGTTGGGTACCGTCATAGCACGCCTATTTAGAAATTTGAGCTTTTGCCATGGT
CTCCCTTCCTTGGGCATTCCCGGGATTTTTTTGTTCTCCCCTGCCGAGAGTGCAGCTGACAACCCGACAACGTG
GGACTAACTCCATTCACCGCTCCCAGTATGGCGAAATAGCAAACTGATGTGTGGGTGGTGGCCTTCGTT

Secuencia que obtenida con el cebador B518R:

NNANTNNNTNNTGGTTGAATNCGTCAGGGGAAGTTCAGTTACTAACGTNCTTGTTCTTCTCAAAACAGAGTTTTA
CGATCCGAAAACCTTCTTCACTCACGCGGCGTTGCTCGGTCAGACTTTCGTCCATTGCCGAAGATTCCCTACTG
CTGCTCCCGTAGGAGTAGAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAG
AAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTAT
CTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCGGGTGACTGGAACCCGGGGAGCGGTTGATCCTGGGGGCCTTT
CGAAGGAACACCGAAACCTTACGCGGTCTTGACCCCTTGATCCTCGCTAGATATAAGAGTCCCCCTCCGAGACC
AAATGGCTGGTGGTGCTTGGGCGTCGGCAGCTCGGGGCGATAGATGGTTTGGTTAAGTCCCCCCACGAACTTC
ACCCTTATTGGGAGTTGCCGATGATCTTGATTCGCACTCCTGCCAGACTGGCAGCGACAAACCGGAGGAACGC
GGGGACTACATCACATCCTCGCGCCCTAGCAATGAAGAATAAAAAAAAAAC

Secuencia obtenida con el cebador Pedio2:644:

NNNNNNNNNNTAGTCTGATGTGAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGC
AGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGC
GGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC
CACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACT
CCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCAT
GTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTT
CCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCC
GCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTTAGTTGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTGACAAACC
GGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGCTTGGGGGGCAATACNAAAGAAGCGGCGCCA
TTAATCCCGACGGGGGGTGGTGGTTTACGCGCTTTGTGACTGGCTACACTTTGCCAGCGACCTATCGCACACTC
CTTTTCGCTTTCTTTACATATACAATTCACGACACGTTCACCATGCTTTCACCATCAAGCTCAAAATCGGGGGCTC
CACTTTAGGGATCCGAATTAAATGCTGTTACTGGCACCTCGATCACCAAAAACTTGATTAGGTGTGATGGTTCAC
ATCATCGGGCCCTCGACCTAATAAACGGTTTTTCGCCCTTTGAAGTAGAAGTCCACCTTCCATAA
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Secuencia obtenida con el cebador FirR:1244:

NNNNNGCNNNTCNCCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCGCTAGAGTGCCCAACTAAATGATGGCAACTAA
CAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACC
TGTCACTTTGTCCCCGAAGGGAAAGCTCTATCTCTAGAGTGGTCAAAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTC
GCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGC
GGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTTGCTGCAGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACTTAG
CACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGAGCCTCAGCGTC
AGTTACAGACCAGAGAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATATCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAA
TTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTCTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACAT
CAGACTTAAGAAACCGCCTGCGCTCGCTTTACGCAAAAAATAAATAANTTCAA
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