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RESUMEN

La evolucién molecular acelerada consiste en imitar en el laboratorio e}
algoritmo evolutivo de variacion y seleccion, empleado en la naturaleza. Esta
estrategia, que ha permitido crear nuevas caracteristicas enzimaticas antes
inalcanzabies por métodos convencionales de disefio racional, as ser
combinada con analisis estructurales permiti¢ recrear la evolucion divergente
en dos enzimas de la biosintesis del triptdéfano.

Las superfamilias agrupan proteinas que poseen bajo porcentaje de
identidad a nivel de secuencia pero elevadas congruencias estructurales. En
el caso de la superfamilia de las hidrolasas dependientes de metai, éstas
poseen un plegamiento de barril o/f y catalizan una variedad de reacciones
de hidrolisis de amidas, ureas y fosfotriésteres, empleando iones metalicos
en sus sitio activo. Dentro de esta superfamilia se encuentran, entre otras, la
fosfotriesterasa de Pseudomonas diminuta, 1a adenosina deaminasa de Mus
musculus y |la ureasa de Klebsiella a'erogenes.

La fosfotriesterasa (PTE) fue aislada de las bacterias de vida libre
Pseudomonas diminuta y Flavobacterium sp (ATCC 27551) encontradas en
suelos contaminados con insecticidas organofosforados. Esta enzima es
capaz de hidrolizar diversos compuestos organofosforados empleados como
pesticidas, gases nerviosos o agentes de guerra quimica. Entre estos
compuestos se distingue el paraoxdn (dietil p-nitrofenil fosfato), ya que es
hidrelizado con una eficiencia cercana at limite impuesto por ta difusion
(kcat/Km = 5 x 10’ M"'s™!) a pesar de que fue sintetizado por primera vez
hace menos de 50 anos.

Se han encontrado proteinas homologas a la PTE en Escherichia coli
(ePHP) y en humanos (hPTER) carentes de actividad de fosfotriesterasa.
Estas proteinas comparten 28% vy 27% de identidad respectivamente en sy
secuencia con la PTE (31% entre ambas). A pesar de esta baja identidad,

existe tan solo una desviacion rms de 1.7 & entre la mayor parte de los carbonos




alfa de la PTE y la ePHP, Las regiones que presentan una mavyor desviacion son ias asas
que unen el extremo carboxilo de fas p-plegadas con las a-hélices que las proceden.

El objetivo del presente trabajo es conferir actividad de fosfotriesterasa
a la ePHP y a la hPTER, mediante la estrategia de disefio racional/evolucién
acelerada, propuesta por Altamirano y colaboradores (2000a). En la primera
parte del trabajo, se realizd un analisis de las estructuras de la PTE, ePHP y
hPTER, del cual se determiné que en las asas p7 o7 {P1) y 8 a8 (P2) de ia
PTE se encuentran la mayoria de los residuos directamente involucrados en
la unién del sustrato. Estas regiones se transfirieron de la PTE a la ePHP y Ia
hPTER, generando asi los hibridos ePHP(PTE) y hPTER(PTE).

Un factor importante en jos experimentos de evolucién acelerada es el
constar con un método de seleccidn que permite identificar las clonas con la
actividad de interés. Por ello, se estudiaron algunos posibles sistemas de
seleccion para la actividad de fosfotriesterasa, de los cuales se obtuvo un
sistema de tamizado in vivo que permite encontrar mutantes hasta 10° veces
mengs activas que la PTE. Ademas, en colaboracion con el equipo de trabajo
de Griffiths y Twafik, se logré montar el sistema Genescis (Griffiths y Twafik,
1998) para la seleccion in vitro de fosfotriesterasas.

Los hibridos ePHP(PTE) y hPTER(PTE) se sometieron al tamizado in
vivo, pero no se les reqistrd actividad alguna, por lo que su eficiencia
catalitica debe de ser por lo menos 10° veces menor a la PTE.

Como parte de la estrategia de evolucion acelerada, se disefiaron
oligonucledtidos degenerados con el fin de crear una biblioteca con 1a
diversidad dirigida en las asas P1 y P2. Se siguieron diferentes estrategias de
recombinacion in vitro para crear las bibliotecas con diversidad dirigida, sin
embargo, por ninguna de ellas fue posible la construccion de dichas
bibliotecas. Aun cuando el objetivo general del trabajo no se cumplio
cabalmente, se lograron avances importantes en el establecimiento de los

sistemas de seleccidn y construccion de los hibridos ePHP(PTE) y
hPTER(PTE),




Capitulo I: Introduccion

A mediados del siglo XIX Charles Darwin propuso que el principal mecanismo
de evolucion es la seleccidn natural (Darwin, 1859). Aun cuando Darwin
admitié tener una profunda ignorancia sobre las leyes de la variacidn,
comprendid que un cambio evolutivo es un proceso de dos etapas
complementarias: la produccion de variacién y el tamizado de ésta mediante
la seleccion natural (Mayr, 1991).

La primera base sédlida sobre la naturaleza de 1a variacion y su vinculo
con el proceso evolutivo se debio a la conciliacion de la idea de evolucion por
seleccién natural con la genética Mendeliana (redescubierta medio siglo
después de la publicacion de £/ Origen de las Especies). Esta sintesis,
producto de! trabajo independiente de R. A. Fisher, J. B. 5. Haldane y S.
Wright, dio origen a /a teoria sintética de la evolucion o neo-Darwinismo
(Ridley, 1996). El conocimiento subsecuente de las bases moleculares de la
genética, representado por el modelo de Watson y Crick sobre ia estructura
basica del DNA, ha permitido comprender a fondo el origen de 1a variacidn
enunciada en un principio por Darwin.

‘ Actuaimente, el panorama de la evolucion molecular se entiende en el
contexto de /a teoria de evolucién por seleccion natural complementada por
la teoria neutral de la evolucion propuesta por Kimura (1968) y King y Jukes
(1969). A pesar de que estas dos teorias constituyen un paradigma solido
para comprender la evolucidén a nivel molecular, no son suficientes para
entender cabalmente los mecanismos evolutivos presentes en la naturaleza
(Ohta, 2000).

Evolucion molecular acelerada

Las enzimas modernas, cuyas caracteristicas son el resultado de millones de
afos de evolucidn, constituyen un exquisito ejemplo del poder del algoritmo
evolutivo empleado en la naturaleza.




Parte de esta extraordinaria adaptacion a nivel molecular puede verse
en el amplio espectro de temperaturas optimas (de 0° C a mas de 90° C) en
las cuales las enzimas modernas trabajan (Jaenicke y Bdhm, 1998; Feelery
Gerday, 1997). Algunas de estas enzimas son capaces de sobrepasar
barreras de energia libre de mas de 24 kcal/mol y de acelerar reacciones
hasta en 17 drdenes de magnitud (Griffiths y Tawfik, 2000). Dado que estas
caracteristicas han dependido de una contingencia historica de deriva génica
y de adaptacion a presiones de seleccion en un ambiente celular (también
restringido en el caso de los metazoarios a la sobrevivencia del organismo),
las enzimas naturales rara vez pueden ser empleadas directamente con
fines comerciales. Debido a esto, el redisefio de las enzimas modernas, mas
que fa creacién de enzimas de novo, ha sido ia estrategia principal para
poder emplear estos biocatalizadores con fines biotecnoldgicos.

La modificacién racional de enzimas mediante el empleo de informacion
estructural ha tenido cierto éxito en el redisefio de enzimas (Shao y Arnold,
1996; Hellinga 1997; Hellinga 1998, Bassil et a/, 1997). Sin embargo, esta
estrategia requiere de una gran cantidad de informacion - a menudo no
disponible - y de un elevado poder computacional para procesarla. En
general, el problema de traducir la informacidn estructural en actividad
bioldgica por medio de disefios racicnales es, en la actuatidad, casi
insuperable (Griffiths y Tawfik, 2000).

En los ditimos afios, el disefio combinatorio ha surgido como una
poderosa alternativa al disefo racional {Arnoid, 1998a; Kauffman y
Ellington, 1999). Esta metodologia, conocida como evolucion acelerada o
evolucién dirigida, emula in vitro e! algoritmo genético de variacion y
seleccion. Las técnicas de evolucidn in vitro permiten construir bibliotecas de
hasta 10'° genes y de buscar en ellas, por medio de un sistema de seleccion
o tamizado, alguna caracteristica determinada. A diferencia de la seleccion
natural donde multiples fuerzas ambientales determinan la direccion de la
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seleccion son mas especificas, por fo que es posible crear rapidamente
variantes con caracteristicas especializadas (Patter et a/, 1997).

La domesticacién de proteinas mediante la evolucion dirigida permite
(1) la creacién de variantes de proteinas naturales, que son respuestas
instructivas a determinados retos bioquimicos y ambientates; (2) revelar
algunos de los mecanismos que se encuentren en la evolucion molecular en
la naturaleza; (3) resoiver preqguntas sobre ia compleja relacién que existe
entre la estructura y la funcion de las proteinas; y (4) explorar funciones de
enzimas que nunca han sido requeridas en el ambiente natural, de las cuales
los procesos moleculares son relativamente desconocidos (Arnold, 2000).

Empleando la evolucidn dirigida en la modificacién de enzimas ha sido
posible obtener mayor actividad en condiciones extremas de temperatura,
pH, en presencia de solventes organicos 0 agentes alquilantes, mayor
afinidad por compuestos no hallados en la naturaleza, refinamiento en la
enantioselectividad y modificacién de algunas caracteristicas generales que
posean los genes parentales (Tobin et a/, 2000).

Varias revisiones se han publicado recientemente (Arnold 1998; Giver
vy Arnold, 1998b; Harayama, 1998; Minshull y Stemmer, 1999, Steipe, 1999;
Tobin et a/, 2000), incluyendo aqueilos enfocados a la evolucion de
biocatalizadores y quimica de procesos (Arnold y Volvok, 1997; Bornscheuer,
1998; Kuchner y Arnold, 1997; Marrs et a/, 1999), terapia génica (Encell et
al, 1999; Stemmer y Soong, 1999) y farmaceuticos y vacunas (Patten et a/,
1997).

Generacidn de variacion

La variacién en las poblaciones con reproduccién asexual, en un ambiente
favorable, se debe generaimente a mutaciones puntuales producto de
errores en ia replicacion. Por otro lado, en poblaciones con reproduccion
sexual, la recombinacion es la fuente principal de diversidad molecular. La
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ocasion durante {a historia evolutiva: existe recombinacién en algunos virus
(Kuwata et a/, 1997), en células procariontes (Habber, 1999) y en el sistema
inmune de vertebrados (Tonegawa, 1983; Reynaud et al/, 1999).

La generacion de variacién mediante recombinacién permite un
proceso de adaptacion y evolucién mucho mas eficiente si Se ie compara con
aquel dependiente de mutaciones aleatorias (Crameri et &/, 1998). Esto se
debe a que ta recombinacidn permite el intercambio de informacidn
previamente seleccionada, y la eliminacién del “ruido” producto de la
acumulacién de mutaciones neutrales (o casi neutrales) cuya accién conjunta
es deletérea para la funcién (Miiller, 1964),

En experimentos de evolucidn dirigida, se han empleadec técnicas que
imitan in vitro la mutagénesis aleatoria y la recombinacién homéloga.
Ejemplos de las técnicas que imitan los mecanismos detrds de la creacién de
variacién en organismos de reproduccién asexual son la PCR mutagénica,
que emplea polimerasas con baja fidelidad para introducir mutaciones
puntuales al azar en cada ciclo de amplificacién (Cadwell v Joyce, 1992); la
mutagénesis dirigida repetitiva (Reidhaar-Olson et af, 1991); y la
mutagénesis quimica

El beneficio de la recombinacion, el cual justifica “el costo ecoldgico
doble del sexo” ! (Laurence, 1996; West et a/, 1999), puede ser imitado in
vitro mediante las técnicas de barajeo de genes (Stemmer, 1994a; Stemmer
1994b) o la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) StEP (Staggered
Extension Process; Zhao et a/, 1998).

! “a] costo doble del sexo” hace referencia a que oraanismos con repraduccian asexual potencialmente
aportan el doble de descendencia en comparacion cen aquellas con reproduccion sexual.
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Barajeo de genes

En 1994, Stemmer introdujo el método de barajec de genes (DNA shuffling)
0 PCR sexual para la formacion de genes recombinantes (Stemmer, 1994a;
Stemmer 1994b) a partir de un juego de genes originales (figura 1). En el
primer paso de este método, una poblacion de genes (fig. 1a) son
fragmentados al azar. Esto produce fragmentos de varios tamafios (fig. 1b)
que, después de la desnaturalizacién se hibridizan formado una mezcla
homogénea de fragmentos excedentes en 5"y 3 (fig. 1c). Empleando la
PCR, estos fragmentos se extienden en el extremo 5’ , dejando el 3’ intacto,
aumentando el tamafio promedio de fragmento en cada ciclo de la reaccion
(fig. 1d). Los genes ensamblados son posteriormente amplificados
empleando cebadores que reconocen los extremos del gen (fig. 1e). La
recombinacién ocurre cuando fragmentos derivados de una secuencia

original sirven como cebadores de otra diferente,
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Figura 1. Recombinacién homéloga in vitro mediante
barajeo de genes o PCR sexual,

13




En esta técnica el numero de genes originales puede variar, a diferencia de la
recombinacion natural donde siempre son un par. De hecho, se ha
observado que emplear varios genes originales permite combinar una mayor
cantidad de mutaciones benéficas en un solo gen {Crameri et a/, 1999). Por
otro lado, cuando se emplea en el barajeo de genes una sola secuencia
original, solamente se introducen mutaciones aleatorias debido la reaccién de
la polimerasa. Sin embargo, y a diferencia de la PCR mutagénica que no
permite amplificar fragmentos mayores a 1 kb, el barajec de genes puede
ser aplicado a secuencias mayores a 1 kb {Caldwell y Joyce, 1992).

PCR StEP

Otro método que permite la recombinacién homaologa in vitro es la StEP PCR
(Zhao et af, 1998). La PCR StEP esta basada en un reaccién ordinaria de PCR
pero con tiempos de empalme y extensidon muy cortos (figura 2).

pa—
—— 3
{a) —y ]— Gorers par et slow
Producciin do segrment
1era. PCR 5 l por extensién :on tierno: cortas
) 5 —
|
Desnstur sizecion
(c) ‘l/ ¥ ontrecrursmiento
de cebadores

- | ; |

A
@ ¢
A 2da. PCR Amplificacidn de los
genes recombinedos
— = = — N ién de = ]
(0) =N —— genas parontsles o) —m———-
—n e ] = — ]
O —] — m;_; —r——
— — — N = — -]
[ ——  —— — =]
———
e ——

Figura 2. Recombinacidén génica mediante la PCR StEP
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Los ciclos cortos terminan prematuramente la extension de los cebadores
(fig. 2b), produciendo segmentos truncados que se empaiman al azar con los
genes originales en el siguiente ciclo {fig. 2c}, creando asi secuencias
recombinantes (fig. e}. Después de la eliminacién de los genes originales, se
emplea una segunda reaccién de PCR para la amplificacién de ios genes
recombinantes.

Este método ofrece la ventaja sobre el barajeo de genes en que no
hay necesidad de digerir ni reensamblar lgs genes, procedimiento gque a
menudo presenta dificultades técnicas. Las condiciones dptimas dependen de
la composicion de las bases y del grado de recombinacion deseado.

Diversidad dirigida in vitro

La evolucion molecular acelerada esta lejos de ser la panacea de la ingenieria
de proteinas, ya que ésta depende, entre otros factores, de la disponibilidad
de un sistema de seleccion - o tamizado - eficiente. Debido a esto, se ha
propuesto una estrategia combinada de disefio racional y evolucién dirigida
que enfoca la busqueda de la actividad deseada (Altamirano et a/, 2000).
Dicha estrategia consiste en restringir el espacio de busqueda de la evolucién
dirigida empleando la informacion estructural disponible, y determinando que
regiones en la estructura terciaria de las proteinas han sido conservadas a 1o
largo de la evolucidn. Esta constriccion se complementa con el uso de
oligonucledtidos degenerados (Reidhaar-Olson et a/, 1991) en el barajeo de
genes (Crameri et a/, 1996; Altamirano et a/, 2000), aumentando la
diversidad de la librerias en sitios especificos.

En cierta medida, el disefio racional imprime direccidén en la variacion,
contribuyendo asi a una mavor especificidad y direccionalidad en el proceso
evolutivo in vitro. En general, no se acepta que exista dicha direccionalidad
en la variacion en la naturaleza, ya que se cree que el origen de la variacion
genética es independiente del medio (Lenski y Mittler, 1993; Jablonka et a/,
1998).
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Sistemas de seleccién

El factor limitante en los experimentos de evolucién dirigida es el contar con
un método de seleccion que permita aisiar, de la biblioteca generada por los
métodos de variacién, el gen cuyo producto polipeptidico tenga las
caracteristicas requeridas. Buena parte del éxito que ha tenido 1a evolucidn
dirigida en el disefio de proteinas se debe a los sistemas se seleccion
empieados.

Los métodos de seleccion permiten expresar la carga genotipica en
términos fenotipicos; es decir, asocian a los genes con sus productos
polipeptidicos. Esta unién debe ser compartimentalizada, es decir, debe
existir una relacién biunivoca entre el gen y su producto polipeptidico. Una
clasificacidn general de los sistemas de seleccion depende de si dicha
compartimentacién se lleva a cabo in vivo o in vitro.

Los sistemas clasicos de seleccion /in vivo consisten en la clonacion de
las bibliotecas en un organismo hospedero donde se complementa una
funcidn que el organismo no posea, neutralizacidon de una sustancia tdxica
para el organismo, o proveyendo una sustancia esencial para el crecimiento.
Los métodos de seleccion /in vivo estdn restringidos por (1) la eficiencia de la
clonacién (10%-10%); (2) dado que la reaccién se lleva dentro de un
organismo, se restringe el espectro de reaccicnes, de sustratos, ¢ bien la
propiedad que se busca existe previamente en el ambiente celular ¢ la célula
encuentra vias aiternativas para generar el fenotipo seleccionado (por
ejemplo, incrementado sobreexpresion). Una clase especial de “seleccion” es
el tamizado /n vivo, donde clonas individuales son seleccionadas a mano (@
por medio de un robot) para después ser sometidas a un ensayo de
actividad. En generai por este método pueden examinarse entre 102y 10°
variantes (Griffiths y Tawfik, 1998).
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Libreria de genes

sustrato |
6
Gen que codifica
pary {a actividad emul sién agua
deseada en aceite l

Producto”

Griffiths y Tawfik (1998). Mat Biotechnol, 16:652-656,

Figura 3. Seleccidn de genes por compartimentacion in vitro (Genescis}

La compartimentacidn in vitro esta representada por el sistema
Genescis {figura 3; Griffiths y Tawfik, 1998) en el cual (1) una mezcla de
transcripcion/traduccién in vitro que contenga una biblioteca de genes unidos
covalentemente al sustrato se dispersa en una emuision agua/aceite {donde
generalmente queda un gen por compartimento); (2) los genes se
transcriben y traducen dentro del compartimento acuoso; (3) las proteinas
con actividad convierten el sustrato a producto, el cual queda unido al gen;
(4) la emulsién se rompe, se detiene la reaccion, y la fase acuosa se une
combinando los genes unidos al producto los cuales pueden ser amplificados,
caracterizados (5) o recompartimentalizados para selecciones sucesivas (6).

En e! presente trabajo se estudiaron tres posibles sistemas seleccidgn:
una seleccion in vivo, un tamizado /n vivo y una seleccion in vitro por el
método de Genescis. La descripcion detallada de estos métodos se encuentra

mas adelante, en el capitulo Il y V.
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La superfamilia de hidrolasas dependientes de metal

Debido a la existencia de un niumero limitado de plegamientos de proteinas
en la naturaleza (Dorit et a/ 1990; Chotia, 1992; Orengo et al, 1994) se ha
propuesto que su reuso, mediante el reclutamiento de genes (adquisicion de
nuevas funciones en genes preexistentes) debid simplificar el proceso de
evolucién del metabolismo (Babbit y Gerlt, 1997).

Evidencia que apoya esta suposicién es la existencia de enzimas con
promiscuidad catalitica (Jeffery, 1999), las cuales podrian ser parte de un
proceso incipiente de divergencia evolutiva {O'Brien y Herschlag, 1999).
Como parte de este mecanismo de reclutamiento enzimatico, se ha
propuesto que es el mecanismo catalitico y no {a especificidad de sustrato la
que ha dictado I3 evolucidon de nuevas actividades enzimaticas (Petsko et a/,
1993; Babbit y Gerlt, 1998). Reflejo de este proceso de evolucion
divergente es la posibilidad de clasificar en superfamilias a las proteinas: los
miembros de una superfamilia comparten un mismo plegamiento y
mecanismo catalitico, pero emplean diferentes sustratos (Babbit y Gerlt,
1997). A pesar del alto grado de similitud estructural, las enzimas dentro de
una superfamilia pueden compartir tan solo el 10% en estructura primaria.

Los miembros de la superfamitia de las hidrolasas dependientes de
metal o amidohidrolasas catalizan una variedad de reacciones de hidrdlisis
utilizando amidas, ureas, fosfotriésteres y triazinas (Holm y Sander, 1993,
Sadowsky et a/, 1998). Los miembros estructuralmente caracterizados son la
ureasa (Jabri et a/, 1995), la fosfotriesterasa (Benning et a/, 1995), la
proteina homoioga a la fosfotriesterasa de Escherichia coli (Buchbinder et af,
1998) y la adenosina deaminasa (Wilson y Quiocho, 1993). Estas enzimas
poseen una estructura de barriles o/p (figura 4; Murzin et a/, 1995),
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Fosfotriesterasa (Pseudomonas diminuia)

Yanhooke et af (1596). Biochemistry, 35:6020~5

Proteina Homologa a la , _
Eosfotriesterasa (Eschanchia coli)

Buchbinder et af {1998). Biochemistry, 37:5056-106.

Adenosina deaminasa (Mus musculus)

Wilson y Quiocho (1993). 8rochemistry, 43:1689-1694,

Figura 4. Dos vistas de las estructuras cristalograficas de algunos miembros de Ia

synerfamilia de lag hidrolasacg danendientes de metal. Imananes genaradag nor Racmg! 2.7
== e i e ekt ==D. 2B eS Gt TEe TS per NG Vs .
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Alineamientos estructurales y de secuencia revelan que los miembros de esta
superfamilia comparten la secuencia consenso HXH*¥*H*H*D (donde x
representa cualquier aminecécido y * fragmentos de tamario variable), la cual
describe una region del sitio activo donde uno o dos iones metélicos se unen
a la estructura sirviendo como cofactores. La ureasa contiene un centro
binuclear de Ni**, tanto la fosfotriesterasa (PTE) corno la proteina homéloga
en £. Cofi (ePHP) poseen un centro binuclear de Zn* y la adenosina
deaminasa contiene un centro mononuclear de Zn?*. En la ureasay la
fosfotriesterasa un lisina carbamilada sirve como puente de los iones
metdlicos en el centro binuclear, mientras en la ePHP posee o un acido
aspartico o glutdmico como unidn entre ambos iones. Los miembros de esta
superfamifia que todavia no se encuentran caracterizados estructuratmente
como AMP desaminasa, dihidroorotasa, alantoinasa, arildialquil-fosfatasa, N-
isopropilamelida isopropilamino hidrotasa, la proteina homologa a ia
fosfotriesterasa en humanos, y algunas otras, poseen conservado el residuo
aspartico o glutdmico que emplea la ePHP en el centro bimetalico (Holm y
Sander 1993; Sodowsky et al, 2000).

La fosfotriesterasa (PTE)
Ei gen que codifica para la fosfotriesterasa (PTE), llamado opd o pte, fue
aislado de dos plasmidos diferentes de Pseudomonas diminuta MG y de
Flavebacterium sp. {ATCC 27551) (Mulbry et a/, 1986; Harper et a/, 1988). El
gen opd, que contiene un péptido lider para exportacién al periplasma de 39
residuos, ha sido clonado, secuenciado (McDaniel et af, 1988; Mulbry y
Karns, 1989) e introducido en varios organismos como paosibles medios de
sobreexpresion (Dumas et a/, 1989; Phillips et al, 1990, Dave et a/ 1994),

La PTE activa es un homodimero cuyos mondémeros, de 339 residuos y
35,000 Da de peso, presentan una estructura de barril o/f distorsionada
formada por ocho B-plegadas rodeada por nueve o-hélices (Benning et a,

1994; Benning et a/ 1995; Vanhooke et af, 1996) (figura 4} (McDaniel et a/,
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1988; Muilbry y Karns, 1989). La estabilidad total del homodimero nativo en
relacion con los monomeros desnaturalizados (_Gr) fue estimada en 40
kcal/mol {la mayor reportada para una proteina dimérica) y una Tm de 75
°C (Grimsley et al, 1997).

La fosfotriesterasa (E.C. 8.1.3.1) es capaz de hidrolizar diversos
compuestos organofosforados (figura 5a) como el paration y paraoxon
(empleados como insecticidas; Caldwell et a/, 1991), sarin, soman, tabun,
agente XV (gases nerviosos y agentes de guerra quimica; Dumas et a/,
1990; Kolakowski et al, 1997} y andlogos de CWA (Dumas et al 1989;
Hoskin et a/, 1995). La toxicidad de un compuesto organofosforado depende
de la reactividad de su centro fosforil, el cual puede unirse e inactivar

colinesterasas y otras enzimas (Shafferman et al, 1996).

(a) o4 X =0,F,C,5
RO=-P=X R'= grupo alqull
]
OR'

[8)

o]

\-o-;-o-@m, >‘°‘€'“F DFP

®) o 0 o

J Paraoxsn A %‘0","": Sarin [axt0’]
Oy

o o
u
-p- -0-P-5-CH o
P-¢  Soman HC=0-P 1 Acefato
A CHy NH
A
D) Sioud: et & (1999). Chem Bwod Int, 199:211-22:

Figura 5. (a) Esquema general de [a hidrdlisis de un compuesto organofosforado y
(b) eficiencia catalitica de algunos sustratos de la PTE(Zn?*).

KeqrMm (M T 1)

Las eficiencias cataliticas (kcat/Km) de la PTE nativa para esta familia
de compuestos varian en oche ordenes de magnitud (figura 5Sb), siendo los
extremos el fosfotriéster paraoxon (dietil p-nitrofenil fosfato; kcat/Km = 5 x
107 M s} y el fosfonotiolato acetato (kcat/Km = 2 x 10 M s°!). Esta
promiscuidad catalitica hace de la PTE un candidato prometedor para el

tratamiento a exposicion con compuestos organofosforados.
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En presencia de ia PTE ta hidrolisis de paraoxdn se acelera en un factor
de 10" (kcat/kuncat). Los valores de la kcat y la kcat/Km para esta reaccion
son 10° sy 4 x 107 M! 57 respectivamente (Dumas et a/, 1989; Omburo et
al, 1992). La elevada eficiencia catalitica para la hidrélisis de paraoxén
catalizada por la fosfotriesterasa se encuentra cerca de la constante de
reconocimiento bimolecular controlada por difusién (10% -10°M™ s7!) (Fersht,
1985a). Mas aun, la correlacion de Brensted y experimentos que muestran la
dependencia de la reaccidn con la viscosidad del solvente refuerzan la idea
que el proceso de difusion, mas que el proceso quimico de la hidroélisis del
eniace, es el factor limitante en la hidrdlisis de paraoxdén por la
fosfotriesterasa (Caldwell et af, 1991).

Fersht (1985b) sugiri¢ que, tanto una kcat/Km elevada como una Km
mayor que la concentracion fisioldgica del sustrato, pueden ser empleados
como criterios para juzgar si una enzima ha evolucionado su taza maxima de
catalisis. Tomando estos parametros, Fersht concluye que tanto la
triosafosfato isomerasa (TIM) como la anhidrasa carbonica han alcanzado
dicho maximo, lo cual se logré - y se ha mantenido — a través de millones de
afos de mutacién y seleccién.

La sintesis del paraoxén y otros fosfotriésteres empleados como
insecticidas fue reportada por primera vez en 1950 (Schrader, 1950) y el gen
opd fue identificado en 1988 (McDaniel et a/, 1988; Mulbry v Karns, 1989),
lo gque limita 40 afios - tal vez menos, Munnecke, et af 1974 - al tiempo
requerido para la evolucion del reconocimiento del paraoxdny un
mecanismo para su hidrotisis. Muy probablemente, la enzima que dio origen
a la PTE era una hidrolasa en la bacteria cuya promiscuidad catalitica
permitié la seleccién de la hidrélisis de paraoxén, sustrato por el cual tenia
cierta afinidad (Scanlan y Reid, 1995; Q'Brien y Herschlag, 1999).

La fosfotriesterasa de Pseudomonas diminuta y Flavobacterium sp,
ambas bacterias de vida libre de suelo (Spiers et af, 2000; Jooste y Hugo,
1555) podria replantear cuaies son ius tiempos requeridos para ia evolucién
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molecular de conocerse la estructura y funcion de la enzima que le dio

origen.

Mecanismo catalitico y sitio de unién al sustrato en la PTE
Actualmente, las estructuras cristalograficas obtenidas de la fosfotriesterasa
son la apoenzima (1PTA?; Benning et a/, 1994), la PTE-Cd?*/Cd?* 3 con el
sitio activo ocupado por un analogo del paragxén, el dietil 4-
metilbenzilfosfonato (EBP) (1PSC; Benning et a/, 1995), la PTE-Zn?*/Zn**
también en presencia de EBP (1DPM; Vanhooke et a/, 1996), la PTE-Zn2+II
en complejo con el inhibidor diisopropil-metil-fosfonato, andlogo de gas
nervioso sarin, (1E22) y con el inhibidor trietil-fosfato (1EYW; Benning et a/,
2000).

Las estructuras tridimensionales han mostrado que, aun cuando
existen algunas diferencias entre la geometria del centro de metales de la
PTE-Zn?*/Zn?* y la PTE-Cd?*/Cd**, el metal mas enterrado en la estructura
se encuentra ligado a los residuos H55, H57 y D301, mientras que el metal
mas expuesto se encuentra coordinado a la H201, la H230 vy a dos moléculas
de agua. Dos ligandos unen ambos iones entre si, el carbamato formado por
la carboxilacién del grupo amino e de la K169 y una molécula de oxigeno en
la forma de un ion hidrogeno (recuadro de la figura 6; Benning et af, 1995;
Zhan et al, 1999).

Debido a la ausencia de interacciones electrostdticas directas entre el
inhibidor y la proteina en el sitio activo, asi como su orientacioén con respecto
al ion mas expuesto - a 3.5 A de distancia - y experimentos con
compuestos organofosforados con centros quirales (Lewis et a/, 1988), se ha
propuesto que el mecanismo catalitico es un proceso tipo Sv2 donde una
molécula de agua, activada por centro bimetalico, ataca el centro fosforil del

2 cédigo del archivo en el Protein Data Bank, {Berman, 2000},
* Holoenegima con dos dtomas Ca** en centro bimetdlico.
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sustrato. Como resultado de esto hay un desplazamiento con una inversion

en la configuracidn estereoquimica del grupo saliente (figura 6).

Hong y Raushel {1996), Biocherustry, 35:10904~12.

Figura 6. Mecanismo c¢atalitico propuesto para el hidrdlisis de paraoxén. En el recuadro se
muestra la estructura cristalogrdafica de! centro bimetalico de la PTE (Vanhooke et af, 1996).

A partir de la estructura tridimensional de ai PTE-zZn?*/Zn?* se
propuso que la orientacion de los sustratos en el sitio de unidén - netamente
hidrofébico - se debe a tres subcavidades diferentes (figura 7). El subsitio
del brazo pro-R es predominantemente determinado por los residuos G60,
1106, L303 y S308. €l subsitio del brazo pro-S, se forma por las cadenas
laterales de H254, H257, L271 y M317, mientras que los residuos localizados
alrededor de la subcavidad del grupo metiibenzii son W131, F132, F306 y
Y309.
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Figura 7. Regiones del sitio de unién al sustrato de la PTE.

Proteinas homdélogas a la PTE

Actualmente se conocen proteinas homoélogas a la fosfotriesterasa en Rattus
norvegicus {Davies et al, 1997), Mus musculus (Hou et al/, 1996),
Mycoplasma pneumoniae (Himmelreich et al, 1996; Dandekar et al, 2000),
Deinococcus radiodurans (White et al, 1999), Escherichia coli (Scanlan y
Reid, 1995; Buchbinder, 1998), Mycobacterium tuberculosis (Cole et af,
1998; Philipp et al, 1996); Homo sapiens (Alimova-Kost et af, 1998) y
Nocardiodes simplex (Muibry, 2000). En general, la fosfotriesterasa
bacteriana comparte entre el 27-30% de identidad en la secuencia primaria
con sus proteinas homdlogas.

En el caso de la proteina homologa a la PTE de Escherichia coli (ePHP)
ésta comparte 28% de identidad y 66% de semejanza en la estructura
primaria con Ia fosfotriesterasa (Scanlan y Reid, 1995). A diferencia del gen
opd que se encontrd en dos plasmidos diferentes, la localizacion del gen que
codifica para la ePHP {ephp) se encontrd en el cromosoma de Escherichia
coli. La ePHP (fig. 4) ha sido sometida a ensayos de actividad de esterasa,
aminopeptidasa, sulfatasa, fosfatasa, anhidrasa carbdnica, fosfodiesterasa y

fosfotriesterasa {(con p-nitrofenil acetato, L-alanina nitroanilida, p-nitrofenil
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sulfato, bis(p-nitrofenil) fosfato, paraoxén y p-nitrofenil fosfato) y en
ningin caso presenté actividad (Buchbinder, 1998).

Empleando cDNA del gen de la proteina homéloga a la fosfotriesterasa
de rata (rpr-1) como sonda de hibridizacion in situ (Davis et af, 1997), se
aislé un gen (Alimova-Kost et a/, 1998) cuyo producto polipeptidico poseia
27% de identidad con la PTE y 31% con la ePHP. A esta proteina se le llamo
proteina relacionada a la fosfotriesterasa de humano o hPTER, de la cual no

se posee informacion cristalografica.

PTE vs. ePHP

Una de las caracteristicas distintivas de |a familia de la fosfotriesterasa - que
incluye la PTE vy la ePHP - es la distorsion eliptica que presenta el barril o/
y la hélice 09 que cubre la regién N° del barril. De hecho existe una
congruencia estructural entre ambas proteinas, la cual queda al descubierto
al empalmar sus estructuras terciarias.

Pejando fuera las regiones de las asas 1 al (residuos 17 - 32 en la
ePHP), B5 o5 (160-164), p7a7(213-217), 3 08 (242-256) la raiz de |2
desviacién cuadratica media (rms) entre los atomos de la cadena principal de
PTE y ePHP es de 1.7 A. Mas aln, dentro de las regiones consideradas
dentro del empalme, las estructuras con mayor desviacion son el asa p4 a4
con una desviacién rms de 2.4 A, el asa p6 o6 (185-193) con una desviacién
rms de 3.5 &, 1a hélice «8 con una desviacion de 2.1 Ay el asa que une las
hélices «B con la a9 {Buchbinder et &/, 1998). Como se observa en este
analisis cuantitativo, la mayor diferencia entre las estructuras de la PTE v la
ePHP estd precisamente en las asas de la regiéon C’ terminal de! barril.

Al comparar cualitativamente las o-hélices que forman el barril y los
centros de metales de la PTE y la ePHP empleando el programa en linea
ProModII {Peitsch 1995; Peitsch 1996, Peitsch v Guex, 19973, Peitsch y Guex
1997b), se puede apreciar hasta que punto son semejantes estas regiones
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en ambas proteinas (figura 12 a y b). La Unica diferencia conspicua se
presenta entre el empleo de la lisina carbamilada (K169) para unir el par
metdélico en PTE a diferencia del glutamico (E125) que cumple la misma
funcion en la ePHP. A pesar de esta diferencia, la estructura de la cadena
principal justifica la iongitud de la cadena lateral de la lisina o del glutdmico
permitiendo asi que el par de metales se encuentren en la misma posicion.

(a)

ad

(b) W 188/238

Wise/238

H13e/201

D 391/243
H158/201

D 181/243 @
x1e4
Kiew #14/57
€123
w1273 W 12/33
H 14737

Figura 12. Empalmes de las estructuras terciarias de 1a PTE y ePHP. (a) Se
muestran cuan semejante resultan el armazdn de las hélices a que rodean al barril. (b) Mas
importante aun es el sobrelape casi perfecto de los centros metalicos de ambas proteinas.
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Capitulo II: Antecedentes

Evolucidn dirigida en barriles o/p

El arquetipo que los barriles «/p consiste al menos de 200 residuocs formando
ocho B-plegadas rodeadas y conectadas entre si y por a-hélices. El
plegamiento en forma de barril o/p es el segundo patrén estructural con
mayor abundancia presente en los organismos celulares (Wolf et al, 1999) vy
se encuentra en 46 diferentes funciones enzimaticas, abarcando cinco de las
seis clases de enzimas, incluso es empleado en funciones no enzimaticas
(Todd et a/, 1999). La versatilidad de plegamiento de barril o/ radica en ia
relativa polarizacion entre el sjtio de unidn al sustrato y el andamiaje
catalitico (Branden, 1991; Branden y Tooze, 1999),

Altamirano vy colaboradores {2000a) propusieron una estrategia general
que combina el diseiio racional y la evolucidn dirigida para disefiar nuevas
actividades cataliticas en el andamio de los barriles o/f: la combinacion entre
las asas de union especifica a sustrato y el barril que incluye el mecanismo
catalitico (disefio racional), posteriormente acoplado a recombinacion y
seleccion. Siguiendo esta estrategia fue posible conferir la actividad de la
fosforibosil antranilato isomerasa (PRAI) a la estructura de la indoi-2-
glicerol-fosfato sintasa (IGPS). Esto se logré combinando el sitio de unién al
sustrato de la PRAI con el andamio catalitico de la IGPS. Esta nueva enzima
(ivPRAI) tiene propiedades cataliticas similares a la PRAI natural pero una
mayor constate de especificidad.

En Escherichia colfi, 1a PRAI y Ia IGPS forman un complejo covalente
que cataliza dos pasos consecutivos en la ruta metabdlica de biosintesis del
triptdéfano (Kirschner et a/, 1987). Estas enzimas, con una identidad en |a
estructura primaria del 22%, comparten un ligando comun: el producto de
la PRAI y sustrato de la IGPS (carboxifinilamino-1'-deoxirbulosa-5"-fosfato o
CdRP). A pesar de tener sustrato en comun la IGPS no isomeriza el
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fosforibosil-antranilato y la PRAI no cataliza la formacion del anillo indoi en el
CdRP. Este modelo de sustrato comun pero diferente actividad enzimatica
representa una excelente prueba para la hipdtesis de conservacion del
andamio en la evolucién divergente de barriles o/p.

Clasificacion general de {os barriles o/

La actividad catalitica y la especificidad de sustrato son caracteristicas
funcionaies de tas enzimas. Sus determinantes estructurales pueden ser
independientes, lo que confiere una ventaja evolutiva a la enzima, ya que la
activacion puede ser modificada sin comprometer la especificidad de sustrato
y viceversa {Todd et a/, 1999). La especificidad hacia un sustrato es
directamente determinante de la naturaieza de los residuos de union a este,
par (o que |a evolucidon del reconocimiento de sustratos ha modificado los
sitios de unién. Un caso clasico de esta especializacion estructural puede
verse en las enzimas con plegamiento de barril o/p.

Altamirano y Fersht (20006) notaron que el dominio de los barriles o/p
puede ser clasificado dentro de dos grandes grupos de acuerdo a la
arquitectura de las asas del extremo carboxilo. Las asas de la regién C’
terminal, segin los autores, pueden clasificarse en tres grupos: asas tipo
tapa (Blal, P6ab), cuerpo (B2a2, pdud, f7a7, BBa8) y comodin (B3a3,
BSas). La diferencia principal entre la IGPS y la PRAI reside en tres
elementos estructurales: las asas flol y B6ab y |a extensién que precede a
la primer hebra beta del barril. Precisamente estas tres estructuras forman
una “tapa” - por eso el nombre de dichas asas - sobre el sitio catalitico,
cubriéndolo total o parcialmente del solvente. La Clase 1, representada por la
PRAI, (1) carece de una extension en el extremo N’ terminal o tiene un
segmento muy corto (de 4 o 5 residuos) generaimente acompaifiado de una
asa flal corta; (2) el asa p6ab es rica en glicinas con los arreglos GXXGXG,

r

GX, DGXX(G/T/S)G 0 GXXG. La Clase II (IGPS) en cambic posee (1) una
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extension en la regidén N’ terminal entre 20-70 residuos; (2) una asa plal de
15-20 residuas; (3) y ausencia de glicinas en el asa péa6. A diferencia de
las asas “tapa” quienes principalmente determinan el mecanismo catalitico,
las asas tipo cuerpo - llamadas asi porque se encuentran cerca del cuerpo
del barril - son el componente principal de unidn al sustrato. Las asas
“comodin” pueden estar involucradas tanto en la unién de sustratos o en el
mecanismo catalitico. Esta clasificacion de las proteinas con estructura de
barriles o/ muestra hasta qué grado puede ser llevada por la evolucion
natural la especializacion intraenzimatica. Especializacién estructural que
puede ser aprovechada en el disefio y redisefio de nuevas actividades

cataliticas in vitro.

Hipotesis
Dada (1) la relativa independencia estructural y funcional de las asas del
extremo carboxilo en las estructuras de barril o/B; (2) la gran congruencia
estructural entre los barriles de 1a PTE y de las PHP *; asi como (3) la
presencia de un sitio activo casi idéntico en estas proteinas, pero (4) con un
sitio de union al sustrato diferente (responsabie de la carencia de actividad
de fosfotriesterasa en las PHP); entonces sera posible conferir dicha
actividad a fas PHP cambiando las asas responsables de la union al sustrato
en la PTE por sus homdlogas en {as PHP.

Si el recambio de dichas asas no es suficiente para la aparicién de
actividad en las PHP, entonces se generaran bibliotecas mediante variacion
dirigida, cuyas clonas positivas seran seleccionadas para su posterior

recombinacion in vitro.

* Proteinas homologas a la fosfotriesterasa: ePHP o hPTER.
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Objetivo general

El presente trabajo pretende extender a la superfamilia de las hidrolasas
dependientes de meta!, la estrategia de disefio racicnal/evolucidn dirigida
(figura 8), propuesta por Altamirano y colaboradores (2000a) para la
transferencia de actividades enzimaticas. Con ello se pretende probar que es
posible conferir actividad de fosfotriesterasa a las PHP, proteinas que no
unen ni al sustrato (paraoxon) ni a los productos (p-nitrofenol y dietil-
fosfato) de la reaccion de hidrolisis catalizada por la PTE, mediante dicha
estrategia. Con ello probar que dicha estrategia también puede ser empleada

en proteinas que no compartan ligando alguno.

Objetivos particulares

Conforme al esquema general propuesto para el presente trabajo (figura 8),
los objetivos particulares seran (1) |a creacidn de los hibridos PHP(PTE) con
el cambio de las asas responsables de la union al sustrato en la PTE por sus
homdlogas en las PHP; (2) montar un sistema de seleccion y tamizado que
permita seleccionar o detectar actividad de fosfotriesterasa; (3) generar
bibliotecas inteligentes, cuya diversidad se encuentre restringida al sitio de

union al sustrato.
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Figura 8. Esquema general del trabajo
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Capitulo III: Resultados

Determinacion del tipo de asas

Fosfotriesterasa

De acuerdo con lo propuesto por Altamirano y Fersht (2000b), se
observa que los residuos involucrados en el mecanismo catalitico - aquellos
gque unen a los iones metalicos a la estructura - se encuentran en asas tipo
tapa (Blal y 6ab6) y comodin (BSaS), con la salvedad que dos se encuentran
en asas tipo cuerpo (B4 od, B8 a8) (Tabla I}). Ya que estos residuos estan
localizados en los extremos N* de sus respectivas asas puede interpretarse
como si éstos se encontraran embebidos en ta estructura del barril (figura
9a).

Por otro lado, los residuos involucrados directamente con la unién al
sustrato se localizan en las asas tipo cuerpo (2 a2, B7 o7, B8 «8) y comodin
(f3 3) (figura 9b y Tabla I). En la figura 10 se muestra en detalle una
imagen estereografica de las asas P1 y p2 y el sitio activo (a) y su
tocalizacion en |a secuencia primaria de la proteina {b}.

En la figura 10b también se muestran las tres caracteristicas que hacen
pertenecer a la fosfotriesterasa a la Clase II - al igual que ia ePHP y 1a hPTER
como se verd mas adelante - de la clasificacion propuesta por Altamirano y
Fersht: (1) la extensién en la region N’, (2) asa prominente Bl al y (3)

ausencia del patrén de glicinas en el asa p6 ob.
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{a)

(b)

Asa 53 - a8 Asa §7 -al

& -

A P1)
BN

! >

Figura 9. (a) Residuos involucrados en la union de los iones metalicos que actian como
scidos de Lewis en el mecanismo catalitico de la fosfotriesterasa. (b) Dos vistas laterales de
ta fosfotriesterasa con detalle en el sitio activo y su distribucidn en las asas que unen la p7
con laas{asa P1) y laps con la a8 (asa P2).
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Asa P2 Asa P1

@ Bl s

(b) nu:’;vnspnzsncvnnx;ﬁssmsmnrvcmngmic
L . ht B2 e a3 |
VIITEEVS TYDL CRIVS LLAXVSRAADVETGALTGIAE D PLImLASVERLTQrrLd  Residuos de

ad $5a unidn a;

&
EIQYCIEDTCIRAGLAGE TTEATPT CRWLIAABAS IATCY SUETRIAASQIDGE 0 01 oo
clS_ ’_.6 L3 ab ﬁ_l '
OOAAIFESEGL 9P SRVEIGRSDDTDDLEYLTALAA RG YLICLDRIPRSATGLEDMASASA * metales
ASAR7 - al
. a? B2 .4 am [ _
LLCIRSWUTRALL ZRALIDOG YMK] ILVSNDWL ECPS STVTNIMDVMDRYVY PDGHAT T

a8 a9 ASA RS - o8
LIV IFFLRIRCVPQEVLAGI TVIMPARFLSPTLR.

Figura 10. (a) Detalle de del sitio de unidn al sustrato de la PTE. No se muestran las
estructuras completas de las asas 2 a2 y Bl u3d. ni el centro bimolecular. (b) Secuencia de la
PTE, donde se observan las posiciones de las a-hélices y estructuras g que forman el barril y

la localizacién de los residuos que unen a los iones metalicos y al sustrato. Se muestran
también, Ias tres caracteristicas de la Clase II de los barriles o/ff: (1) extremo N’ terminal de
17 residuos , (2)prominente asa B1 ol y (3} ausencia de los patrones de Gly en el asa 6 ab.

Tabla I. Distribucién de residuos del centro bimolecular
y de reconocimiento del sustrato.

ASAS Clasificacion unién metales Unidn sustrato en Unién sustrato

_(PTE/ePHP/hPTER) la PTE en la ePHP!

Pl el Tapa HM55/12/26 L19, 117
HS7/14/28
Bla2 Cuerpo 1106
B3c3  Comodin w131, F132 Y84, D86
B od Cuerpo K169/E125/E169
B5a5  Comedin H201//158/201 F161
f}6 a6 Tapa H230/186/230 L189
B7 a7 Cuerpo H257, L271 K213, Y216
B3 o8 Cuerpo 0301/243/298 303, F306, 5308, H245, R246, T245
Y309, M317

1.- No se ronoce custrats algunc para la ePHP, pero se han propuesto que estos residucs
uni s

estdn involucrados en la ustrato por su posicidn cerca del sitio activo.
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Proteina homaloga a fosfotriesterasa en Escherichia coli (ePHP)

Al analizar 1a Unica estructura cristalografica disponible de la ePHP
(1BF6; Buchbinder et al/, 1998) puede observarse la especializacién
estructural caracteristica de los barriles a/B. Al igual que la PTE, la ePHP
posee un centro bimetalico que une dos iones por monoémero (figura 11),
aunque a diferencia de la primera, que puede admitir Cd?*, Co?*, Ni** 0 Mg**
sin pérdida de actividad (Hong y Raushel, 1996), la ePHP une en su
estructura con mayor afinidad iones Zn?**. Los residuos involucrados en la
union del ion mas embebido en la estructura son H12, H14 y D243,
mientras que el ion mas expuesto se coordina con los residuos H158 y
H186. Ambos icnes se unen entre si por medio de una moiécula de agua y el
residuo E125.

(a) ® WY al
SYDP TGTELANEMLHE ID LSGC FEMNKRVDC RLDG YAFI COXMIDLATR
H18 H158
Bz ez By, 3
D243 TR TN FYMGRNAO FHIDVMOETC GYYUDAF PP THV AT RSVOKLAGERVD
L~ B ot R,
EIEQCIDCTE LIRAG SEGKITPLEKRVY IAAALAHEOICH TSI TS FSTHGL
Hi12 a3 P—?A L) af Pl._ L)
EQLALLIAHCVD LS IUTUCHCD LEDN LONI LRNIDL CAYSIDI ICKN S
E125 o B2 . av o a8
His YYPDEERIAMLEALED NG LLNMRLEMN T T RASHLKANGG YCYDYLLY 17 TMOLRGS
a9
GF SOADYIVMLRERY SUTF] a Union de matales

¢ Posible unidn al sustrato

Figura 11. (a) Detalle del centro bimetalico de la ePHP y {b) localizacion en la primaria de
la ePHP, donde se observa las posiciones de las a-hélices y estructuras $ que forman el barril
y la localizacion de ios residuos que unen a los iones metalicos y aquellos posiblemente
relacionados con la unién al sustrato. Se muestran también dos de las tres caracteristicas
de 1a Clase II de los barriles o/f: (1) una prominente asa Bl al y (2) ausencia de los
patrones de glicinas en el asa 6 ab.

Como se menciond anteriormente no se conoce sustrato para la ePHP, por io
que los residuos involucrados en el sitio activo solo pueden inferirse por su
cercania al sitio activo. Algunos de estos posibles residuos son L18, 117,
Y84, D86, F161, 1189, Y216, K213, T245, H249, y R246 (figura 11b), los
cuales se encuentran localizados en las asas cuerpo (B2 o2, 7 a7,B8 a8)y en

una asa comodin (B3 a3) (Tabla I). La ePHP presenta la asa Bt al vy la
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ausencia de los patrones de glicinas en el asa f6 a6 caracteristicas de la clase
1I de barrites o/, aun cuando no presenta extension en el extremo amino
(figura 11b).

Proteina homologa a la fosfotriesterasa de humano {(hPTER).

A la fecha, no esta reportada ninguna estructura cristalografica de la
hPTER; sin embargo, es posible detectar algunas caracteristicas relevantes
para este trabajo empleando programas de prediccion estructural. Usando
como molde la ePHP, se obtuvo una estructura tridimensional aproximada de
la hPTER (figura 13a) usando el programa en linea ProModII. También se
realizaron alineamientos estructurales de la hPTER, ePHP y PTE (figura 13b),
empleando el mismo programa, donde destaca la conservaciéon de los

residuos del centro metalico.
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() b
ePHP L Mmoo FDPT- ~GYTRAAEALHIDLE -~ —mm oo o oo cm e

PTE 30 SIGTGDRINTVRGPITISEAGFTLTHEHICESIAG-=--n = --——wmmmaemee
hPTER | MSSLSGKVOTVLGLVEFSKLGRTLTHEHLAMTFDCCYCPP PPCGEATSKEPIVMRRLYVT
B a2

al
ePHP 21 ---GFKENVDCRLDQY-AFICQENNDLNTRGVRIlY YNGRNAQFELDVMRET G
PTE 65 TFLRAVPEFFGSRRALA-ERAVRSG LRRARAAGYRTIVIVSTFDIGRDVSLLAEVIRAADVE
hPTER 61 QIOIAY SHKENLOLNQETEATKEELLYZKANG GGALYENTTT GISRDTQTLKRLAEETGVE
p3 a3 Ll
sPHP 77 WWACTGYYQDATFPEHVATRSYQELAQEHVDEIEQGIDGTELKAGTIAEIGHSEGKITPL
PTL 124 IWAATGLUFDP —-PLSMRLRSVEELTQFFLREI QYGIEDTGIRAGIIRNAR TG~ ~-FATPF
RPTIR 121 LINGAGRYVDATHISETRAMSVEQLTDVLMEEILHGAD GTSIKCG: C3-WPLTES
od P34 a3 _B6 ,
ePHP 137 EERVIIAAALARNQTGRPISTHTSTSTHG- LEGLALLQAHGVD LSRVINGHCDLKDN LDE
PTE 160 QELVLRAMARASLATGVPYTTHTAAS CRDGEQGAAIFESEGLSP SRYCIGHSDDTDDLYY
hPTER 180 ERKVLOATAHAQAQLGCPVIIHPGRSSRAPFOIIRILQEAGADIS L-DRTILDK
ab p7 a7
ePHP 196 -- ILREIDLGAYVGIDTICRNSYYPDE-—- ==== ==~ --— -KRIAMLHAL RDRGLLNRVE

PTE 240 -—I.T.IJ'.MRGYI-IGI:DHIPH.SAIGLIDHAEASALLGIRsmmeDdWQ
hPTER 239 KELLEFAQLGCYLEYDLFGTELLHYQLGPDIDMPDDNK-~ -~ RIRRVRLLVEEGCED
al a9

ePHP 240 LEMDITR--------- RSHLKANGGYGYDYLLTTF IPGLROSCFS QADVDVMLRENDS
PTE 298 WEMIVLFGFSSYVINIMDVMDRVNPDGMAFIPLRVIPFLREKGVPQETLAGITVTNRA
hPTER 298 WAMDIHTKTR----=—--- LMKYGGHGYSHIL TNV VPKNLLRGITENVLDKILT ENPK

PHP 289
;TE 156 g;:gp—n.m a Unién de metales
hFTER 344 QNLTTK

Figura 13. {a) Prediccion de la estructura terciaria de la hPTER empleando como molde la
ePHP. Las regiones donde no hay congruencia estructural son las asas B1 ol (no incluida en
el modeio), §7 a7 vy B8 «8. (b) Prediccion de la estructura secundaria de la hPTER y
alineamiento estructural de la PTE, ePHP y hPTER, Tanto la generacion de la estructura
terciaria como la prediccion de la estructura secundaria empleada en el alineamiento
muiltiple, se omitié el inicio de 1a hPTER debido a la extensa asa Bl al que
posee (45 reslduos).

Construccion de hibridos

Para la sustitucion de las asas B7 o7 (P1) v B8 o8 (P2) de la PTE por sus
contrapartes en la PHP, se empled el método de la PCR de traslape
(Clackson, 1991). Este consiste en ¢rear mediante una reaccion de PCR
estandar, dos fragmentos en sentidos opuestos a oligonucleétidos con al

menos una regidon complementaria y que contienen la regién a insertar, Los
38




fragmentos son purificados por gel para eliminar el gen original, y en una
segunda reaccidn de PCR estos fragmentos sirven como moldes uno del otro
para ensamblar el gen ya con {a regidn introducida (figura 15). El disefio de
los oligonucledétidos determina la regidn que se introduce y/o elimina de la
secuencia.

Dado que en el gen pte (llamado también opd) el correspondiente a las
asas P1 y P2 de la PTE son regiones demasiado grandes — 78 bases de ply
66 de p2 - para ser insertadas en un s6lo oligonucledtido (figura 14ay b),
el recambio de cada asa se realizé en dos reacciones consecutivas de PCR de
traslape. Para el disefio de los oligos necesarios para dicha técnica, las
regiones pl y p2 fueron divididas en dos partes: pla y plb para el asa p7 a7
(P1) y p2a y p2b para el asa B8 o8 {P2). Como se observa en la figura 14(b),
estas regiones comparten 25 bases (5 residuocs).

La construccion de los oligos se hizo de la siguiente forma: tanto pla
como p2a se flanquearon (por separado) en el extremo 5’ con una secuencia
de 25 bases correspondientes al extremo carboxilo de la B-plegada que
precede al asa (B7 para P1 y B8 para P2); y por el extremo 3’ con una
secuencia de 25 bases del asa correspondiente en la estructura del asa en la
PHP. Las otras regiones, plb y p2b, se flanquearon en el extremo 5’ por la
secuencia que comparten con pla y p2a respectivamente, mientras que en
el extremo 3’ por 25 bases correspondientes al extremo amino de la a-hélice
que las precede (figura 14b}.

Este arreglo de doble insercidn permite, a la vez que se insertan las
regiones pl y p2 de en php®, eliminar las regiones correspondientes de las
asas 7 a7 y P8 o8B.

3 php o hpter,
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Pie 1aPie2 Pietd Pie2b i
PRF 202 Luﬁ‘r_;awwnl: -------------- xE?ﬂnunnn ”’:‘\’ W ;ezh

PTE 240 RGYLIGLDEIPH3IAIGLEDMASABALLG IRSUQTRALL IKALIDQ

KPTER 247 L6CELEYBLIGTELLHY QL GPD IDMPDDEK-- - - KERIMRL LUVEE

— , ingerto P4a Inserto Prd
Inserto P1a Inserto P1b m

P1aFOR ePHP(PTE)
m&zmms SSCACAGTCCAMNSGeTCT AGAAGATAAT cc NN

Y VvV Q FD HI P H S AI1ICGL BEDNAWATTIGIE KN

P1bFOR ePH P{PTE)
dsmc.u CAGCCCTCETEGGEATCCO TTCGTBOC AR AC AT TR

L BEDNA S A S AL L GIURS UWQT RTIAHRL

Asa 88 = P2

Pie 1aPie2a  Pie1b Pie2b
¢PHP 237 GLLYRVELIERITR--------- RINLKAN GG YRXRRLLTTT
PTE 182 GYMKQ ILVSNDUL FGT33YVIE |MDVEDRUNPDGHMAT IPLRY
WPTCR 288 GCIDR ILRBRINTKTR- ------== LHKY GCHEZRILILT BV

\__.-V—I
Inserto PZa Inserto P2b

Figura 14. (a) Alineamiento estructural de las hélices que conforman el barril y las
asas B7u7 y pBaB de la ePHP y la PTE; (b) analisis del alineamiento en las regiones de P1 y
P2 y la estrateqgia de construccidn de oligos para la PCR de traslape.
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ePHP + PTE = ePHP(PTE)

Las cuatro modificaciones necesarias para crear el hibrido ephp(pte) pueden
hacerse en un orden indistinto. En ia figura 15 se muestra el esquema
general de una PCR de trasiape ejemplificando con la introduccién de fa
region p2a en el gen ephp.

En el alineamiento estructurai entre PTE y ePHP cercano a la zona de P2, se
muestran las regiones necesarias que debe contener el oligo para insertar

dicha regién de P2a

P2a
PTE 292 YMKQILVSNDWLEGFSSYVINIMDVM..DRVNPDGMAFIPLRVI
epHP 234 LLNR|JJoITR......... EEIERNGGY. .GYDYLLTTFI
Pie 1 Pie 2

entonces, el oligonucledtido necesario para su insercion, P2afor ePHP{PTE),

queda de la siguiente forma

Plel P2a Pie2
GTCATGCTGTCGATGOACTGGCTGTTCGGGT TTTCGAGC TATGTCACCAACATCATGCGCTCCCATTTARAAGCC
v M LS MDU4LFGFS S 7YV TNTIMZBRSEUHTLEKHR

Este oligo es el equivalente al olige C de la figura 15 - el oligo B seria el
reverso ¥ complementario de éste (no se muestra). Como correspondiente al
oligo A se disefio el oligo N-flag ePHPFor

Ncol Extremo N’ de ephp

CATTGCCAAGCCATGGACTACAARGATGACGATGATARRATCACCARCAGCATGAGTTTTGATCCGACG
H ¢ ¢ A M D Y K D DUDOUDIKTITMHNSMSES F D P T>

que afiade en |a regidn amino terminal de la proteina un péptido de acidos
asparticos que servira para |2 purificacion de la proteina, asi como el sitio de
restriccidon Ncol empleado para la clonacion. Por otro lado, el oligonucledtido

ePHP Kpnlrev equivale al oligo D

Extremo C' de ephp KpnI
AACCCTAAGCAATGGCTAACTTTCAAATAATAAGGTACCGACGTATCGA
N P K Q W 1L T F K * =~

gue introduce el sitio de restriccidn Kpnl en el extremo carboxilo de ia

cadena polipeptidica.
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Ejemplo: Introduccién
de laregién p2a en ephp

ephp

(#1173)
1140
993"
(852)

1323

-1078
. 872

- 603

g
T
- B03
- 310
281
27t
pla
-1323
964 - -1078
(982) - 872
- 603

Figura 15. Diagrama general de PCR de traslape en la introduccidn del asa P2 en el
gen ePHP. El peso obtenide - calculado con el programa GeneSnap V. 2.6 (SynGene) - se
muestra a un lado del fragmento (el peso esperado calculado por secuencias en el programa
MacVector™ aparece entre paréntesis). Los geles son de 1.5% de agarosa de alto punto
fusion (BioGene, Kimbolton, UK) tefiidos con bromuro de etidio.
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Usando los oligos correspondientes (A con B y C con D) se generan dos
fragmentos (REV y FOR} con direcciones contrarias con respecto a la zona de
donde se hace la introduccidén de nuevas bases.

Posteriormente, los fragmentos se purificaron en un gel de agarosa de
alto punto de fusion 1.5% para eliminar el gen original. La PCR de trasiape
propiamente dicha, se realizé mezclando ambos fragmentos purificados en
presencia de ios oligonuciedtidos que flanquean al gen (A y B).

Una vez obtenido el gen ephp p2a, se siguieron los siguientes pasoes para
insertar el asa P1 (figura 16).

El oligonucledtido P1aFOR ePHP({PTE)

ephp pte ephp
TACGTGCAGTTCGACCACNNSSSSCACAGTGCGNNSGGTCTAGAAGATARTGCGACCATCGGCAAGAAC
Y v Q F D H I P H S A I G LETDU UM ATI G KN

Piel P1a Pie2

permite insertar la primera parte del sitio P1 entre dos regiones colindantes

de gen de ePHP.

Pla
PTE 245 ARGYLIGLOHIPHSAIGLEDNASASALLGIRSWQTRALLIKALIDQG
epip p2a 201 oo RN ... - YYPDEKRIAMLHALRDRG

Piel Pie2

Una vez cbtenido y purificado ephp pla p2a, se empled éste como molde
para insertar de |la segunda parte del sitio con el oligonucleétido P1bFOR

ePHP(PTE)

Pie3 Plb Pied
CTAGAAGATAATGCGAGTGCATCAGCCCTCCTGGGCATCCGTTCGTGGCAAACACGTATTGCGATGCTT
L EDNASASALL G I RS W QTR I A ML
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Introduccion de la region P1 usando como molde ephp pZa

p2a
-1323
964- -1078
(982) - 872
- 603

plarevp2a

-758
731

- 326
{322)
plaforp2

ephpp2a TIT T JITTIIT 4--}
Piel Pie2
—Pla—o
Pie3
" N
€plP TYT 7 iTJILILTL
pla
Piel Pie2
Pla—
"f"”z Tfl_l'l:n'l"laﬂ'f'l"l"'rf_ <__>
ap2a -
piap Piel Pie3 Pie2
—— P1b ——
ITIITITIIT
ephp
plapza Pie3  Pied Pie4
N ez
b Pl !
oo T $--Y
Piel Pied
ephp(PlpZa)

ephp(Plp2a)

1323-
1078-
g72-

603-

-1088
(1024)

ragmentg

v
plbrev p2a

-8086
anm

-3
{313)
plbdfor p2a

PCR*Sobrelape

Figura 16. Introduccién del asa P1 de PTE en ePHP P2,
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En este segunda parte se extraen las regiones correspondientes al sitio P1
en ePHP,

Pla P1b
PTE 245 ARGYLIGLDHIPHSAIGLEDNASASALLGIRSWQTRALLIKALIDQG
sPHP PlaPZa 201 CLGAYVOFDHxXHSAxG O Y.TIX HALRDRG
Pie3 Pie4

obteniendo asi, la insercion completa del sitio P1

P1 (Pla + P1b)

ETE 245 ARGYLIGLDHIPHSAIGLEDNASASALLGIRSWQTRALLIKALIDQG

ePHP P1lP2a 201 CL GAWQFDHXKH‘AXGLEDL‘ASASALLGIR: QT RBAMBHALRDRG

aPHP 201 D_GAYVQE‘DT—I—G-&%S .............. F 2: MAHALRDRG
piel Pied

Con respecto de la diversidad estructural introducida en la region Pla
mediante codcnes degenerados se hablara con detalle mas adelante.

Una vez completada la insercion de P1, se terminé la construccion la
region P2 empleando el gen ephp P1b2a como molde y empieando el oligo

P2bfor ePHP(PTE)

Pie3 P2b Pied
GTCACCAACATCATGGACGTGATGGATCGCGTGRACCCCGACCGCTATGACTATTTA
v T N I M D V M D RV N P D G Y D Y L

En esta continuacidon de la construccion del asa P2, se terminan de extraer

las regiones correspondientes al asa B8 a8 de ePHP,

P2b
PTE 292 YMKQILVSNDHLIZFSSYUTMIM.DVM. . CRVNPOGMAFIPLRVI epho(pte)
ePHP P1P2a 258 LLNRVMLSMD: :?ss»vmmWTrn
Pie 3 Pied Ple 4

obteniendo asi, la insercidn completa del sitio P2 y
1056 |dw e (- 1078

terminando la construccién del gen hibrido ephp(pte). (e 108N o L. 076
ZTE 292 YMXQILVSNDWLEGESSYVTHIM. r“M .5 CGMAFIPLRVI ~ e
2PHP (PTE) 258 LILNRVMLSMDWLFEZISSYVTIUIH.DVM..C TTEI
ePHP 234 LLYRVMLSMDITR......... RSHLkaNGGY. . TTFI

Pie 1 Pie 4 AGarosa [ %

+ Bret

En la tabta II se muestra el tamafio de las modificaciones en diversos puntos

del proceso de construccion.

45




Una vez obtenido, el gen ephp(pte) se cortd con las enzimas de
restriccion Ncol y Kpnl, al iqual que el plasmido pGEM-4z modificado, donde
fue clonado. El pGEM-4z es un vector que puede ser usado en una clonacion
estandar o en sintesis de RNA in vitro. Este vector contiene los promotores
para las RNA polimerasas SP6 y T7 - el empleado en este caso - flanqueados
por una region de clonacion multiple. La modificacion extra se refiere a la
introduccion de una regidn de reconocimiento del ribosoma para permitir la
traduccién del gen in vitro.

Ambas digestiones se purificaron por gel y ligaron. Posteriormente se
transformd en la cepa TG1 de Escherichia coli (Hellmuth et af, 1994)
mediante electroporacion. De las colonias obtenidas se realizaron PCR de
tamizado con oligos del vector (externos al inserto; LMB3/LMB2), in6culos

para extraccion de plasmidos y ensayo de actividad.

Tabla 11. Tamano de modificaciones en residuos/bases.

ePHP / ephp hPTER / hpter

Delecicnes  Inserciones Total Deleciones Inserciones Total

Pla .- +13/39  +13/39 --- +13/39  +13/39
P1b -7/21 +13/39 +6/18 -22/66 +13/39 -9/27
Pl -7/21 +26/78 +19/57 -22/66 +26/78 -4/12

P2a -3/9 +13/39 +10/30 -3/9 +13/39 +10/30
P2b -10/30 +9/27 -1/3 -10/30 +9/27 ~1/3
P2 -13/39 +22/66 +9/27 -13/39 +22/66 +9/27

P1P2 -20/60 +48/144 +28/84 -35/105 +48/144 +13/39

hPTER + PTE = hPTER(PTE)

En un proceso similar al anterior, se construyé el gen hibrido hpter(pte). La
primer diferencia, aunque no fundamental, es la longitud del molde y de los
fragmentos obtenidos (tabla III y figura 17). Los oligonucledtidos empleados

se muestran el capitulo V.
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Tabla III. Tamafos de los diferentes moldes y construcciones,

GENE CDS p.b. a.a. MW ( bp x 110)?
pte 1014 338 37.18
ephp 876 292 321
ephp{pte) 960 320 35.2
hpter 1047 349 38.4
hpter(pte) 1086 362 39.82
igps 780 260 28.6
ephp{igps) 894 298 32.7

1.- Peso del producto polipeptidico asociado en kDa.

A/B C D E
-1353
-1478
- 872

Figura 17. Construcciones. A/B pte/ephp; C hpter.
(D) hpter(pte); (E) ephp(igps).

La segunda diferencia entre la construccion de ephp(pte) y hpter(pte) fue la
aparicién de una secuencia de reconocimiento para |a enzima de restriccion
Ncol - la cual se pretendia usar para la clonacién. Para solucicnar el
problema que el gen se cortara por la mitad en la digestidn para la clonacién,
se sintetizaron un par de oligos, los cuales, empleando una PCR de traslape,

eliminaron el sitio extra de Ncol en el gen (figura 18).

Figura 18. Quitando el sitio de restriccién interno Ncol de hpter(pte}. {A) hpter(pte) sin
enzimas de restriccién; (B) hpter(pte) mas Ncol; (C) hpter(pte) modificada sin digerir; (D)
hpter(pte) modificada digerida con Ncol

Una vez modificado, el gen se digirid, ligd y clono de la misma forma que
ephp(pte). También se realizaron PCR de tamizado con oligos dei vector
(LMB3/LMB2), indculos para extraccion de plasmidos y ensayo de actividad,
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ePHP + IGPS = ePHP(IGPS)

Empleando el conocimiento previo de la estructura de la IGPS (Altamirano et
al, 2000a) y como parte alternativa del trabajo en la superfamilia de las
hidrolasas dependientes de metal, se construyé el hibrido ephp(igps) (figura
17). En dicho gen, las asas B7a7 y B8 «8 de la IGPS encargadas en la unién
al fosfato se transfirieron a la ePHP empleando los oligos Pifor ePHP(IGPS) y
P2rev ePHP{IGPS) con sus oligos reverso y complementarios
correspondientes,

Secuencias de los genes hibridos
Aquellas colonias que dieron positivo en la PCR de tamizado, es decir,
aquellos genes que amplificados tuvieran el peso cercano al esperado, se

purificaron los pldsmidos y éstos se mandaron a secuenciar.

r—+__ __ Péptido de A espirticos . %
CATTCCCAALCCAT CCACTACAARGE. CACCARCAGCAT CAGTT TTCGATCCGACEGGT
B CQAXDYKDODDDEXKTITUHNZSEHSFDTZPTGC
TACACCCTCGCCCATGAGC AT CTGCATAT TEATC TCTC COGCT TTAMMAAC AACGT GCAC TGC CCCCT TOAT
¥ TLAHUBPHLHTITDTLSGFXKUNNUYVYTDCURILTP
CACTAICCCTTCAT TTCCCACGAG AT GALCGALC TCAT CAL OC GLLGL CTUCC TALTG TCATT CAGAT GALC
Q YA F I CQEMNUNODTLMT®RGUYV ANVITIHKT
MACCGTTACATCCELC GEAAT GCOCAATT TATEE TTGA TOT AR TGC GCGAGAL GCCGATCARCGT LT GHCC
H R Y HC RN A{QFHRLDUVHKDRIETTZ CTINT VYA
TCIACCOUT IAT TACCAGGAC GCGTT TTT CCCOCAMCATCT GCCGACCCGC AGLGT GEAGGAACT CLCGLAG
C TGCYY QgD AP P P ¥ HV ATDRIV OB L AAQ
GAGATCCTC GAT GhAA TTGAACAGGCTAT CGATCCC AL GGAGE TGAM CCCGEGAT CATCGLGCAGAT CGLL
I ®TvD32§ I GEQESIDCGT T LEKACGTITIOAMRDTETITEG
ACCACCGAAGGAIA Gh TTACCOUGCT GGAAGAGRLASGT ATT TATTGLCCCT GL GO T GLUCCATAACTAGACT
T S EGCKITUPLTETZRZEKTYTF I MAAMAMLAHDNAGQT
CGACGCCCGATC TCCACCCAT ACG TCGT T CAGCACGAT GGG GL TGCAGCAACT GGL CT TGCTACAAGCOCAC
¢ R P I S THTSVPF S THCGILTEGLATLTLGO GAH
CGECTTIGATCTT T CCGCE T AL CT TG TCACT CLCA TCT GAMAGAC AAC CTCGACAACATT TT GAAGATG
¢ VDL S LY TV CHC?2L KDNULDHNTILIE KH® E
—PPTE R S —
ATCGATC TCGCCCC CTACCTCCAG TT CRACCACT GECCCCACAL TCOCE TCCET CTACACCACLAT CCCAGT
I DLG AY YV OTPFDHW®RHS AV GL EDNAS
e o PH{RTE}4—
CCATCACCCLTCCT GRETAYCCOT ICOOCCCAMUOA LG TATTCCCATCCT TCATGCGCTACGLCACCCTCCE
4 3 AL L GIGGS ROTRIANLHATLTERDTRBREG
PPTE)

— .. . o e
TG TRAAS COC GT CATGE TG TCGGAST GEC TEHTCEECTE 11T CCACC TATCT CALCARCAY CAT ERIctTS
L LNRYNLSDULTPFGTF S SYVTNTIMNTIETV

" I R LY VDRRS HTULEXANTGEGSGYSGGYDTYTZLL T

ACCTTTATTCCOCALT TOLGL CAGTCAGGAT TCAGT CAGCC CCATGTCGAT CTGATGT TACGTGAAML TCCE

T FIPQLlLPRCS G PF S QADVDVHLRBIEINTP?

TCTCARITTTICC

s Qr 1

Figura 19. Secuencia del gen ephp{pte)mut # 1y su traduccién empleando el ¢ddigo
genetico estandar (ver apéndice). Las flechas indican las regiones modificadas,
correspondientes a las asas P1 y P2 de la PTE y at péptido rico en ac. asparticos necesario
para la seleccidn /n vitro,
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En el caso de pGEM- ephp(pte) aparecié una mutacion sin sentido en el
residuo Q276, lo que terminaria ia traduccién del gen justo antes de la
sintesis de la hélice «9. Para eliminar esta mutacion, se disefiaron el par de
oligos ePHPMutrev y ePHPMutfor y se empleé la construccion pGEM-
ephp(pte)#1 como molde para una PCR de traslape {no mostrado). Una vez
hecho esto se reclond el producto y se obtuvo una construccidn sin dicha
mutacién, 0 pGEM - ephp(pte)mut # 1 (figura 19).

—_ .. Péptide de A. asparticas A
CATTGCCAAGCCATCGACT ACAAAGA TGACGATGAT ALAAT CACCAACAGEAT GTCTT CCTTAAGTGGAAAL
H COQABH#TDTYUEXKDTDDDEKTITNT EHSSTLSGEK
CTCCAMACCGTTTT GGCCCTT CTAGACCCAAGCAAACT GGGCCGTACCCTGAC CCATGARCAC CTECCCATE
¥ @ TVLGLVYVE RSP S KLGURTTLTTEHTETHTLA AH
ACCTTTCACTCC TCTTACTGTCCACC TCCCCCOT COCAGGAAGCTATT TCCAAAGAAC CTATCGT GAT GAAL
T FDCCYCPPOPP» CQRBATISEKTET P®TIVUVHEH
AATTTATAT TGGAT TCAGAARARC GC CTATTCCCATARAGARAACC TTCAATT AAA TCAGGAGAC AGAAGCC
N L YW I QEKNATYSHEKTEUNTLTG OTLZHNTGQTETTE A
ATAAAGGAAGAACTGT TCTAT TTTAAAGC TAATGGT GCAGGGGCTT TEGTGCAARACACAACCAC TCCGATT
I KE 2L LYTFEHXKANTGSGT GG ATLT YT EDNTTTTG.I
AGCCCAGACACACAGACGT TGAAGAGGCT TCCAGAAGAGAC TGGCCTCCATAT CAT AT CT GGAGC CCGGT TT
S R DT Q TLEKTARATLTGATETETTG G YHTITITSTGATGTF
TATCTGGAT GCAAC TCACT CCTCAGA GAC CAGGGCCAT CTCAG TCGAGCAGCT TACCGAT GTCCT TATGAAT
Y VD ATHSSETT RAHNSTUVETG GTELTTDUVTLHE
GAALTTC TCCAT GCAGCTCAT GGAAL CACTATCAAG TG TGGCA TTATC COAGAAAT TGGT TEC TECTEGLCT
E I L HG ADOCGT TSI RKECGTITITCGEGETITGTCTSTUWP
TTGACTGAGAGT GAAAGAAAGCTTCC CCAGGCCACAGE TCACGCCCAGGCTCAGCT TGGT TGTCCTGTTATT
L TESEREKTYTPOQATAHAAGO GCA AT GTLTGTCT PV I
ATCCATCCTGGACGGAGCT CCAGGGCACCAT TTCAGAT TATCC GAATATTGCARGAGGCACGE SCACACATC
I HP GRS S RATDPTFQQITI RTITLGOQTETUA LG G A ATDTI
TCCAAAACAGTCATGT CACACCTGGATAGGACTATT CT TGATAAGAAAGAGCT TTTGGAGTIT GCTCAGCTT
S KT VHKSHELTPDPT RTTITLDU XZEKTETLTLTETFADIOL
r—>P1(PTE)
GGCTGCTAT TTGGAATATGAT CACT COCGCCACAG TOCOG TC 0T CTALAGGACAAT GO GAG TG CAT CAGLE
G CYLETYDHW®RETSUAVGL EDNASATS A

___PA(PTE)%—

1l ccrccm:cm WMTTAWGT GCCICTCLTGGT CGAACACCCC TG TRAAGAT

L L ¢ I G 8§ T R I R RV RL L VvV E E G CE D
|-—>P2(PTE)

CGCATCC TGGTAGC ACATGACTGRC TGTTCEGGT T1T COAGC TA TGT CACCAAC AT CATGGAGGTCATG CAL
I L VvV A HD UL P GF S S Y VT HNTIMHYMMTEUVHTE
— PHRTE)%E—

TCCCTATTCTCATATAC TCACCAATGT IGT TCCTARAATGTTGC TCAGAGGCATAACT

K LYVDGCY S$HTITLTITNUVYVDP? KHLLRGTT

GAGRATGTGCTTGATAAGATTCTAAT AGACAACCCTAAGCAAT GGCTACTT TCAATAATAAGT ACCGAGCTC
ENVLDEKTIULTITZEWNUPZ RKOQUILLSTITISZSTTEL

GAT
D

Figura 20, Secuencia de la construccién hpter(pte)#64 y su traduccién correspondiente.

Las flechas indican las asas P1 y P2 intercambiadas asi como el péptido en la regidn 5’ del
gen,
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Para la construccion pGEM - hpter(pte) la secuencia sélo difiere en algunas
bases de {a hpter que se usé como molde; de manera que se escoqgio la ciona
pGEM-hpter(pte)#1 para los pasos posteriores (figura 20). Tampoco para el
caso de ephp(igps) se encontraron discrepancias entre la secuencia obtenida
y la del molde (figura 21). Una vez construida ePHP(IGPS) su trabajo se dejo
pendiente para dar prioridad a las construccion ePHP(PTE) y hPTER(PTE), de

los cuales ya se cuenta un ensayo de actividad.

ATGAGTT TTGATCCGACGEGT TACAC CCTCECCCAT GAGCATC TGCATATT GATCT CTCCGEC TTTAARRAL
m S FDP TG YTLAHEEHTLHEHTITDTILT ST GCEPEFTEN
ARCCTGGACTGCCGCCTTGAT CAGTATGC GT TCATT TGCCAGGAGATGAAC GACCT GATGACCCEGRECG TG
¥ VDCRTLDPOGQTYATPTICOQEHMNDTLHMTRTEYV
COTAATGTGATT CAGATCACC AAC CGTTACATGCGGCCCAMTGCGC AATTT ATGCT TCATGTAAT GCOCOAS
R NvIZEHNTUNTERYMHECGRUNA ATCGT E HTLTDTVHETR RE
ACGGGGATCAAC GT GETGGCC TGTAC COGTTATT AC CAGGACGEGT TT TTC CCGGAAC AT CTGGL GACCC GE
T CINVVACTT G YTYGDATPFTTFEFOPEUHTYATR
AGCGTGCAGGAACT GGCCCAGGAGAT GCT CGATC AAAT TGAAC AGGGT ATC GATCG CACGGAGCT GAAAGCC
S Vg EL AQEMUVYVDETTEOGQGEGEIDTGETTELEKARA
GGGATCATCGCGGAGA TCGGC ACCAGCGAAG GARAGAT TAC GCCGC TCGAACAGAAGG TATTTAT TGCCGCT
6 I T A E I GTSEOCGCHTITTDPLZETETE KT YT FTIAA A
GCGCTGEGCGCAT AACCARACE GGACGCCCGATCT CE ACGCATACGT CG TTCAGCAC GATGGEGCTGRAGCAA
AL AHNOGQTTGRTPTISTHTS ST ESTMHMGCGTLEQ
CTCGCET TCCTACAAGCCCAL GEEET TCATC TTTCGCGCGT CACCOTT COT CACTGCOAT CTCAAAGACAAL
L AL L Q AHGCGCUYODILSURYTOVGHT CT D DTLIEKTDHN
r—=>P1(IGPS)
CTCGACAACATT TTGAAGATGATCGATCT CGGCGEG TACGT GCAGT TC GAC ACCA TCCGCARGAACAGCGEA
LD‘LILKI{IDLGAYVOFDTIGKNSB

TCCGGLATCCGTATTGCGATGCT TCATGCGCTACGCGACC GGG TT GCT GAACCCC GTCAT GCTGT CCATE
S ¢ I R I AMLHAULOUZRDBRGULULUNU RV VHIL S H
o __P2IGPS) %

GRICCI T TTICIGA Y IC I T CLCCCTI GAT GGCCCCCT CCCAT TTAAAAGCCAACGGT GG TTATCGCTATGAC
D G F L I ¢ 35 AL H A RS HIL KANGTEGTYG Y D
TATITACTAACCACCTTTATT CCGCAATTGCGCCAGTCAGGAT TCAGTCAGGCCGATCTGGATGTGATGT TA
Y L LT TP ¥ I P QL R QS GPF S QAD VD VHL
CGIGAAAATCCCTCTCAATTTTITCC

R EN P 8 Q F F

Figura 21. Secuencia obtenida del gen ephp(igps) #4.

Clonacion y sobreexpresion
La sensibilidad del sistema de tamizado in vivo propuesto empleado para
este trabajo (ver mas adetante) depende directamente de |la cantidad de

.t

proteina activa en la célula. Por ello, una buena sobreexpresion es esencial si

r -1

se pretende que dicho sistema de deteccidn de actividad mindscula sea Giii.
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El plasmido pGEM es un excelente vehiculo para la sintesis de RNA in
vitro, por lo que es muy Util para el sistema de seleccidn in vitro Genescis.
Sin embargo no se logré buena sobreexpresién (figura 22a). Por ello,
empieando los oligos BamHIFlag(ePHPrev), BamHIFlag(hPTERrev),
Ncol(ePHPfor) y NcoI(hPTERfor) se reclonaron ephp(pte) y hpter(pte) en el
sistema pBJ122 y se introdujeron en la cepa C41 de Escherichia coli, ya que
estos son un mejor sistema para sobreexpresidn (figura 22b y ¢; Miroux y
Walker, 1996).

pGEM ephp@te) plB122ephp@te)  pJB122 hipter(te)

i 44 kDa
L
i -293 T
. —
o e -233
- @ 148 =201
? ﬁ 148
Y N -56
‘ -29 -28
_1 prc; 358 (e 35.2kDa)
F. coli CH1
358 (e 35.2 kDa) 3?5'9(;3?}2(:;: E102
F.coli TG '

Figura 22. Analisis de sobreexpresion de las construcciones en gel de condicicnes
desnaturalizantes (poliacrilamida y SD5S 20%). En la parte superior se muestra el nombre de
construccion y en la inferior el peso obtenido y el esperada, asi como !a cepa en la que se
clond la construccién.

Aln cuando el sistema plB122 es muy eficiente para sobreexpresion
solamente 1 de 4 colonias lograron tener una sobreexpresién eficiente de
ePHP(PTE) y 4 de 10 con l|a hPTER(PTE).
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Diversidad dirigida en jas asas P1 y P2

Disefio de oligonucledtidos degenerados

La compleja relacién entre la estructura y la funcién de las proteinas se debe a
la intrincada interaccién entre los residuos de la cadena polipeptidica. Un
ejemplo de la impredecibilidad estructural resulta de la observacién de la
aparicién de mutaciones benéficas para la creacién o modificacidn de la actividad
enzimatica en residuos no involucrados directamente en el sitio activo {Oue et
af, 1998). En general, como se ha visto en experimentos de disefio por evolucion
dirigida, este tipo de mutaciones son practicamente imposibles de predecir a
priori. Por ello, en el caso de la busqueda de actividad de paraoxonasa en los
hibridos ephp(pte) y hpter(pte) se intentd crear una primer biblioteca
aprovechando la reiativa independencia estructural y funcional de las asas del
extremo carboxilo en fas estructuras de barril «/f. La diversidad de esta primer
biblioteca, generada empleando oligonucleétidos degenerados y partir de los
hibridos ephp(pte) y hpter(pte), estaria dirigida solamente en las asas P1 y P2
transferidas de la PTE a la PHP,

Para insertar la diversidad en los moldes hpter(pte) y ephp(pte), los oligos con
las regiones de diversidad se construyeron exactamente como aquélios
empleados en la construccion del molde (ver capitulo V: material y método). Es
decir, tanto la region pladiv como p2adiv (figura 23) se flanquearon (por
separado) en el extremo 5’ con una secuencia de 25 bases correspondientes al
extremo carboxilo de la B-plegada que precede al asa {37 para P1 y B8 para P2);
y por el extremo 3" con una secuencia de 25 bases del asa correspondiente en la
estructura def asa en la PHP. Las otras regiones, plbdiv y p2bdiv, se
flanguearon en el extremo 5’ por |a secuencia que comparten con pladiv y
p2adiv respectivamente, mientras que en el extremo 3’ por 25 bases
correspondientes al extremo amino de la «-hélice que las procede. Se realizé
este tipo de construcciones para proveer a los oligos regiones de reconocimiento

con el molde, para aumentar su probabilidad de integracién 3! gen.
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Divereidad I P s 1 L E D N
CAC NTH NTH CAC WHI GCG NTH GGT _NTH GAN GAN WHY CGC } pladiv

Unidn &f

sustsato H H A G
254 257 258 261 266
Diversidad g s L L I R § W g T
Union ey MY GCA WYM GCC NTN RTN GGC NTN ARR WMY TCG WMY WY plbdiv
A A G
sustrato 268 270 282
Asa P2
Diversidad F G S 5 v T N I
. GG CTG NE TAT H .
Unién al div
susTr‘atn D W L F b4 . § pZR
301 302 303 e 309 4
Diversided o, D R V N P D
Unidn at ITH WMY HTH GAN p2bdiv
sustrate 3]:_,

Figura 23. Zonas de diversidad dirigida en las asas P1 y P2 {divididas en las regiones
pladiv, plbdiv, p2adiv y p2bdiv). Por debajo de la secuencia, los residuos involucrados
directamente en [a unién del sustrato y por tanto invariantes; por encima de 1a secuencia,
los residuos originales en la PTE y que fueron modificados por codones degenerados.
Por debajo de la secuencia, se muestra los residuos

En el disefio de los oligonucledtidos degenerados, los residuos
directamente involucrados en la union del andlogo del paraoxén se mantuvieron
constantes, mientras que en aquellos sitios donde se inserto la diversidad, ésta
respetd la polaridad y carga de los residuos originales (figura 23 y tabla IV).
Esto se logrd empleado el cdédigo que se muestra en el apéndice I. De todos los
oligonucledtidos disefiados se sintetizaron también los respectivos oligos reverso
y complementarios. De esta forma se crearon 10s oligos disefiades para
ephp(pte): PlaDivFor (ePHP/PTE), PlaDivRev (ePHP/PTE), P1bDivFor
(ePHP/PTE)}, P1bDivRev (ePHP/PTE), P2aDivFor (ePHP/PTE), P2aDivREv
(ePHP/PTE), P2bDivFor {ePHP/PTE), P2bDivRev (ePHP/PTE); y para hpter(pte}:
P1laDivRev(hPTER/PTE), PlaDivFor (hPTER/PTE}, PibOivFor (hPTER/PTE),
P1bDivRev(hPTER/PTE), P2aDivFor (hPTER/PTE), P2aDivRev(hPTER/PTE),
P2bDivFor (hPTER/PTE), P2bDivRev(hPTER/PTE). La secuencia completa de los

oligos se encuentra al final del capitulo V.

53




Tabla IV. Calculo del tamafio de la biblioteca segln aparicion de residuos

Caracteristica Cedon _aa. y probabilidad de aparicién g.l. No. G.LA.

Polar sin carga WMY  S,N,T,Y =0.25 4 13 52

No polar NTN F=0.17; L=0.5 4 13 52
I=0.25 M= 0.083

Potar {+) ARR K,R=0.5 2 2 4

Polar (- ) GAN E D=0.5 2 5 10

Diversidad NNY S =0.134:FY,CLPHRNTILV,A, 15 1 15

General D,G = 0.067; W,EQMK =0.0
g.I. grados de libertad, Cddigo R=A 6 G, W=T O A; M=A G C; Y=COT, N=A, T,G4C
No. Numero de veces que aparece el codon; G,L. 7. grados de jibertad totales por coddn {g. /. x No.}

El nimero maximo de proteinas mutantes posibies, creadas a partir de
los oligonucleétidos degenerados propuestos, es de 1.6 x 10°. Este valor se
calcula multiplicando los grados de libertad absolutos por codén
(representado por G.L.A. en la tabla IV); estos valores que se obtienen a su
vez con el producto de los grados de libertad de cada coddn (g./.) por su
frecuencia absoluta (Vo.). Este tamano de biblioteca es relativamente
pequefio (Griffiths y Tawfik, 2000), sin embargo dado el disefio racional
previo probablemente sea suficiente para encontrar clonas positivas,

Por tres caminos diferentes se intentd intercambiar los
oligonucledtidos degenerados por las regiones homologas de los moldes: el
primero involucra el protocolo de barajeo de genes (Stemmer, 1994a;
Stemmer 1994b); el segundo es una mezcla entre dicho método y una PCR
StEP ; y el tercero consiste es una modificacion de una PCR StEP (Zhao et al,
1998). Para los dos primeros experimentos se emplearon aproximadamente
6ug de cada uno los genes hpter(pte) y ephp(pte). Estos se obtuvieron al
emplear en una PCR estandar como moldes las construcciones pGEM-
hpter(pte) y pGEM-ephp(pte) y los oligonucledtidos del vector LMB2 y LMB3,

Insercion de oligos mediante barajeo de genes

Como se menciond durante la introduccion, el barajeo de genes consiste en
digerir aproximadamente 7 ug de material (por ejemplo, DNA amplificado
mediante PCR) y encontrar, mediante un curso en el tiempo, las ¢condiciones

cn las cuales al menos ei 80% el material sea reducido al 10% del tamafio

54




original del fragmento. Los fragmentos se separan mediante un gel de
agarosa y aquella region que muestre el tamafio de interés se extrae
(siempre separando de! material no digerido). En una primera PCR estos
fragmentos purificados se reconstruyen y en una segunda reaccién los
fragmentos flanqueados por oligos externos (los cuales se agregan a la
mezcla de reaccion) son amplificados.

Siguiendo este protocolo para la PCR sexual {Stemmer, 1994a;
Stemmer 1994b) se introdujeron los oligos disefiados con diversidad durante
la reconstruccién del gen (ler. PCR sin oligos externos). Se emplearon
diferentes concentraciones de genes fragmentados (15, 10, 5, 1 ng/ul) y de
oligos con diversidad (0, 1, 2.5 y 5 gM) en la reconstruccion, con el
proposito de aumentar la probabilidad de intercambio entre los oligos
generados con las asas correspondientes def molde, Después de varias
pruebas modificando |la temperatura de empalme en la lera. y 2da. PCR, asi
como los tiempos de elongacion, se detectd que para poder ensamblar
eficientemente el gen (obtener una Unica banda bien definida en la segunda
reaccion de PCR; figura 24) deben empiearse oligos anidados en la segunda
reaccién de PCR (Zhao et af , 1998).

La estrategia de los oligonucledétidos anidados consiste en amplificar
con oligos del vector {LMB2 y LMB3 para pGEM; y LBRP1-p]B y LBRP2-pJB
para pJB122) los genes de interés para el barajeo de genes y para la PCR
SEEP (oligos A en la figura 20), mientras que en la reconstruccion de estos -
segunda PCR de ambos métodos - , se emplean oligos que contienen los
sitios restriccion y parte de secuencia del gen (oligos B en la figura 20) a
unos 15-20 pares de bases de los extremos 5’ y 3’ del molde (por ejempio
Nflag hPTERFor y Kpnl (hPTERRev) para la clonacion de hpter en pGEM).
Esta estrategia se emplea ya que a menudo, durante la reconstruccién de los
genes, los fragmentos de los extremos pueden no integrarse al gen
ensamblado, perdiendo asi los sitios de union a los oligos los externos. Fn el

resto de los experimentos también se emplearon oligonucledtidos anidados.
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Con el fin de encontrar una proporcién entre la cantidad de molde (en este
caso material digerido con Dnasa I} y los oligonucledtidos degenerados se
planearon dos series de experimentos. Primero se mantuvo constante la
concentracion de oligos con diversidad (2.5 uM) durante la lera. PCR y se varid
la cantidad de gen fragmentado (figura 24). Los resultados muestran gque se
requiere al menos una concentracion de 1 ng/ul de material, en las condiciones
en las que se realizd el experimento, para poder reconstruir el gen. La secuencia
de la region 3’ de gen muestra que no insertd la diversidad dirigida, sin embargo
aparecieron mutaciones aleatorias producto de la reconstruccion de un solo gen
durante la PCR sexual (tabla V).

Posteriormente se fijo |la concentracion de DNA fragmentado en 5 ng/pl y
probaron diferentes concentraciones de oligonucieétidos (figura 25). No pudieron
ser reconstruidos los genes en presencia de 5 uM de oligenucleétidos,
probablemente esto de deba a que a partir de esa concentracion, {0s oligos
interfieren en el proceso de reconstruccion del gen,

PCR Digestion DNasal 1era. PCR
+ oligos A Curso en el Tiempo + oligos OIV 2da.PCR
hMpter(pte) (2.5 uM) +oligos B
- e
E . & IE
+ I . - .
g ® ®
c |0 1 ;‘ -
o ) . o
i 1353 |mm 2
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Figura 24. Introduccidn de la diversidad empleando barajeo de genes.
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Figura 25, Reconstruccidn de la hpter(pte) variando
la concentracion de oligos con diversidad.

Se realizaron experimentos similares empieando como molde los genes
originales ePHP y hPTER con el fin de encontrar condiciones que permitan hacer
construcciones Unicamente enriqueciendo las zonas de interés con
oligonucledtidos durante la recombinacion in vitro. En este caso l0s genes
ensamblados no poseian y los fragmentos correspondientes a las asas P1 y P2
de la PTE {datos no mostrados).

Insercion de oligos mediante PCR StEP con fragmentos digeridos

La sequnda estrategia para la insercion de la diversidad emplea como moide
los fragmentos digeridos de hpte(pte) y ephp(pte), los cuales se
reconstruyen mediante una PCR StEP (Zhao et a/, 1998) en presencia de
diferentes concentraciones de oligos degenerados. La PCR StEP consiste en
una primera PCR con ciclos cortos de desnaturalizacion y empalme,
empleando como molde DNA metilado. Posteriormente se elimina el DNA
metilado mediante una digestién usando Dpnl. El producto de esta digestion
se somete a una sequnda PCR donde los genes ensamblados son
amplificados usando oligos que reconocen los extremos 5"y 3’ del gen
original.
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Insercién de DIY mediante StEP PCR
lera. PCR (Usando fragmentos digeridos por DNAsal)

1 ng/ul Fragmentos

digeridos DMAsal

NhP(P) _ePHP 2da. PCR Carril 1. obtenido (Pb)
- 1 1235
. z2 1207
3 1245
4 1245
o . - 5 1040
= = s 6 1100
- 7 1017
8 1057
hP = 1132 R
} *i hP(P) = 1162 Temaiios
3 51355 ' eP = 952 Esperados
0?,950: Difers?d.adl(ir;i) Oligos anidades eP(P) = 1036 (pb)

Figura 26. Insercién de la diversidad empleando fragmentos digeridos por Dnasa 1
De hpter{pte) y ephp(pte) como moldes para el protocolo de una PCR StEP.

Este procedimiento, gque empliea como molde los fragmentos digeridos por
Dnasa I, se propuso ya que tanto el gen hpter como la construccion
hpter(pte) no son eficientemente digeridos por la enzima DpnlI (figura 26).
Desafortunadamente no se cuenta con ia secuencia de los genes
obtenidos ya que no se pudo eliminar el barrido de la reconstruccién lo que,

parece ser, interferia durante la determinacion de la misma.

Insercion de oligos mediante PCR StEP

La tercer estrategia para insertar la diversidad fue mediante el uso de la PCR
StEP en presencia de los oligonucleétidos degenerados. Para el caso de
ephp(pte) se emplearcn como moldes metilaciones in vitro de ephp(pte)
amplificado mediante PCR, el plasmido pJE122 - ephpi{pte), Yy el plasmido
PGEM - ephp (ambos extraidos de las cepas C41 y TG1 de Escherichia coli
respectivamente); para cada molde se vario la concentracion de coligos de
diversidad. Soélo cuando se empied como molde pGEM - ephp se logro
reconstruir un gen, sin embargo en este caso se tratd del mismo ephp (figura
27).
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lera. PCR

Oligos Diversidad (uM) Gﬁda. P_(;Rd
igos ani
0.25 0.5 0.75 1.0 Ag. 1% + BrEt 9 ados
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* %
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5 901
ephp = 952pb

Figura 27. Insercion de |a diversidad empleando una reaccién de PCR StEP. Los moldes
empleados fueron ephp(pte} metilado in vitro con Daml, vy los plasmidos p]B122-ephpf{pte) y
elBl22-ephp{pte).

Tabla V. Resuitados de insercién de oligos degenerados

Método Molde / (ng/ul) Oligos DIV uM Resultados

PCR Sexual hp(p)' /15, 10,5,1 5 hp(p). M.1.D.n.D
PCR Sexual hp(p)/ 5 0,1,2.5,5 2 Sin sefal en secuencia
y hP(P) M.1.D.n.D.?
PCR hp(p) 0,051, 2.5 No se cuenta con sec. pero los
Sex./StEP ePHP pesas indican moldes.
StEP ep{p} Metilado in 0,0.25, 0.5, 0.75, Peso corresponde a eP, ¢l resto
vitro 1.0 no se ensamblé.
plB122 - ep(p)
pGEM -~ ephp

" RP(P) = hpter(pte); eP(P) = ephp(pte).
IM.I.D.n.D= Mutaciones, Inserciones o deleciones fuera del drea de diversidad.

A pesar de que se siguieron tres estrategias, con diferentes condiciones cada
una, no fue posible insertar los oligonucledtidos degenerados durante la
reconstruccion de los genes (en la tabla V se resumen ios resultados
obtenidos en cada caso). Debido a esto no fue posible crear las bibliotecas

con la diversidad dirigida propuesta.
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Insercion de diversidad durante construcciéon

Como ejercicio para observar el comportamiento de la diversidad en el
empleo de oligos degenerados para construir *manualmente” hibridos, se
realizd el siguiente experimento.

Empleando los oligos de diversidad PlaDivRev {ePHP/PTE) y PlaDivFor
(ePHP/PTE) (correspondientes a la primera seccion del asa P1) en una PCR
de traslape (figura 28), se insertaron directamente los sitios de diversidad en
el gen ephp junto con el fragmento de dicha asa. Se mandé secuenciar el
resultado de dicha construccidn, Analizando el cromatograma obtenido
(datos no mostrados), se observd que en general existe una tendencia (tabla
VI) a la aparicién de adeninas y timinas.

ePHP P1aDIv ePHP P1aDiV
Rev For Sobrelape
Puriticacion
PCR Sobrelape
- |-1353
- (-1078 1353 ~ |ww
Bo0 | . - |_ 876 1078 = | == o 1(3;?” esp)
(773 esp) _ 876 — :
- |- B0 603 - | ==
310 -
302 o |- 310 283- |=
(328 esp) : br]
b ¢
v ta
® o
- =]
o <
o
<L

Figura 28. Construccidn de ephp P1aDiv mediante una PCR de traslape.

Tabla VI. Resultados del analisis cuantitativo del cromatograma
en la construccién de ephp pladiv.

Esperado Secuencia obtenida

R {A o G} Aprox. A=0.5 G=0.5
W (ToA) Aprox. A =0.75 T= 0.25
K(GoT) Aprox. T =0.75G = 0.25

N{A, G, ToC) AyT ligeramente mayor
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Esto demuestra que aun cuando es posible insertar diversidad durante
el proceso de construccion de hibridos, |a reactividad diferencial de las bases
puede ser sesgar las bibliotecas hacia cierta region del espacio de
secuencias, abatiendo asi |a eficiencia de ta bisqueda (Gaytan et a/ 2001).

Sistemas de seleccion

Se estudiaron tres estrategias diferentes como posibles sistemas de seleccidn
para buscar el gen con actividad de paraoxonasa de las bibliotecas
generadas a partir de los hibridos hpter(pte) y ephp(pte).

Por un lado, se intentaron encontrar condiciones en las que la
presencia de actividad de fosfotriesterasa confiriera ventajas de crecimiento
o sobrevivencia a |la clona que la poseyera para establecer {a) un sistema de
seleccion in vivo. Por otro lado, se montoé un sistema de (b) tamizado in
vivo que consiste en incubar las clonas con posible actividad en presencia de
paraoxdn, mientras que la reaccion se sigue a través de la aparicion de p-
nitrofenol (producto de ia hidrélisis del paraoxén). En el sistema de
tamizado in vivo el tamafio de biblioteca es un factor critico, ya que para
someter las clonas al ensayo estas deben de ser seleccionadas
manualmente. Este factor limitante puede ser salvado por la combinacion
entre disefio racional y evolucion dirigida, lo cual permite crear bibliotecas
muy especificas (bibliotecas inteligentes).

Las técnicas de seleccion i/n vivo son sistemas eficientes y
técnicamente sencillos, sin embargo su aplicacion general como sistemas de
seleccién se encuentra limitada principaimente por los métodos actuales de
transformacion — que restringen el tamafio de las bibliotecas a 10%-10°
variantes - y debido a que algunas reacciones - especialmente aquellas
involucradas con la creacidn de nuevas actividades - no pueden ilevarse
acabo en el ambiente celular {Griffiths y Tawfik, 2000). Debido a esto, se
desarrollé un método de () seleccion /in vitro en colaboracion con los
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doctores Andrew Griffiths® y Dan Tawfik’ que permitiera contar con una
seleccion rigurosa que brinde flexibilidad en cuanto al tamafo (hasta 10

genes por mililitro).

Seleccion in vivo

La aparicion de ia actividad de fosfotriesterasa en la naturaleza sugiere que
posiblemente puedan reproducirse, hasta cierto punto, las condiciones en las
que se dio esta seleccion in vivo en la bacterias. Aun cuando las bacterias de
vida libre, Pseudomonas y Flavobacterium poseen metabolismos diferentes
a Escherichia coli, tal vez |a actividad de paraoxonasa confiera una ventaja
sobre aquellas clonas de E. coli que 'a posean si se encuentran las
condiciones necesarias para ello. Por ello, el primer sistema de seleccidn
propuesto fue hacer crecer 1as cepas Escherichia coli TG1 pGEM - pte y £,
coli TG1 pGEM - ephp y E. coli TG1 pGEM - hpter en presencia de paraoxon
para ocbservar si la actividad de fosfotriesterasa conferia alguna ventaja de
sobrevivencia o crecimiento a la cepa que |a portara.

Se probaron diferentes condiciones como variaciones en la temperatura
de crecimiento (25°, 30° y 40° C), cantidad inicial de bacterias (D.0.g00 =
0.005, 0.01, 0.05 y 0.1) y concentracién de paraoxon (0, 0.1, 0.2, 0.5, 1, 2
y 4.4 mM), con el fin de encontrar condiciones donde el crecimiento fuera
favorable en aquellos organismos con la actividad de fosfotriesterasa.

Los resultados muestran que en ninguna de las condiciones probadas
existen diferencias significativas entre el crecimiento en presencia de
paraoxoén (relativo al crecimiento de cada cepa en ausencia de este
compuesto) entre las cepas con actividad de paraoxonasa y aquellas que no

fa tienen (figura 29).

¢ MRC- Laboratory of Molecular Biclagy, Hills Rd., Cambridge, CB2 2QH, UK. griff@mrc-Imb.cam.ac.uk
7 MRC- Centre for Protein Engineering, Hills Rd., Cambridge, CB2 2QH, UK. dstf@mrc-imb.cam.ac.uk
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Figura 29. La presencia de actividad de fosfotriesterasa en la cepa TG1 de Escherichia coli
no confiere ninguna ventaja en el crecimiento relativo - proporcion entre el crecimiento
(D.0.6p0) en presencia de 4.4 mM de paraoxén y en ausencia de este compuesto a 37 ° C -
de las células.

Este ensayo depende de la tasa de difusion del paraoxon a través de la
membrana plasmatica. Por ello, se clono la fosfotriesterasa con su péptido
lider, en el plasmido pCE820 empleando los oligonucleétidos Opdrev vy pte-
sp. La cepa de TG1 de Escherichia coli se transformo con este nuevo
plasmido. La secuencia del gen (ptep) fue confirmada por secuencia
empleando los oligos PB78 y PB79 detf vector. En un ensayo de actividad in
vivo (descrito mas adelante) se obtuvo que la cepa transformada con la
fosfotriesterasa con peptido lider tenia menos del 10% de actividad (Vmax)
que la fosfotriesterasa (figura 31). En la extraccidon de periplasma solamente
se encontraron trazas de actividad. Probablemente ei péptido lider interfiera
con et plegamiento de la proteina o haga mas inestable al MRNA en el

ambiente celular,

Tamizado in vivo

El protocolo consiste en inocular una clona en medio rico 2xTY con 100
ug/ml de ampicilina y se crece a 379 C. Los cultivos se inducen con IPTG y
se dejan creciendo durante 8-24 horas a 30° C. Los cultivos se llevan a una
0.D. soo= 0.1 y se dispensan en una microplaca de 96 pozos junto con ZnCl;
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y NaHCO; (necesarios para la reactivacion del centro de metales y
carbamilacion de la lisina 169, en el caso de la PTE). La reaccién se sigue
midiendo |a aparicién de p-nitrofenol (Abs. a 405 nm).

Para cuantificar la sensibilidad de este método se hicieron
diluciones sucesivas de un cultivo de TG1 £. coli pGEM - pte en un cultivo de
TG1 E. coli pGEM - ephp, de tal forma que |a actividad de PTE se fuera
diluyendc en la ausencia de actividad de la ePHP. Con este experimento se
mostro que siguiendo la reaccidn durante 2 horas, y comparando las
pendientes de la cinética obtenida (Vmax), puede distinguirse actividad hasta
en una dilucién de actividad 1:10° (figura 30).

1 2 3 4 5 & 7 8 g o u 12

Al
1128.7 634.14150.80 18671 1986 0273 0092 0059 0054 0043 0052 0039

sin
112 110 1407 1107 1407 2005 1:10°% 107 1:00% PP céiutes

Dilusciones £ cofi TG1 te : 0k,
pGEM pte : pGEM epip

Figura 30. Sensibilidad de! tamizado in vivo a 37°C durante 2 horas

Se sometieron al examen de actividad in vivo las construcciones de
pGEM - hpter(pte) # 1 y pGEM - ephp(pte)mut # 1, pero no se les detectd
actividad paraoxonasa, por lo que éstas deben de ser por lo menos 105
veces menos activas que la PTE (figura 31).

La sensibilidad de este sistema de deteccién depende directamente en
la cantidad de enzima activa, ia cual es proporcional a su vez del nivel de
sobreexpresién de la proteina recombinante. En el sistema de sobreexpresion
plB122 se logrd tener una mejor sobreexpresidn en algunas clonas en
relacién con el sistema pGEM. Sin embargo, no se realizaron experimentos
de cuantificacidon de sensibilidad y los ensayos de actividad con pB]122-
hpter(pte)#64 y pBl122- ephp(pte) no han sido concluyentes.
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Figura 31. Seguimiento de la hidrélisis de paraoxén a 405 nm. 50 mi de cultivo de TG1
pGEM con varios insertos (parte superior de cuadro) fueron incubados en presencia de 0.25
mM de paraoxdn, ZnCly 1 mM y NaHCO4 10 mM. Los datos se muestran en forma gréfica y

numérica (Vmax). Como controles se tienen repeticiones en ausencia de paraoxén y en

ausencia del cultivo (Unicamente medio 2xTY).

Seleccién in vitro

Como se menciond en el primer capitulo, el sistema Genescis (Griffiths y
Tawfik, 1998) consiste en una compartamentalizacién de bibliotecas
empleando una emuisién agua/aceite. Los genes de la biblioteca se
encuentran biotilinados y las proteinas codificadas a partir de estos contienen
un péptido en el extremo amino. Dentro de cada compartimento existen
microesferas cubiertas por avidina y por anticuerpos que reconocen dicho
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péptido, de tal forma que la transcripcion y traduccién de estos genes en las
gotas de agua llevan a la formacion de complejos de genes y varias copias
de las proteinas que estos codifican, ambos unidos a las microesferas. La
emulsién se rompe y el amortiguador de transcripcién/traduccién in vitro se
recambia por aquel necesario para la actividad de las proteinas.

En colaboracién con el Pr. Tawfik, se realizaron simulaciones de
traduccion in vitro para determinar las concentraciones que permiten una
deteccion eficiente de actividad - variando tipo de metales, ZnCl;, NiClz,
CoCl asi como su concentracion. De estos experimentos se concluyd que de
CoCl; 0.1 mM y NaHCOs 10 mM, agregados después de la traduccién, eran
las mejores condiciones para detectar actividad de fosfotriesterasa.

Debido a que el paraoxdn es relativamente inestable (koss = 107 s a
25°C y pH 8. Shim, 1998) y dada la poca proteina activa por compartimento
(por la baja concentracidon de DNA, aprox. 1 nM) el ruido generado per la
hidrélisis espontdnea de paraoxon interfiere con la deteccion de
fosfotriesterasa. El Dr. Dan Twafik y el Quimico Luis Olgin® trabajaron en la
sintesis de compuestos mas estables que permitirian aumentar la
sensibilidad del Genescis. Este trabajo de colaboracion ha permitido obtener
un sistema Genescis capaz de detectar actividad de fosfotriesterasa de hasta
10°® veces menor a la actividad de fosfotriesterasa bacteriana.

% Facultad de Quimica. UNAM., Cludad de México 04510, MEXICO. luiscigin@yanoo.com
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Capitulo IV: Discusion y conclusiones

El andlisis estructural de la fosfotriesterasa mostré que los residuos
directamente involucrados con fa unidn al sustrato se encuentran en las asas
B2 o2, B3 o3, B7 07 v B8 «8 que unen el extremo carboxilo de la B-plegada con la
a-hélice que la procede. Mientras que aqueilos residuos involucrados
directamente en el mecanismo catalitico se localizan en |a base de ias asas
Bl al, B4 04, B5 05, B6 a6 ¥ B8 ¢8. Esta distribucidn es congruente con la
clasificacion general de los barriles o/ propuesta por Altamirano y Fersht
(2000b). Mds adn, tanto la fosfotriesterasa como las proteinas homodlogas a
la fosfotriesterasa de £, co/i y de humano, al poseer un extremo N’ terminal
y una asa 1 al prominente asi como ausencia de los patrones de glicinas en

el asa p6 a6, pertenecen a la Clase II de dicha clasificacidn.

Construccién de los hibridos ePHP(PTE) y hPTER(PTE)
A excepclén de los residuos 1106, W131 y F132 que encuentran en las asas
B2 a2 y B3 a3, los residuos involucrados directamente en unién al sustrato
en la PTE forman parte de las asas f7 a7 y 8 a8. Con €l propésito de
conferir actividad de fosfotriesterasa a sus proteinas homdlogas en
Escherichia coli y humano, se trasplantaron las asas §7 o7 y 8 o8 de la PTE
(llamadas P1 y P2 respectivamente) a las regiones homélogas en las PHP.

Con el sistema de tamizado in vivo, que permite detectar actividades
de paraoxonasa hasta 10°-10° veces menores a actividad de PTE nativa, no
se observd actividad en las clonas Escherichia coli TG1 pGEM ephp(pte) y
Escherichia coli TG1 pGEM hpter(pte}. Dado que se carece de estudios
cinéticos y cristalograficos con los hibridos ePHP{PTE) y hPTER(PTE) puros,
no puede valorarse de que forma la insercién de las asas P1 y P2 de PTE
modifican la estructura y funcién en las PHP,

Como trabajos subsecuentes al presente, se propone realizar

H

experimentas cindticog v cristalograficos de log hibrides ePHP{PTE} y
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hPTER(PTE), asi como estudiar nuevos disefios posibles como la insercién de
las asas Bl al, p2 «2 y/o B3 a3 de la PTE en las PHP. Esto con el fin de
entender la forma en que la insercidn de las asas P1 y P2 de PTE modifican
la estructura y funcién en las PHP.

Diversidad dirigida

En cuanto a la introduccidn de ta diversidad dirigida, a pesar de que se
probaron diferentes estrategias y diversas condiciones en cada una de ellas,
no fue posible insertar las regiones de diversidad de los oligonucledtidos en
las construcciones hpter{pte} y ephp(pte).

Ei tamafio de los fragmentos (asi como la cantidad) es critico para
reconstruccion apropiada de l0s genes durante la recombinacién por PCR
sexual. Debido a esto, y como parte de la continuacion del presente trabajo,
se propone realizar experimentos en los cuales se varie la longitud de los
oligonuctedtidos que contienen Ia diversidad con el fin de obtener las
bibliotecas que se someteran a los métodos de seleccidn de fosfotriesterasa
(ver capitulo V), Aun cuando la diversidad dirigida puede integrarse durante
fa construccién de los hibridos como se vera mas adelante, resulta atractivo
encontrar condiciones en las que fragmentos tan grandes de diversidad
puedan insertarse “automaticamente” en genes de interés. No sélo por la
utilidad misma de la diversidad, sino como un paso hacia la construccion
automatizada de hibridos como son hpter(pte) v ephp{pte).

Se han previsto construcciones y experimentos posteriores para la
interconversién de otros miembros de la superfamilia de las hidrolasas
dependientes de metal como conferir actividad de adenosina deaminasa a la
PTE v la ePHP. En estas nuevas construcciones se propone emplear oligos
degenerados para la introduccién de diversidad, simuitdneamente a la
creacion de los hibridos, con la precaucion de valorar el sesgo resultante de

la reactividad diferencial de las bases.
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Sistemas de seleccién

En los experimentos de seleccién in vivo la presencia de paraoxdn inhibio el
crecimiento de Escherichia coli TG1 independientemente de la presencia de
actividad de fosfotriesterasa. Probablemente esto se deba a que los
compuestos resultantes de 1a hidrélisis de paraoxén (el p-nitrofenol y el
dietil-fosfato) sean también toxicos para las células.

A pesar de no contar con un metodo de seleccién in vivo, el sistema
de deteccidn de actividad de fosfotriesterasa in vivo permite encontrar
mutantes de hasta 10 veces menos activas que la PTE. A pesar de que las
PTE y {as PHP no comparten ligandos (a diferencia de la PRAI y la IGPS en
Altamirano et al, 2000a), el disefio racional debe permitir dicha sensibilidad
del tamizado /n vivo, que junto con algun sistema automatizado de seleccidn,
deberia ser suficiente para encontrar una clona activa una vez disefiada la
biblioteca con diversidad.

Ademas de contar con el tamizado /n vivo, la colaboracion con el
equipo de trabajo de Griffiths y Tawfik, permitid montar el sistema Genescis
para la seleccion in vitro de fosfotriesterasas. Este sistema puede detectar y
seleccionar clonas hasta 10° veces menos activas a la PTE.

Aun cuando el objetivo general del trabajo no se cumpli¢ cabalmente,
se lograron avances importantes en ei establecimiento de los sistemas de
seleccidn y construcciéon de los hibridos ePHP(PTE) y hPTER(PTE).

Perspectivas

Se ha mencionado que la aparicidn de la fosfotriesterasa bacteriana
replantea la concepcién de tiempo necesario para adaptacién molecular
(Scanlan y Reid, 1995; O’ Brien y Herschiag, 1999). Sin embargo, para que
el caso de la PTE se convierta en uno de los nuevos paradigmas de evolucién
molecular en forma concluyente, debe de encontrarse el enzima que ie dio
origen; de modo que se puedan cuantificar las modificaciones que debid
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sufrir dicha enzima para presentar actividad de paraoxonasa, ya que a que a
pesar de que la aparicién de compuestos organofosforados como gases
nerviosos e insecticidas es relativamente reciente (bdsicamente desde la
Segunda Guerra Mundial), !a historia de los compuestos organofosforados
debe ser extremadamente antigua. Por ejemplo, las neurotoxinas producidas
por la cianobaceria, Anabaena flos-aquae, tal como la anatoxina, son
potentes inhibidores de colinesterasas (La Du et a/, 1999).

No sélo el origen de la PTE de Pseudomonas diminuta y
Flavobacterium es un interesante caso de estudio para comprender la
evolucion de molecular, sino también lo es su promiscuidad catalitica
(Jeffery, 1999), debido a que ésta podria ser parte de un proceso incipiente
de divergencia evoiutiva (O’ Brien y Herschlag, 1999) que potencialmente
puede ser aprovechado con fines de aplicacién biotecnoldgica como agente
para bioremediacion de pesticidas organofosforados y en la destoxificacion
de gases nerviosos y algunos productos empleados en la guerra guimica.

Con el fin de expandir el espectro de aplicaciones biotecnoldgicas de la
PTE se proponen trabajos subsecuentes que modifiquen (1) la especificidad
hacia diferentes sustratos, incluyendo su selectividad estereoquimica, y {(2)
su desemperfio en condiciones extremas, tales como pHs acidos.

Modificacion de selectividad

Se ha demostrado en investigaciones reclentes sobre la especificidad
esteroquimica y de sustratos para la PTE que el sitio activo de esta enzima
puede acomodar una gran variedad de sustituyentes unidos al centrg fésforil
(Hong y Raushel, 1999). Cualquier combinacion de grupos metilo, etilo,
isopropilo o fenilo es tolerada en una biblioteca de sustratos teniendo como
grupo saliente al p-nitrofenilato. A pesar de esto, la fosfotriesterasa muestra
una marcada preferencia por un estereoisémero sobre el otro (Hong y
Raushel, 1999).
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Experimentos de mutaciones puntuales en ios residuos directamente
involucrados en la unidn sustrato de PTE han demostrado que es posible
maodificar hasta cierto punto la especificidad, tanto de diferentes sustratos
como estereoquimica, de dicha enzima (Di Sioudi et a/ 1999; Chen-
Goodspeed et al, 2001). Como parte de los trabajos posteriores al actual se
propone la creacion de bibliotecas inteligentes en combinacion con técnicas
de evolucion dirigida que permitan la creacion de PTE mutantes que

hidrolicen eficientemente diversos compuestos organosfoforados.

Bioacumulacidn

Los beneficios del empleo de pesticidas organofosforados se encuentra
eclipsado por su elevado costo ambiental y su toxicidad para el hombre, Uno
de los problemas ecoldgicos mas comunes es la contaminacion por este tipo
de pesticidas, su persistencia y bioacumulacién (Freedman, 1989).

Aun cuando existe una gran cantidad de evidencia en torno a la
toxicidad de los insecticidas organofosforados, estos se emplean con gran
frecuencia y abundancia en América Latina debido a su bajo costo (OMS,
1993). Estudios en la presa Ignacio Ramirez, Ia cual forma parte del sistema
hidroldgico Lerma-Chapala de la Meseta Central de México, han demostrado
que el pesticida metil paratién y el metabolito p-nitrofeno! se acumulan en
los sedimentos y en tejidos de algunos organismos que habitan dentro de la
presa (de |la Vega-Salazar, 1997a; de l[a Vega-Salazar, 1997b). La
acumulacion de casi 2 drdenes de magnitud en los sedimentos se debe,
sugieren los autores, a la poca penetracion de luz, la composicién quimica y
al pH relativamente acido (6.4). El redisefio de la PTE gue le permita
degradar eficientemente el metil paratién bajo estas condiciones
fisicoquimicas es un ejemplo de algunas de las necesidades que se deben
enfrentar si se pretenden empiear a la fosfotriesterasa directamente como

agente de biorremediacidn.

71




Las paraoxonasas de suero humano

Tanto con humanos como en ratones, (a familia PON estd constituida por
tres genes {ponl, pon2 y pon3), los cuales se localizan muy cerca uno del
otro en el mismo cromosoma (el 7 en humanos y el 6 en ratones). Esta
familia de paraoxonasas parece no estar relacionada con las colinesterasas ni
con la familia de las fosfotriesterasas bacterianas.

La enzima PON1 es un componente esencial del compiejo de
Lipoproteinas de Alta Densidad (HDL), y es capaz de inactivar compuestos
tdxicos resultantes de l1a oxidacidn de los compuestos lipidos de las
Lipoproteinas de Baja Densidad en ta sangre. PON1 también protege contra
endotoxinas bacterianas (como algunos lipopolisacaridos) y se presume que
también se encuentra asociada con la proteccién contra ateroesclerosis (La
Du et al, 1999).

La funcidn protectora de PON1 que mas se ha estudiado ha sido su
habilidad para hidrolizar compuestos organofosforados empleados como
insecticidas o agentes nervicsos. Sin embargo, las eficiencias de las
paraoxonasas de mamiferos son bastante limitadas tanto por sus afinidades
como por sus tazas de conversidn. Por ello, {3 actividad de estas enzimas no
son suficientes para proteger en la exposicion aguda a compuestos
organofosforados. Un parte interesante de trabajos posteriores estén
dirigidos al eventual uso de la hPTER(PTE) como posible agente en la
destoxificacion de compuestos organofosforados.
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Capitulo V: Material y Método.

Reactivos

Los oligonucledtidos se ordenaron a VHBIo o fueron sintetizados en el
Laboratory of Molecular Biclegy, MRC Centre, Cambridge. E! isopropif -8-D-
tiogalactosido (IPTG) se comprd de Laboratorios Melford Ltd. Los geles de
paliacrilamida con sulfato dodecii de sodio (SDS) y los marcadores
moleculares pretefidos fueron de Pharmacia Biotech (St. Albans, Reino
Unido). Todas las enzimas de restriccion se obtuvieron de New England
BioLabs Inc., Reino Unido. La DNA ligasa T4 y amortiguadores
correspondientes fueron de Promega Ltd. (Southampton, R.U) asi como
sistema de Traduccién in vitro S-30 para moldes lineares. El paraoxdn v la
DNAsa I se compraron de la compafia Sigma-Aldrich Company (Poole, R.U.).
La S-adenosil metionina y fa RNA polimerasa T7 empleados en los
experimentos de transcripcion/traduccion in vitro, fueron cortesia del Dr. Dan
Tawfik., Los kits de extraccion de gel y purificacién de PCR fueron proveidos

por Qiagen.

Medio de cultivo

La composicidn del medio rico de cultivo (2xTY) fue 1.6% Bacto- triptéfano,
1.0% Extracto de levadura y 0.5 % de NaCl en agua destilada. El medio
minimo (5xM9) contenia 30 g Na:HPQ,4, 15 g KH.PO4, 5 g NH4CI, 2.5 g NaCl
en un litro de agua destilada.

Las cepas de bacterias y plasmidos

Las cepas empleadas fueron Escherichia coli TG1™ y E.coli C41, mientras que
se usaron los plasmidos pGEM-4z, pCE820 y p)B122 (Tabla VIII).
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Tabla VIII: Cepas y plasmidos empleados

Cepas Genotipo Plasmidos Fenotipo
TG1" [K12, (Alac -pro ), sup E, thi, hsd D5/F | PGEM-4Z Amp"

tra D36, pro A* B*, lac 19, lac Z AM15] plB122 Amp"
Ca1 Derivado de la cepa BL21, no se cuenta pCEB20 Amp’

CON su caracterizacién genética.

Extraccion de plasmidos
La extraccion de plasmidos se empled el kit Qiagen Miniprep Spin siguiendo
las instrucciones de dicho proveedor.

Electroforesis de geles de agarosa

Estos (0.8%, 1%, 1.5%) se prepararon con agarosa de alto punto de fusion
(BioGene, Kimbolton, R. U.) en un amortiguador 1xTBE con bromuro de
etidio. Las muestras se mezclaron con el amortiguador 1/6 {0.25% azul de
bromaofenol, 0.25% cianol de zileno y 40% sacarosa en agua destilada) y se

corrieron en un tangue con ameortiguador 1xTBE.

Extraccion de DNA del gel agarosa
Fragmentos de DNA fueron extraidos de la agarosa empleando el kit de

Extraccion de Qiagen y siguiendo el protocolo del proveedor.

Reaccion en Cadena de Polimerasa (PCR)

La amplificacién de fragmentos de DNA, asi como la construccion y
reconstruccién de genes, se realizaron empleando diferentes tipos de
Reaccidn en Cadena de Polimerasa o PCR (Mullis and Falloma, 1987; Saiki et
al, 1988). En general, la mezcia de reaccién para la PCR que contiene 2.5
unidades por 50 ul Super7ag (HT BIOTECHNOLOGY LTD) y el amortiguador
proveido (50 mM Tris-HCI pH 9.0, 1.5 mM MgClz, 50 mM KCI, 0.1% Triton X-
100) y 0.25 uM de desoxinucleétidos o dNTPs (Amersham Pharmacia

Biotech Inc). Los factores que variaban segun el tipo de PCR se que se trate
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fueron (1) concentracidon y nimero de oligonucledtidos; (2) concentracién y
numero de fragmentos molde; y (3) el programa del termociclador.

PCR estandar

Para amplificar un fragmento de DNA en general se utilizd 0.5 uM de
oligonucleétidos y las concentraciones de los moldes variaban entre 0.1 y 10
ng/ul. El programa empleado en un termociclador PTC-200 (DNA Engine, M]
Research) repite 25 veces: 94° C x 1 min. {(desnaturalizacion), 55°¢ C x 1
min. (empalme) y 72°C por 1 min. (extension); con una extensién final de
720 C x 7 min.

PCR traslape

Las condiclones fueron las mismas que en una PCR esténdar, con la salvedad
que las temperaturas de empalme variaban generalmente entre 55°C y 65°C
- dependientes del tamario de la zona de traslape. Para encontrar la
temperatura adecuada de empalme se empieé un termociclador de
gradiente Mastercycler® gradient (Eppendoff, Hamburgo, Alemania). Los

concentracion de los fragmentos a empalmar variaban entre 1 y 10 ng/ul.

PCR de tamizado

Una clona se selecciona con un palillo estéril de madera y éste se “remoja”
en una mezcla de PCR estandar sin la polimerasa. Esta se calienta a 94° C
por 5 minutos, se agregan 2.5 unidades por 50 ul SuperTag (HT
BIOTECHNOLOGY LTD) y se corre un programa de amplificacion estandar en

la termocicladora.

PCR StEP
En la primer parte de {a PCR StEP se prepara una mezcia de PCR estandar

con la salvedad que el molde debe de ser DNA metilado {un plasmido o DNA
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metilado in vitro). Se prepara por separado un controf en el cual no se le
agregue los oligonucledtidos. Estas reaccion se corren en el programa 94° C
x 30 seqg.; 55° C x 15-30 seg. De cada mezcla se toman 2 uyl v se incuban
con 1 ul de la enzima de restriccion Dpn I (20 unidades) en presencia de 1 pl
del amortiguador proveido para ia Supertaqg. Las mezclas se lievan a un
volumen final de 10 pl vy se incuban a 37° C por 3 0 4 horas. Un microlitro

de las digestiones se emplea como molde para una PCR estandar.

Metilacion in vitro

Aproximadamente 1.5 mg de ephp(pte) fueron metilados /n vitro empleando
20 unidades de la metilasa Dam I (2.5 ui de 8000 unidades/ml) en presencia
de S-adenosil metionina 8 mM y del amortiguador del proveido para la
polimerasa Supertaqg. El volumen final de la reaccion fue de 50 ul, La

reaccion se incubs a 37° C durante 4 horas.

Barajeo de genes

Empleando como moldes los plasmidos pGEM - hpter, pGEM - ephp, pGEM
- hpter(pte) y pGEM - ephp(pte) se produjeron, mediante una PCR estédndar
y con los oligonucledtidos del vector LMB2/LMB3, entre S y 7 ug de los genes
hpter, ephp, hpter{pte) y ephp(pte) respectivamente. Dichos productos se
purificaron, y se llevaron a una concentracién de 150-175 ng/ul utilizando
una DNA SpeedVAC 100 (Sanvant). Para el curso en el tiempo de la digestion
con DNAsa I se prepararon cinco alicuotas con 1 pg de DNA (40 ul) en
microtubos de 0.5 ml en presencia de MgCl; 2.5 mM (4ul de MgCI2 20mM) y
Tris-HCl 2.5 mM pH 7.4 (4ul Tris-HCI 1M pH 7.4). Las mezclas se incubaron
a 15° C en un bafio de agua durante 5 minutos. La reaccién de digestion se
desencadend con 7 ul de DNAsa I de una concentracién de 0.1 mg/ul. Se
tomaron alicuotas de 15 ulalos 0, 0.5, 1,2 y 4 minutos vy la reaccién detuvo
con 5yl de EDTA 1M, agitando vigorosamente durante 5 min. y
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posteriormente incubando durante otros 10 min. a 67° C. Las alicuotas se
mezclaron con amortiguador de carga para geles de agarosa y se corrieron
en geles de agarosa de alto punto de fusion 3% con bromuro de etidio.
Mediante un analisis visual con luz UV, se escogieron dos tiempos de
digestidn en los cuales al menos el 80% de material estuviera reducido 2l
10% de tamafio original del gen. Hecho esto, se volvid a digerir material en
las mismas condiciones, con la salvedad de que las reacciones se detuvieron
en el tiempo escogido. Dicho material se corrid en un gel de agarosa de alto
punto de fusidén 3% y ef material (al menos 80% de este) se extrajo
empleando papet de intercambio catiénico (DEAE- celulosa). Eif papef que
contiene el DNA se transfirid a un microtubo de 2 ml y se lavd con 500 ul de
NaCl 100mM frio agitdndolo durante 5 minutos. El macerado se transfirid a
un microtubo de 0.5 ml con un pequefio hoyo en el fondo. Este tubo se
colocé dentro de un microtubo de 2 m y se centrifugd a 4000xg durante 5
minutos en una ultracentrifuga de mesa a temperatura ambiente. Se
descartd la solucion y el papel seco se transfirio a un microtubo de 2 mi
donde se agregaron 500 pi de NaCl 1 M. La mezcla se agito por 5 minutos y
se incubd a 67° C por 10 minutos mas. Se repitid el proceso tres veces y
cada una de ellas se guardd la fase liquida. El DNA de las tres muestras se
extrajo con fenol (este método esta descrito en el protocolo de ligacion). El
DNA extraido se resuspendi6é en 50 ul de agua destilada.

Para la primera PCR se emplearon |la mezcla esténdar de amplificacién
sin oligénucledtidos y usando entre 5-50 ul del DNA fragmentado. Ei
programa de la termocicladora consiste en 96° C x 3 min. y un ciclo de 40
veces 94° C x 30 seg., 55° C x 30 segundos y 72° C x 1 min. + 5 seg. por
ciclo. Una vez terminado el programa se tomaron 5 ul de la mezcla de
reaccion y se corrieron en un gel de agarosa 1%. En estos geles debid
aparecer un barrido, en los casos en los que no ocurrié asi se modificaron las
temperaturas de empalme o la cantidad de DNA fragmentado.
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Para la ampiificacion de lo genes ensamblados se corrieron PCR
estandares empleando 1ul de diluciones 1:50, 1:10 y 1:1 de la primera PCR
como molde. Se emplearon coma oligos anidados los pares Nflag hPTERFor,
Kpnl (hPTERRev) en el caso de hpter(pte) y hpter; y Nflag ePHPFor, Kpnl
{ePHPRev) para ephp(pte) y ephp. Se corrieron muestras de estas reacciones
en un gel 1%. En los casos en los que se obtuvo un barrido en lugar de una
banda clara, se repitid la reaccion haciendo diluciones 1:250 y 1:500 de la
solucién de la primera PCR.

Purificacion de los productos de PCR.
El DNA amplificado mediante PCRs fue purificado empleando el kit de
Purificacion de PCR de Qlagen y siguiendo el protocolo del proveedor.

Digestion

Una vez construidos el genes, las reacciones de PCR fueron extraidas con
un kit de Extraccion Promega, siguiendo las instrucciones del proveedor.
Se procedit a digerir con las enzimas de restriccidon Ncol y Kpnl. Las
digestiones con enzimas de restriccién se llevaron en un amortiguador
general de Tris-HCI pH 7.5 100 mM, MgCi2 35 mM, KCI 500 mM, BSA 0.5
mg/mi, B-mercaptoetanol 15 mM a 37°C durante 3-4 horas. Las digestiones
se purificaron en geles de agarosa — generalmente 1% - empleando el kit de
Promega para purificacion por gel. En varias ocasiones se tuvo que repetir el
proceso de digestion de los fragmentos para tener una ligacién y clonacién
mds eficiente.

Ligacion

Para la ligacion del inserto y vector digeridos se utilizd la DNA ligasa T4. En
general, se realizaron en un volumen final de 10 ul conteniendo el
amortiguador de ligacion, el vector digerido (30-20 ng/ ul), el inserto
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digerido (60 ng/ ul) y DNA ligasa T4. Se realizaron ligaciones a diferentes
proporciones de vector e insertec y controles negativos conteniendo vector
pero no inserto. Las mezclas e ligaciones se agitaron levemente y la reaccion
se dejé a 2-3 horas a temperatura ambiente o 16° C por 12-14 horas.

El DNA se extrajo con 2x fenol, 1 x fenol/cloroformo/iscamii aicohol
(100:96:4). Se precipité con 1/10 del volumen con NaAC (3M} y 2.5 x
etanol puro por 15 min. a temperatura ambiente. El DNA se lava con 200 pl
de 80% etanol y el botén se resuspendid en 10 pl de agua pura.

Preparacion de células electrocompetentes

En una caja de Petri con medio LB se siembra la cepa de Escherichia coli de
interés y esta se incuba toda la noche (12-14 hrs.) a 37° C. Se toma una
colonia de esta caja y con ella se inoculan 10 mi de medio 2xTY y se inoculan
durante 12-14 horas a 30° C o 37° C generalmente ¢on una agitacion de
250 rpm. De aqui se toma 1 ml de este cultivo para inocular diez matraces
estériles Erlenmeyer de 500 ml con 100 mi de medio 2xTY. Este cultivo se
crece a 37° Cy 250 rpm hasta obtener una D.Q.g00 = 0.5-0.75 (fase
semilogaritmica de crecimiento). Las células se enfrian en hielo durante 30
minutos. Posteriormente se las células se cosechan centrifugando a 4000 x g
por 20 minutos a 4° C, Los botones se resuspenden en 50 ml de Hepes 1 mM
pH 7.0 estéril. Después de incubar en hilo por 15 minutos, la suspencidn se
vuelve a centrifugar a 4000 x g por 20 minutos a 4° C. Los botones se lavan
con 20 ml de gliceroi 10% y Hepes imM pH 7.0 frio. Se repite una
centrifugacion a 4000 x g por 20 minutos a 4° C pero ahora los botones se
resuspenden en 2-3 ml de glicercl 10% y Hepes 1mM pH 7.0 frio. Se
preparan alicuotas de 100ul en criotubos, los cuales se congelan con un bafio
en nitrégeno liquido y se conservan a ~-80° C.

Electroporacion
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Los pldsmidos se introdujeron a las células mediante electroporacion. Esto se
fogra aplicando descarga etéctrica de un voltaje aito a una mezcla de células
electrocompetentes y plasmidos. La corriente creada permite la entrada del
DNA al hacer la membrana cefular mas permeable (Binotto et a/, 1991). En
general, 2 ul de la mezcla de ligacion se agregan a 40 ul de células
electrocompetentes y esta mezcla se transfiere a una cubeta de
electroporacién (EQUIBIQ) previamente enfriada. Para |a electroporacién se
utiliza el aparato BIORAD Gene PulserTM II con 2.5 kV, resistencia de 200 Q
y 25 uFD de capacitancia. Una vez recibida la descarga, la mezcia se
transfiere a 1ml de medio 2xTY y se incuba a 37° C por 45 - 50 minutos.
Posteriormente las mezcla se centrifuga a 4000 rpm durante 10 minutos
para concentrar las células. El boton se resuspende en 200 ul dei
sobrenandante y se esparcen 100 ul del concentrado y se crean diluciones
1/10, 1/100 y 1/1000 en cajas con medio LB (100ug/mi AMP, 20% Glucosa).
Las cajas se incuban a 37° C por 12-14 horas.

Plaqueo de cajas de Petri

Se prepara una solucion de medio rico 2xTY mas glucosa 1% vy se le ajusta el
pH a 7.0 con NaOH. A esta mezcla se le agregran 15 g/litro de bacto-agar y
se esteriliza en autoclave. Antes de verter el medio en las placas se le
agregan ampicilina a una concentracién final de 100 ug/ml. Las bacterias se
sembraban con asas desechables NUNC (Naige Nunc, International) y las
placas se incubaban a 25° C, 30° C o 37° C. Las cajas se almacenaron a 4
°C.

Almacén de las cepas a -80° C

Para el almacenar las cepas se inocularon 5 ml de medio 2xTY con una
colonia de interés y se incubaron durante 12 horas a 37° C con agitacién de
250 r.p.m. 500 pl de este cultivo se mezclé con 500 ul de glicerol estéril
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100% en un tubo falcon de criogenia. Se congeiaron los tubos
inmersiéndolos en nitrégeno liquido para su posterior almacenamiento a
~80° C.

Seleccion in vivo

En microplacas de 96 pozos se inocula una clona en 100ml de medio rico
2XTY y 100ml! de paraoxdn previamente diluido en agua estérii. Se deja
creciendo la placa a 37° C con una agitacion de 225 r.p.m. Cada hora se
mide en un espectrofotdmetro de microplacas SpectraMAX 190 (Molecular
Devices, California) la D.O. a 600 nm y 405 nm Modificaciones a este sencillo
método son la temperatura a la cual se incuban las bacterias (se probaron
25, 30 y 40 grados), asi como hacer preinGcuios previos a la seleccién de tal
forma que la D.Q.gpp inicial pudiera ser controlada (se probaron desde
D.0.600 = 0.01 hasta una D.0O.ggo= 0.5).

Transcripcion/Traduccion in vitro: Seleccién in vitro

En microtubos de 0.2 ml se agregan 25 pl del Sistema E. cofli S-30 (extracto
para moldes lineares), 0.5 pl de la RNA Polimerasa T7 y 2.5 pl de DNA a la
concentracion requerida (normalmente entre 0.5 nM y 10 nM). Se incuba 20
minutos a 25° C. Se toman alicuotas de 10 ul y se les agregan 150 pi de
TRIS 50 mM pH 8.3 vy 0.1 mM CoCl:, 1 mM NaHCOs3. Estas mezclas se
preparan microplacas de 96 pozos. La reaccidon se desencadena agregando
40 pl de paraoxdn previamente diluido en el mismo amortiguador. Se sigue
la reaccidn a 405 nM en el espectrofotdmetro de microplacas SpectraMAX
190.

Secuencia
Los pldsmidos o reacciones de PCR purificados con los métodos respectivos
se mandaron a secuenciar a [a compaiifa Oswell (South Hampton, R. U.) con

los oligonucledtidos necesarics,
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Cultivo de bacterias

Se inocularon las clonas de interés en Sml de medio 2xTY estéril con 100
ug/ul de ampicilina a 37° C con una agitacién de 250 r.p.m. durante 12 horas
en tubos de polipropileno de 12 ml, De este cultivo se toman 40 ul y se
inoculan 4ml de medio 2xTY estéril con 100 ug/ul de ampicilina a 37° C con
una agitacién de 250 r.p.m. Al alcanzar una D.Q.¢q0 = 0.5 {(aprox. 2 horas)
se induce con 1mM de IPTG se transfiere a 30° C (manteniendo la agitacion)
y se deja creciendo entre 16 y 24 horas.

Electroforesis de gel de poliacrilamida

Para el andlisis de sobreexpresién se usaron geles prefabricados de
poliacrilamida 20% SDS del sistema electroforético Phast de Pharmacia
(Phast system Separation Technique, Pharmacia Biotech, St Albans, UK). Se
tomaron alicuotas de cuitivo de bacterias inducido y esta se diluyeron _ con
al amortiguador Tris/HCI 10 mM, EDTA pH 8.0 1mM, 2.5% SDS 2.5%, 2-
mercaptoetanol 5% y azul de bromofenol R-350 0.01%. 1 pl de la mezcla se
cargo en el gel junto con los marcadores pretefiidos de bajo peso molecular.
Para la tincién se empled azul de Coomassie, lavando posteriormente con
una solucién de etanol 25% vy acido acético 10%.

Tamizado in vivo

Para el ensayo de actividad de paraoxonasa se tomaron del cultivo de
bacterias inducido alicuotas y se llevaron a una 0.D.ego = 0.1, 50 ul de estas
dilucicnes se dispensaron en microplacas de 96 pozos (un pozo por cultivo).
Se agregaron 25 ul de CoCl; 8 mM en Tris-HCI 50mM pH 8.3 y 25 ul de
NaHCO; 80 mM en Tris-HClI 50mM pH 8.3. Esta mezcla se agita y se incuba
a temperatura ambiente durante 10 minutos. Se prepara una solucion de
paraoxdn 0.5 mM en Tris-HC! 50mM pH 8.3. La reaccion se desencadena

agregando 100 pi de ia soiucion de paraoxon a ia mezcia con bacterias. Las
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mezcla final contiene CoCl; 1mM, NaHCO; 1mM, D.0O.g00 = 0.025 del cultivo
de bacterias, paraoxdén 0.25 mM y Tris-HCI 40 mM pH 8.3. La hidrdlisis de
paraoxdn se sigue a través de la aparicion de p-nitrofenol (g = 17,000 M
lermt) a 405 nm y el crecimiento celutar a 600 nm (25°C) empleando un
espectrofotometro para microplacas SpectraMAX 190.

Oligonucleétidos

Construccidn de ephp(igps)

Pifor ePHP(IGPS)

5’ ACACCATCGGCAAGARCAGCGARTCCGGCATCCGTATTGCGATGCTTCATGCGE 3

Plrev ePHP(IGPS}

5 ACACCATCGGCARGAACAGCGAATCCGGCATCCGTATTGCGATGCTTCATGCGE 3

P2for ePHP(IGPS)

5' GTCATGCTGTCGATGGATGGTTTTCTGATTGGTTCGGCGTTCATGGCCCGCTCCCATTTARAAGSC 37

P2rev ePHP(IGPS)
5' GGCTTTTARATGGGAGCGGGCCATCAACGCCGARCCARTCAGAAARCCATCCATCGACAGCATGAC 3

Construccién de ephp(pte)

Plafor ePHP(PTE)

5' TACGTGCAGTTCGACCACHNNSSSSCACAGTGCGNNSGGTCTAGAAGATAATGCGACCATCGGCRAGARAL 3
Plarev ePHP(PTE)

5* GTTCTIGCCGATGGTCGCATTATCTTCTAGACCSNNCGCACTGTGSSSSNNGTGGTCGARCTGCACGTA 37

P1bfor ePHP(PTE)

5/ CTAGAAGATAATGCGAGTGCATCAGCCCTCCTGGGEATCCGTTCGTGGCARACACGTATTGCGATGCTT 3¢
Plbrev ePHP(PTE)}

5' CATCGCARTACGTGTTTGCCACGARCGGATGCCCAGGAGGGCTGATGCACTCGCATTATCTTCTAG 3
P2afor ePHP{PTE)

5' GTCATGCTGTCGATSGGACTGLCTGTTCGGGT T TCGRAGCTATETCACCARCATCATGCGCTECCATTTARRAGCE 37

P2arev ePHP(PTE)
57 GGCTTTTAARTGGGAGCGCATGATGT TGGTGACATAGC TCGAAAACCCGRACAGCCAGTCCATCGACAGCATGAC 31

Construccion de hpter{pte)

Plafor hPTER(PTE)
5 TACTTGGAATATGATCACNNSSSSCACAGTGCGNNSGGTCTAGRAGATARTGCGCTCTTTGGTACTGAA 37
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Plarev hPTER(PTE)
5’ TTCAGTACCAARGAGCGCATTATCTTCTAGACCSNNCGCACTITGSSSSNNGTGATCATATTCCARGTA 3'
Pibfor hPTER(PTE)
5' CTAGAARGATAATGCGAGTGCATCAGCCCTCCTGGGCATCCGT TCGTGGCAAACARGAATTAGAAGGGTG 3’
Plbrev hPTER{PTE}
5" CACCCTTCTAATTCTTGTTTGCCACGRACGGATGCCCAGGAGEGCTGATGCACTCGCATTATCTTCTAG 37
P2afor hPTER({PTE)

5’  ATTCTGGTAGCACATGACTGGCTGTTCGGGTTTTCGAGC TATG T CATCANCATCATGARARCCCGGCTGATGAAA 3’

P2arev hPTER(PTE)
5’ TTTCATCAGCCGGGTTTTCATGATGTTGGTGACATAGC TCGARARCCSSARCAGCCAGTCATGTGCTACCAGAAT 3

El vector pJB122 (sobreexpresién)
BamH1Flag{ePHPrev)

5* GCCCAGCCGGGATCCTTATTATTATTGGAAARATTGAGAGGGATTTITCAC 37
BamH1Flag{OPDrev}

5' GCCCAGCCGGGATCCTTATTATGACGUCCGCAAGGTCGLTCGACAAGARCCG 37
BamH1Flag{hPTERrev)

5" GCCCAGCCGGGATCCTTATTATTTGARAGTTAGCCATTGCTTAGGGTT 37
NcoI{ePHPFOR)

5* CATTGCCAAGCCATGGACATGAGTTTTGATCCGACGGGTTALALC 37
Ncol(OPDfor)

5’ CATTGCCARGCCATGGACATGGCTTCGATCGGCACAGGCGATCGGATC 37
NcoI(hPTERfoOr)

5’ CATTGCCAAGCCATGGACATGTCTTCCTTAAGTGGARAAGTCIAA 37
LBRP1-plB

5’ GCGAAGCGGCACTGCTCT 3°

LBRP2-pIB

5 GCTGGTRATGGGTAAAGG 3’

El vector pGEM (transcripcidén/traduccién in vitro)
LMB2

5' TGTAAAACGACGGCCAGT 3’

LMB3

5' CAGGRAACAGCTATGAC 3*

LMB2elonged

5 TGTAAAACGACGGCCAGTGARTTGGATTTAGGTGACACTATAGRATACG 3'

LMB3elonged
5’ CAGGAARCAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCTCTAATACIACTCACTATAGGG 3°




Nflag hPTERFor

5" CATTGUCAAGCCATGGACTACAAAGATGACGATGATARRATCACCAACAGLATGTCTTCCTTAAGTGSA 37

Kpnl (hPTERRev)
3" TCGATACGTCGGTACCTTATTATTTGAAAGTTAGCCATTGCTTAGGGTT 37

Nflag OPDFor

5' CATTGCCAAGCCATGGACTACARAGATGACGATGATAARATCACCAACAGCGGCGATCGGATCARTACCE 3

Kpnl (OPDRev)

5’ TCGATACGTCGGTACCTTATTATGACGCCCGCAAGGTCGGTG 37

Nflag ePHPFor

5’ CATTGCCAAGCCATGGACTACAAAGATGACGATGATARAATCACCAACAGCATGAGTTTTGATCCGALG
KpnI {ePHPRev)

5' TCGATACGTCGGTACCTTATTATTATTGGAARAATTGAGAGGGATTTTCACG 3’

El vector pCE820 (exportacién al periplasma)

Opdrev

3' GCCCAGCCGGGATCCATTTGACGCCCGCARGGTCGGTGACRAGRACCGCGCCGS 37

pte-sp
5' CGGAGAGAGTAGGCCATGGGCACGAGARGGGTTGTGCTCAAGTCTGCGGCC 37

PB878

5' GCTGTTGACARTTARTCATCCGGCTCG 3°
PB79

5’ CCGCCAAAACAGCCAAGCTTGCATGCC 37

Eliminacion de la mutacion sin sentido ephp
ePHP MutSTOPrev

$* CATCGGCCTGACTGRATCCTG 3°

ePHP MutSTOPfor

5’ CAGGATTCAGTCAGGCCGATG 3'

Eliminacion del sitio de restriccién Ncol en hpter
NcolMutFor
5' CTTATGAATGAAATTCTDCACGGAGCTGATGGAACCAGT 3°

NcolMutRey
5’ ACTGGTICCATCAGCTCCGTGHAGAATTTCATTCATAARG 3¢

Diversidad para ephp
PlaDivFor (ePHP/PTE)

3

5' TACGTGCAGTTCGACCACNTNNTNCACWMYGCGNTNGGTNTNGANGANWMYGCGACCATCGGCAAGAAT 37

PlaDivRev {(ePHP/PTE)

5" GTTCTTGCCGATGGTCGCREKWNTCNTCHANACCHANCGCREWGTGHANNANGTGGTCSAACTGCACGTA 37




P1bDivFar (ePHP/PTE)

57 CTAGAAGATAATGCGWMYGCAWYMGCCNTNNTNGGCNTNARRWMYTGGWMYWMYCGTATTGCGATGCTT
PibDivRev (ePHP/PTE)

5’ ARGCATCGCAATACGRKWRKWCCARKWYY THANGCCNRNNANGGCKRWTGCRKWCGCATTATCTTCTAG 3°
P2aDivFor (ePHP/PTE)

5’ GTCATGCTGTCGATGGACTGGCTGNTNNNYTTTWMYWMYTATHTNWMYWMYNTNATGCGCTCCCATTTARRRGCC 3°
P2aDivREv (ePHP/PTE)

5' GGCTTTTARATGGGAGCGCATRANRKWAKWNANATARKWRKWARARNNNANCAGCCAGTCCATCGACAGCATGAC 3
P2bDivFor (ePHP/PTE)

5' GTCACCARCATCATGGANNTNATGGANARRNTNWMYNTNGANGGCTATGACTATTTA 2°

P2bDivRev (ePHP/PTE)

5 TARATAGTCATAGCCNTCNANRKWNANYYTNTCCATNANNTCCATGATGTTGGTGAC 3°

Oligos de diversidad para hpter

PlaDivRev{hPTER/PTE)

§* TTCAGTACCRAAGAGCGCREKWNTCNTCNANACCNANCGCRKWGTGNANNANGTGATCATATTCCAAGTA 3°
PlaDivFor (hPTER/PTE)

5’ TACTTGGAATATGATCACNTNNTNCACWMYGCGNTNGGTNTNGANGANWMYGCGCTCTTTGGTACTGAR 3
Pi1bDivFor (hPTER/PTE}

57 NTNGANGANWMYGCGWMYGCAWYMGCCNTNNTRGGCNTNARRWMY TGGWMYWMY AGAATTAGAAGGGTG 3°
P1bDivRev(hPTER/PTE)

3!

5’ CACCCTTCTAATTCTRKWRKWCCARKWYYTNANGCCNANNANGGCKRWTGCRKWCGCRKWNTCHTCNAN 3°

P2aDivFor (WPTER/PTE)

5 ATTCTGGTAGCACATGACTGGCTGNTNNNY TT THMY WMY TATN TNWM Y WMYNTHATGARARCCCGGCTGATGARA 3
P2aDivRev(hPTER/PTE)

5 T TTCATCAGCCGGGTTTTCATHANRKWRKHNANATARKWRKWARARNNNANCAGCCAGTCATGTGCTACCAGAAT 3
P2bDivFor (hPTER/PTE)

5’ GTCACCAACATCATGGANNTNATGGANARRNTNWMYNTNGANGGCTATTCTCATATA 3'

P2bDivRev(hPTER/PTE)
5" TATATGAGAATAGCCNTCNANRKWNANY YTNTCCATNANNTCCATGATGTTGGIGAS 3
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APENDICE

Cédigo de bases nitrogenadas empleado en la sintesis de oligonucledtidos
degenerados

A = Adenosina

C = Citosina
G = Guanosina
T = Timidina

R = Purina (A0 G)

Y = Pirimidina (Co T)

S =3 puentesde H (G o C)
W=2Hpuentesde H(T o A)

K = Grupo ceto (en el surco grande) Go T
M = Grupo amino (en el surco grande) Ao C
N = Cualquier base

B=noA
D=noC
H=noG
V=noT
El complemento de ACGTRYKMSWBDHVN

es TGCAYRMKSWVHDBN
Cédigo Genético Estindar

ler. Base = TTITTTTTTITTTTTTCCCCCCCCCCCCCCOCARAAARRARARRARANGEGGEEGEGGEEGGGE
2da. Base = TTTTCCCCAARAGGGGTTTTCCCCAARAGGGGTTTTCCCCAAAAGGGETTTTCCCCARRAGGGE
3er. Base = TCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAG
Residuo = FFLLSSS5YY**CC*WLLLLPPPPHHQQRRRRIIIMTTTTNNKKSSRRYVVVAMAADDEEGGGS

http:/fwww3.ncbi.nim.nih. gov/htbin-post
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TABLA DE ABREVIATURAS

PTE = Fosfotriesterasa de Pseudomonas diminuta MG y de Flavobacterium
sp. (ATCC 27551).

ePHP = Proteina homologa a la fosfotriesterasa de Escherichia coli.
hPTER = Proteina homodloga a la fosfotriesterasa de humano.

PHP = PHP y hPTER

IGPS = Indol-2-gliceroi-fosfato sintasa.

PRAI = Fosforibosil antranilato isomerasa.

P1 = Asa f7 a7 de la PTE.

P2 = Asa 8 o8 de la PTE.

ePHP(PTE) = Proteina ePHP hibrida cuyas las asas §7 a7 y p8 8 fueron
sustituidas por sus homologas en la PTE (P1 y P2).

hPTER(PTE) = Proteina hPTER hibrida cuyas las asas g7 o7 y B8 a8 fueron
sustituidas por sus homadlogas en la PTE (P1 y P2).

ePHP(IGPS) = Proteina ePHP hibrida cuyas las asas f7 o7 y B8 oB fueron
sustituidas por sus homdélogas en fa IGPS.

PCR = Reaccidn en cadena de la polimerasa.

StEP = Staggered Extension Process.

SDS = Suifato dodecil de sodio.

IPTG = Isopropil -p-D-tiogalactosido.
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