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Resumen

La evolucién dirigida de¢ proteinas presenta dos pasos limitantes, uno de los cuales
es la generacidn de variabilidad. A pesar de que sc ha puesto gran interés en ¢l desarrollo de
mejores métodos, la eficiencia de transformacion celular sigue siendo un importante cucllo
de botella, restringiendo ¢l tamaiio de las librerins a menos de 10” variantes. En la
generacion de librerias de anticuerpos este problema ha sido resuclto utilizando 1a
recombinacion in vive sitio especitica. En esta estrategia se utiliza la recombinacion para
combinar de nucvo y repetidamente las diferentes parcjas de cadenas pesadas y cadenas
ligeras de una libreria previamente construida. Lo anterior es posible al insertar un sitio
reconocido por la Cre recombinasa (sitio JoxP) entre las cadenas a recombinar, el cual es
traducido en un péptido conector. En el presente trabajo sc describe la implementacion de
un sistema de recombinacion in vivo para la fosforribosil antranilato isomerasa (PRAD) de
Escherichia coli, una enzima citoplasmatica de un solo dominio barril a/fi. Basandose en
cstudios previos de corte, se generd una enzima activa in vivo con ¢l sitio JoxP insertado
entre la a4 y BS. Posteriormente se formd una proteina completa v activa por medio de
recombinacion, a partir de la integraciéon de dos de sus tragmentos cltonados de manera
independiente en el vector de recombinacion, La eficiencia del proceso demuestra gue el
sistema pucde ser una buena herramienta en la generacién de grandes librerias de proteinas

para la bisqueda de nuevas propicdades enzimaticas.



Introduccion

‘lLas  proteinas  conforman  uno de los cuatro principales grupos de
biomacromoléculas. En gran medida las células estin hechas de proteinas, las cuales
constituyen mas de la mitad del peso scco de la célula; **cada una de las propiedades que
caracteriza 2 un organismo vivo cstd afectada por proteinas™ (Creighton T. E., 1993). A
pesar de que los dcidos nucléicos son los que almacenan ln informacion requerida en los
diferentes procesos de los scres vivos, las proteinas son ¢l aparato que cjecuta esta
informacion. LLa cxpresién de los genes no sélo resulta en la sintesis de proteinas sino que
también depende de éstas. Las proteinas determinan la forma y estructura celular, sirven
como instrumentos de reconocimiento y catalisis molecular, y almacenan y transportan una
gran varicdad de particulas, desde clectrones hasta macromoléculas. La gran cantidad de
reacciones quimicas de los organismos vivos depende de las proteinas, ya que por si solas
estas reacciones no podrian ocurrir lo suficientemente rapido para sustentar la vida. Las
enzimas (proteinas cataliticas) aumentan cnormemente la tasa de reaccion de estos
fenomenos quimicos. El intervalo de funciones que las proteinas cumplen ¢s enorme, desde
enzimas hasta algunas proteinas que son simplemente estructurales fonmando, por ¢jemplo,
cl citoesqueleto de las células y los tendones, hucsos, uias y pelo de los animales (Alberts
B. D. ¢r al., 1983; Creighton T. E., 1993; Lodish H. A. er al., 2000).

Por lo anterior, las proteinas han sido y son uno de los principales objetos de estudio
de la bioquimica. Es importante conocer y entender su estructura y funcién, asi como
entender ¢l proceso mediante ¢l cual las proteinas modernas han evolucionado a partir de
precursores mis simples (Hocker B. er al., 2001"). Ademas, su entendimiento no sélo es
fundamental para la ciencia bisica sino también para la ciencia aplicada debido a su valor
ccondmico. IEn las Gltimas décadas el estudio de las proteinas, ¥ en especial de las enzimas,
ha sido revolucionado por la ingenieria de proteinas. A través del uso de la tecnologia del
dcido desoxidoribonucléico (DNA) recombinante y de la quimica de los dcidos nucléicos ha
sido posible confeccionar las proteinas. Se ha logrado la produccion de grandes cantidades
de proteinas antes inaccesibles, asi como la riapida determinacion de su estructura primaria

a través de la sccuenciacion del gen que las codifica y la moditicacion de sus estructura

*

por medio de la mutacion del gen correspondiente (Fersht A., 1985). En la reciente

expansion de la biotecnologia, la estrategia anterior juega un papel fundamental en la
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blasqueda de nuevas propicdades protéicas de aplicacion para la industria quimica,
farmacéutica y de alimentos (Cohen N. er al., 2001), lograndose que esta busqueda no esté
limitada a la tradicional cxploracion de proteinas ya existentes en los organismos naturales,
La primera aproximacién se dio con la aplicacion de estrategias de diseiio racional, las
cuales comprenden la modificacion especifica de 1n proteina objetivo basandose en la teoria
general y el conocimiento previo de ésta. Para lo anterior se necesita contar con
informacion estructural de alta calidad, con el fin de poder generar modelos moleculares
que permitan obtener las conformaciones cstructurales que mis probablemente adquirira la
proteina, después de que se le realicen las diferentes modificaciones (Jermutus L. ef al.,
2001). Sin embargo, la limitada habilidad para predecir los requerimicntos estructurales de
las proteinas hace que esta estrategia sca difictl y poco fructificante (Schmidt-Dannert C.,
2001).

Como una alternativa a la cstrategin racional, y mas que nada enfocada a la
obtencion de nuevas propicdades aplicables de las proteinas, recientemente surgio la
cstrategia conocida como evolucioén dirigida. La idea general fue primeramente utilizada
por Spicgleman en dcidos nucléicos (Mills D.R. ef al.. 1967). Posterionnente, ¢l grupo de
Arnold, como uno de los pioneros, aplicéd los principios de la teoria de evolucion molecular
crcada por Eigen (1984) y Kautliman (1993), para la creacion de enzimas mejoradas (Chen
K. et al., 1993). En términos gencrales la estrategia imita ¢l proceso de evolucién molecular
natural de mutacién — selececion, aunque se le considera dirigida porque se seleccionan
unicamente aquellas variantes cuyas propicdades son mas cercanas a las requeridas para la
aplicacion de interés. El grupo de Arnold demostré que varios ciclos iterativos de este
proceso, es decir mutacion azarosa seguida por muestreo de las librerias creadas, arrojaban
enzimas mas activas y estables en tiempos considerablemente cortos (Schmidt-Dannert C.,
2001). Actualmente la evolucion dirigida es una metodologia muy usada en ¢l diseiio de
enzimas y que ha revolucionado la ingenicria de proteinas (Jermutus L. er al., 2001,
Schmidt-Dannecrt C., 2001). Lo anterior debido a que pucde ser usada para la confeccion de
proteinas con cierto fin, ya sea una aplicacion en ciencia basica o prictica, incluso ante la
ausencia de informacion estructural detallada y falta de conocimiento del sistema (Taylor S.
V. et al., 2001). Sin embargo, la evoluciéon dirigida, mas que desplazar al enfoque racional

lo ha complementado.




La cantidad dc trabajos dondc sc reporta la modificaciéon de cicerta proteina por
cvolucion dirigida es considerable a la fecha (labla 1) y aumenta a pasos agigantados
(Schmidt-Dannert C., 2001). Los trabajos mids comunes ticnen que ver con ¢l mejoramiento
dc la cstabilidad y actividad ezimatica, aunquc también cxisten trabajos de cambio de
requerimicntos de substrato de las enzimas y cnantioscelectividad, ademas de que se prevé
que csta estrategia puede ser til para mejorar la expresion heterdloga de proteinas
funcionales. modificar los requerimicntos dc activadores y cofactores, o mcjorar la
resistencia a condiciones oxidantes o modificaciones quimicas (Schmidt-Dannert C., 2001).
Es importante mencionar que la evolucion dirigida ha mostrado ser de gran utilidad en el
diseiio de proteinas dirigido a investigar la relacién funcion — estructura, revelando aspectos

que hubieran sido dificiles o imposibies de predecir racionalmente.

Genene
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Figura 1. Pasos de la evolucién dirigida. El ancho de las figuras representa de manera general el numero de
variantes involucradas en cada paso.

Los métodos de Jo distintos autores ticnen varicdades, pero en gencral consisten en
los pasos ilustrados en Ia figura 1. Los trabajos hasta ahora realizados han revelado que son
dos los pasos limitantes en la evolucién dirigida: la generacion de variabilidad (mutacién) y
¢l aislamiento de las mejores variantes (seleccion o muestreo). Por lo tanto, ¢éstos pasos son
los que se encucntran en la mira para el desarrollo de nuevas herramientas que pcmiitan
mcjorar la estrategia. Hasta ahora la forma mas cficiente de aislar a las mejores variantes
han demostrado ser los esquemas dc secleccidén in vivo, ya que permiten la busqueda

cxhaustiva en librerias grandes, de hasta 10" variantes (Taylor S. V. er al., 2001).




‘Tabla 1. Algunos trabajos de evolucion dirigidn

Enzima objctivo

Funcién objetive

Referencia

Lizo ctal. (19%6)

subtilisina E

actividad en solveniss arganicos

(1993); Amold & Chen (1994

}-lactamasa

actividad hacia nuevos sustratos

Steminer (1994)

sublilisina BPN*

cstabilidad en Ta ausencia de Ca®

Strausherg et al. (1995)

pam-nitrobenzil estersa

actividad hacia pNB &teres; actividad en solvenies
orgdnicos

Moore & Amold (19963, KMoore et al.

{1997); Amald X Moore (1998)

thymidine kinasce

especilicudad por sustmio (lempia genica)

Black ct al (1996)

B-galactosidasn

actividad hacia nucvos sustratos; especificidad por
sustralo

Zhang o al. (1997)

Subtilisina E

You & Amold (1996)

nivel de expresidn; actividad en solventies organicos
1 {terapia génica)

Chnistians & Loch (1996

O6 tguanine-DNA alquilt;

Ruta de desintoxicacion por

Cramnen ctal. (1997)

anunoacil-RNA sinlctsa

a
aminoacilacion de un IRNA modificado

Liu ct al, (1997)

aspartato aminotransice

actividad hacia amino y 2-ox0 acidos f-runificmdos

Yana ctal (1907)

Okhels ctal (1997

Tipasa capac ulad Para Tavadn

Tipasay 1dad en hidrolisis de g 12- Rectz ctal (1997)
metitdecanoate

Tipa actividad hacsa p-nitrofentl ésleres de cadena larga van kampen et al. (1998)

PN esterasa termoesiabilidad Giver ctal (199%)

esterasa tividad de hadrolisisde un éster 3-hidroxr | Bomscheuer etal (T995)
esténcamenie impadido

subtilisina tenmnocs tabil Zhao & Amold (1999)

Subtilisin; tennocstabilidad Zhao etal. (1998)

B Tentus subtilisina

nivel deexpresion (actividad otal 3¢ Ta enzima
secretada)

Naki'etal. (1998)

actividad a 10°C

Taguchi ot al. (199%)

ter bilidad

IS0 Teshit

Aknnuina ct al. (1998)

actividad hacia

Crmnen et 3l { 1908)

os porinasis

nato mutasa

aenzi ica (zolubilidad)

NacBeath et al (1998)

Ditenil dioxigenasas

degradacion de bifenilos policlonnadas (PCEs)

Kumamany et al (1998)

FLIr e invive

1 o clevadas on £ coliyven
celulas mamiferas; teamoestahilidad in vitro

uchholz et al. (1998)

endonucleasa EcoRV

[ del sitio der

Lanio ct al. (1998)

citocrome P450cam

actividad incrementada on Ta mita de peroxido shunt,
hacin pallalene

Juo et al. (1999)

moglobina actividad peroxidasa Wan ot al. (199%)
_aspartato aminotrmnsfermsa cspecilicidad por susinito Quc ot al. (1999)
1EM-1 -1 ey actividad hacia cefolavima Zaccolo ctal. (1999)

lutation transfersy

especiicidad por sustralo)

Hansson ot al. (1 999)

“infenil dioxgenasa

rango extendido de sustratos

Hruhfinann ot al. (1999)

Coprinus cinereus peroxidase

Cherry ctal { 1999)

}-glucuronidase

Stabilidad a peroside, tennoesabilidad
de funcidn d & e entrey

Mat ct al (1999)

con glutanldehido

“catalasa Vot B, stcarothermophilus

cstabiindad

Matsumar et al. (19993

subtilisina 841

Termoestabilidad mejonuda

Miyazaki & Amold (1999)

hudantoinasa cnantioselectividad + actividad invertida total May et al (2000)

~ublilisinas con vanas prop cn Ia actividad Ness et al. (1999)

esterasa vidad Henhe & Bomscheuer (1999)
Hmiding kinisa espevificidad por sustrato Christians ct al. (1999)
catecol 2 3-diony genases tennocstabyidad kl\uchl ot al, (1999)

ndol-3-glicerol-tosfato sintasa

conienr nueva actividad

ot al. (2000)

5 stearothermophilus lactato
deshidrogenasa

climinar requeriineinto de fructosa 1.6 bisfosfato
(FBP)

Allen & Holbrook (2000)

hasamcina aucleondil trans

ter ihdad

Hoscks ctal. (1999)

Il stearathermophilus ann,

mcn:mcnm de cxpmsuﬁn on £ coli

Cheong & Onicl (2000)

“pliospholipase AT

ther

Song & Rhee (2000

Peroxadasa de ribano

Incremenio de actividalexpresidn en S cerevisiae

Morawski et al. (2000)

2-hydroxiacrdo _deshidr

Tequertniento de co-factor (fructosa 1,6 bisfosfato)

Allen et al. (2600)

lucnu desaturasa y licopeno cl(.la\a

Tutas parit nuevos cantenoides (especilicidad por
sustrato y de reacceion)

Schmidt-Dannert et al. (2000)

citocromo P450 Bin-3

espectfictdad por sustrmto

Li et al (2000)

Tabla 1. Algunos trabajos de evolucién dirigida (Obtenida de Saab-Rincén, comunicacidén personal).



En éstos se liga la propiedad objetivo con algun requerimiento fisiolagico de la eclula o
alguna sciial in vive, de tal mancera que sélo aquellas células que sobrevivan o presenten la
sefial contardn con la propiedad deseada. Sin embargo, lo anterior no sicmpre es posible y
muchas veces presenta scrias limitantes (para profundizar en este tema ver Cohen N. et al.,
2001: Schmidt-Dannert C., 2001). Por ¢l otro lado, la forma mas simple de crear
variabilidad es por mutacién puntual al azar, usando por cjemplo la reaccion en cadena de
la polimecrasa (PCR) mutagénica. Esta herramicenta es ¢l tipico punto de inicio en los
trabajos de evolucion dirigida, donde cominmente se realizan ciclos iterativos de mutacién
azarosa seguida de seleccion, con ¢l fin de que se acumulen mas mutaciones bendéticas. La
tasa de mutacion utilizada cs gencralmente no mayor a un aminoacido por proteina, debido
a las limitantes de muestreo y a que con tasas mayores gran parte de la libreria resulta no
funcional. Esta herramienta ha probado ser muy cficiente para ¢l mejoramiento de la
cstabilidad o actividad de las enzimas, sin embargo no es adecuada si ¢l cambio en el
péptido requiere la modificacion simultinea de mas de un aminoidcido (Schmidt-Dannert
C., 2001).

De manera complementaria a la mutacion puntual al azar, sc utiliza la
recombinacion de los genes que resultan del primer método. Esto permite la combinacion
aditiva de mutaciones benéficas y la climinacion de mutaciones deletéreas. E1 método mas
utilizado para la recombinacién s cl shuffling de DNA (DN shuflling) desarrotlado por
Stemmer (Stemmer W. P. er al.,, 1994%) y las variantes que de ahi han derivado. Estas
metodologias incluso han sido utilizadas independientemente de la mutacion puntual al azar
para recombinar genes homologos, buscando generar variabilidad ¢n lo que se conoce
como shuffling de familia (family shuffling) (Crameri A. ef al., 1998). La ventaja de éste es
que cl punto de partida son proteinas naturales que ya son viables y cuya secuencia es el
resultado de un largo proceso evolutivo natural cvitandose, entre otras cosas, las
mutaciones deletéreas que pudicran surgir en la mutacién al azar. Se han desarrollado otros
métodos para hacer mds eficiente la recombinacion como ¢l RACHITT desarrollado por
Coco et al. (2001). A pesar de sus aportaciones, la limitante de este tipo de métodos es que
dependen del reensamblaje por PCR de fragmentos cortos azarosos generados a partir de
genes homologos, lo que demanda altos niveles de identidad de secuencia entre los

fragmentos a reensamblar y, por lo tanto, de los genes a ser recombinados (Schmidt-



Dannert C., 2001). En general, los métodos con los que sc cuenta actualmente estin
limitados a dos eventos mutacionales, substitucidon de bascs y recombinacion homologa, y
por lo tanto seria de gran utilidad para la evolucién dirigida el desarrollo de sistemas que
permiticran la recombinacién de gencs no homdlogos, es decir, no dependientes de la
secuencia. Esto permitiria, cntre otras cosas, la recombinacion de  plegamientos
estructurales homologos con poca identidad de secuencia, asi como de motivos y dominios
estructurales no homoélogos, procesos que en la naturaleza han sido y son importantes
eventos evolutivos, Algunos métodos como ¢l ITCHY (Ostermeier M. ¢f al. 1999) o el
SHIPREC (Sicber V. et al. 2001) empiczan a ser desarrollados en esta direccion (Schmidt-
Danncert C., 2001). Y se espera que el desarrollo en paralelo de métodos para ¢l muestreo de
las variantes y generacion de variabilidad impulse la evolucién dirigida (Cohen N. er al.,

2001). Este cs el contexto en el cual es desarrollado ¢l presente trabajo.

Barriles a/f§

En cl campo dc la ingenicria de protcinas, ultimamente se ha puesto gran atencidn
cn el grupo de los barriles a/b, barriles TIM o barriles (Ba)s. Este grupo de proteinas se
caracteriza por tener un dominio de alrededor de 250 aminoacidos. conformado por ocho
estructuras B-plegadas, rodeadas por sicte u ocho estructuras a-hélices (Wicrenga R. K.,
2001). Cada una de las f3-plegadas intcriores estd conectada a una a-hélice exterior, por lo
que s¢ puede considerar que ¢s una estructura (a/B)s (Farber G. er al., 1990). Las ocho -
plegadas forman en el interior una red de puentes de hidrogeno que definen la estructura del
dominio. La B-plegada 1 forma puentes de hidrogeno medulares con sus B-plegadas
vecinas, la 2 y la 8, y asi dc manera correspondiente. Usualmente hay s6lo una a-hélice
entre cada par de B-plegadas vecinas, siendo la region mas hidrofébica la zona entre las f3-
plegadas y a-hélices, y no la cavidad del barril (Wicrenga R. K., 2001). Por otro lado,
aunque cste motivo estructural es llamado barril, su forma usual es cliptica y no circular,
dondec la posicion del ¢je mayor varia. La altura del barril también varia considerablemente
de proteina a proteina (Reardon D. er al., 1995). Adicionalmente, las enzimas que presentan
el dominio o/, cominmente tienen otras cstructuras que preceden, interrumpen (en las

asas que concctan las B-plegadas a las a-hélices) o sigucn al barril. La posicién de estas
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cstructuras, cn combinacion con la forma del barril, ha sido utilizada para dividir estas
proteinas en diferentes familias. La proteina arquetipo del barril o/}, y la primera en la que
se describid la estructura, es la tirosa fosfato isomerasa (TIM), de donde viene el nombre de
barril TIM (figura 2) (Banner et al., 1975; Farber G. er al., 1990).

(b)

Figura 2. Uno de los primeros dibujos de una de las unidades barril a/fd de fa enzima triosa fosfato isomerasa
(TIM), primera cnzima cristalizada con esta estructura. () Vista superior, (b) vista de costado, perpendicular
al eje (Obtenida de Farber G. ¢f al., 1990).

El grupo de proteinas que tienen dominios bamril a/f3 es muy amplio; se calcula que
aproximadamente 10% de las enzimas pucden contener cesta  estructura, siendo
probablemente la estructura enzimdtica mads comin. En la actualidad, la base de datos de
cstructuras de proteinas SCOP distingue 23 superfamilias de bamriles TIM (para mayor
informacion de las familias consultar Farber G. ct al,, 1990; Reardon D. ef al., 1995;
Copley R. et al., 2000; Nagano N. er al., 2002). Las proteinas con este dominio son
principalmente enzimas: cnzimas metabolicas y glicohidrolasas extracelulares, mds que
nada (Bork P. er al., 1995). Los barriles a/B son enzimas versdtiles que acttan como
oxidoreductasas, transferasas, liasas, hidrolasas o isomerasas (Hocker B. et al., 2001%) ¢
incluyen algunas de las enzimas mas cficientes (Wicrenga R. K., 2001). Los residuos del
sitio activo se encuentran en el carboxilo (C) terminal dec las f-plegadas y en las asas
(loops) que las unen con la a-hélice contigua, en lo que sc conoce como la cara catalitica

del barril. Por el contrario, las asas que uncn a las a-hélices con las B-plegada en la cara



contrarin de! barril son esenciales para  la  estabilidad de  la enzima.,  Esta
compartamentalizacion poco comiin es atractiva desde ¢l punto de vista de la ingenieria de
proteinas, ya que permite pensar en la posibilidad de modificar una propiedad sin alterar Ia
otra (Hdcker B. et al., 2001%).

A pesar de las similitudes en su estructura, los barriles w/f3 realizan una amplia
gama de actividades funcionales lo que, junto a su poca relacion a nivel de estructura
primaria, ha motivado un cstudio intensivo de su evolucion. Ademds las caracteristicas
antcriores las sefiala como bucnas candidatas para ser utilizadas en ingenicria de proteinas
(Bork P. ¢t al., 1995). De manera general, s¢ han propuesto dos caminos evolutivos del
grupo: ¢l convergente y el divergente. Es posible que el motivo estructural sca
particularmente estable y que muchas proteinas ancestrales, con diferentes origenes, hayan
evolucionado hacia csta forma en un proceso de convergencia. La evidencia principal de
csta ruta cs la falta de homologia en las secucncias entre los micmbros de la familia «/f3.
Alternativamente, todas las proteinas o/p podrian ser descendientes de un ancestro comin y
la falta de homologia cntre las sccucncias podria ser debida a la antigiedad de la
divergencia, considerando que la estructura tridimensional evoluciona mas lento que la
estructura primaria (Reardon D. et al., 1995). Para sustentar csta propuesta se han utilizado
diferentes evidencias, como la posicién similar del sitio activo ¥y otros caracteres
estructurales (Farber G. et al., 1990). Cada uno de los miembros de las 23 superfamilias de
barriles o/f3 presentadas en la basc de datos de estructuras de proteinas SCOP, tienen un
probable ancestro comin y un cstudio reciente realizado por Copley R. ef al (2000) provee
cvidencia ecstadistica confiable que indica que al menos 12 de las 23 superfamilias
comparten un ancestro comun. En el trabajo mas reciente realizado al respecto se propone
agrupar a los barriles TIM en 21 familias y se proveen cevidencias que sugieren un ancestro
comun para 17 de estas 21 familias (Nagano N. ¢f al., 2002). En la actualidad, se puede
decir que un proceso de evolucién divergente a partir de un ancestro comin explica mcjor
1a informacién disponible, en comparaciéon con un proceso de evolucidén convergente a una
estructura estable (Reardon D. ef al., 1995). Incluso, se proponen los gences hisA y hisF, que
pertenccen al operon de biosintesis de histidina, como los posibles ancestros comunes. Lo
anterior ¢s debido a un singular patron intermo cn la secuencia y estructura de cstas

proteinas cn el que se observaba una repeticion de la mitad del tamafio de la molécula, lo



que sugiere un fenomeno de duplicacién/tusion de un gen ancestral. Se propone entonces
un modelo evolutivo en el que, la primera duplicacion génica de la secucncia de un medio
barril, ancestral fue scguida por fusién génica y mutacion adaptativa de las secuencias
iniciales idénticas de los medios barriles, para formar un barril /3 completo con un amplio
cspectro funcional (figura 3) (Fani R. et al., 1994, Thoma R. ¢r o/ 1998, Lang D. er al
2000). Recientemente se logro la expresion por separado de ambas mitades del gen st de
Thermotroga maritima en Escherichia coli, observandose que cada mitad es una proteina
plegada in vitro, aunque ambas forman cuerpos de inclusion in viveo y no son funcionales
(Hécker B. er al. 2001%). Ademas, de modo inesperado se ha cncontrado similitud
estructural y de secuencia de aminodcidos entre el medio barril HisF-C y micmbros del
plegamiento tipo falvodoxina, sugiriéndose que ¢! medio barril es un dominio estructural
que evoluciona independientemente (Hocker B. ez al., 2002). Sin embargo, los tnicos casos
de enzimas barril o/ff donde se ha encontrado evidencia de este fendimeno son los genes
hisA y hisF. Incluso, andlisis detallado de estas proteinas indica que posiblemente el barril
completo es ¢l resultado cvolutivo de repetidos cventos de duplicacion y tusion de un
dominio menor que un medio barril (Ba)s, es decir, (Ba)2 o (Ba), (Nagano N. ef al., 2002;
Brilli M. et al., 2002).

Dicho lo anterior, es claro que la evolucion de las proteinas barril o/f) sigue siendo
un punto polémico. Alin cuando cs posible que con ¢l descubrimiento de nuevas proteinas y
fa resolucion de mas cstructuras tridimensionales la historia evolutiva de la familia pueda
Jdlegar a aclararse, el surgimicento de nucvos datos también podrin complicarla atn mas.

Sin embargo, las caracteristicas tanto evolutivas como estructurales y funcionales
antes mencionadas hacen que las enzimas barriles a/f3 scan excelentes candidatos para ser
utilizadas cn ingenicria de proteinas y cvolucion dirigida. Son varios los trabajos de
ingenicria de proteinas recalizados con estas enzimas, dentro de los cuales cabe destacar la
conversion de la funcién de his4 hacia trpF que implica ¢l cambio de especiticidad de
substrato (Jiirgens C. er al., 2000). Este ¢s de gran importancia debido a que retleja uno de
los dos principales procesos de divergencia cvolutiva en enzimas, ¢l cambio de
especificidad manteniendo ¢l mecanismo catalitico (Gerlt J. A. er al., 2001). Todo indica

que ¢l barril o/f en el futuro serd una de las opciones de plegamiento que permitira la
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creacidn de enzimas con actividades cataliticas totalmente nuevas (Wierenga R. K., 2001,
Wilson Miles E. et al., 2000).

Medio barril a/f
ancestral

Duplicacién y
fusién génica

Medios barriles
a/f} duplicados
y fusionados
Adaptacién funcional

y estructural 1

Barril a/}
ancestral

Figura 3. Modclo cvolutivo de duplicacién-tusién de un medio bamil ancestral dando lugar al barmril completo
ancestral {Obtcnido de Lang D. er al., 2000).

El entendimiento de las estrategias y mecanismos de la naturaleza en la evolucion
de enzimas parcce ser fundamental al proveer la informacion necesaria para 1a confeccion
de proteinas. Existe suficiente cvidencia que sugicre que muchas proteinas, si no es que
todas, cvolucionaron a partir de la integraciéon de genes, ya sea homdalogos o no. Esto puede
ser resultado del barajeo de exones y/o de mecanismos gendticos especificos como los
rearrcglos de transposoncs o la recombinacion sitio-especifica (Ricchmann L. er al., 2000,
Gerlt J. A. et al., 2001, Wilson Miles E. et al., 2000). Es de¢ especial interés para este
estudio la idea, surgida principalmente a partir de la observacion de la simetria de la
estructura y de las evidencias de posibles fracciones de barriles independicentes ancestrales,
de trabajar con unidades menores que un dominio barril (Ba)s (Gerlt J. A. et al., 2001,
Wilson Miles E. et al., 2000). Lo anterior permitiria aumentar la variabilidad de las

proteinas con las que sec trabaja y combinar péptidos de diversos origenes, en la bisqueda
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:de nuevas propiedades cpiimu icas de los dominios protéicos barril a/p. Las evidencias de

la ocurrencia de este tipo de cventos en la naturaleza apuntan a la factibilidad de csta idea.

Barriles /B en fragmentos

A pesar de que la mayor parte de los estudios en los que se trabaja con fragmentos
de barriles o/f no estan enfocados a la creacién de variabilidad y conjugacion de péptidos
de origenes diferentes en la busqueda de nucvas propiedades enzimaticas sino a cuestiones
de plegamiento y evolucion, ¢l conocimiento obtenido en éstos bien pueden ser utilizado
como base tedrica para cl primer fin. Por lo mismo, en cstos trabajos no se le ha dado gran
importancia a que la proteina resultante de la union de los fragmentos sea funcional, es
decir, que complemente la tuncidn, lo cual es un punto esencial para ¢l objetivo de crear
nucvas propicdades cataljticas.

En uno de los primeros trabajos realizados con ¢l fin de estudiar los procesos de
plegamiento, la subunidad o de la cnzima triptofano sintasa (aTS) (un barril «@W/f3) tue
sometida a protedlisis parcial, produciéndose dos fragmentos contiguos a-1 y a-2 (a-1: de
la B1 ala B6 y a-2: de la @6 a la a8) que pueden recnsablarse en un complejo activo in
vitro (Miles E. W. et al., 1982). Lo anterior sirvid, ¢n cicrta forma, como antecedente para
que un modclo de plegamicnto parecido se probara en la enzima tostorribosil antranilato
isomerasa (PRAI) de Saccharomyces cerevisiae. El barrilt a/f} fue cortado entre ¢l sexto v el
séptimo modulo Ba, y cada fragmento resultante [(Ba)s y (Ba):2] fue expresado de manera
separada para probar su capacidad de adoptar la conformacion nativa de manera autoénoma.
De igual manera que con la aTS, los fragmentos in vitro se rearreglan dando lugar a una
proteina casi totalmente activa, aunque in vivo la funcion no se complementa y los péptidos
forman cuerpos de inclusion (Eder J. er al., 1992). Las obscrvaciones de cstudios de
plegamiento con PRALI de E. coli son consistentes con estos resultados (Jasanofl” A. ef al.,
1994). En otro trabajo parccido, con el propésito de investigar como interficren las
modificaciones estructurales con la estabilidad de las proteinas, s¢ modificé una unidad Ba
de la triosa fosfato isomerasa (TIM) de E. coli, una tipica proteina barril /8, asumiendo

que el barril o/ seudo-simétrico puede ser dividido en 8 motivos sucesivos formados por



un asa, una 8 plegada, un asa y una a hélice. El octavo de estos motivos de la TIM de
E.coli fue remplazado por el motivo correspondiente de la enzima de pollo, logrando una
proteina hibrida activa in vitro y con una cstabilidad comparable a la de 1a TIM silvestre
(Mainfroid M., et al.,, 1993). Con la misma enzima pero de misculo de pollo, y con el
objetivo de estudiar las implicaciones cvolutivas de la organizacion génica cn exones ¢
introncs sobre los péptidos codificantes, s¢ corto la enzima por separado en tres diferentes
limites ex6n/intrén y los complejos se analizaron cataliticamente. Se encontré que la
cxpresién de ambas porciones de los tres diferentes cortes in vivo complementa la funcién,
aunque de manera pobre (las colonias tardan 5 dias en crecer). Lo mismo sucede al medir ta
actividad in vitro, pues hay actividad detectable de TIM pero mucho mas baja que aquelia
de la enzima silvestre (75 000 veces mas baja) (Bertolact B. er al., 1995). Posteriormente, y
de nuevo con la subunidad a de la triptofano sintasa (aTC) de £. coli, se produyjeron 8
diferentes fragmentos amino — terminal del barril «w/f3, los cuales tueron caracterizados por
dicroismo circular (DC) y resonancia magnética nuclear. Los 8 fragmentos de 105 hasta
214 residuos, que contiencn succsivamente mas clementos’ de estructura sccundaria, sc
hicicron por mutagéncsis con codones de paro. Aunque no se midié la actjvidad enzimatica
de ninguno de los fragmentos, ¢l estudio arrojd resultados interesantes: principalmente se
encontré que fragmentos grandes (5 100 residuos) se pucden comportar como unidades de
plegamiento auténomas y que la ocurrencia de unidades Bafl, que incluso son menorcs, se
ve favorecida (Zitzewitz J. A. et al.,, 1999). Con ¢l afan de investigar la propucsta de que
los dominios protéicos han ecvolucionado a través del ensamblaje y/o intercambio
combinatorio de fragmentos polipeptidicos mas pequefios, recientemente se fusiond el
DNA codificante de la mitad amino — terminal del barril o/f de la proteina CspA con DNA
gendmico fragmentado de E. coli y las quimeras fucron clonadas para scr desplegadas en
fagos filamentosos. Los péptidos plegados fucron scleccionados por protedlisis. Cuatro de
los péptidos se expresaron como proteinas solubles, formando mondmeros y exhibiendo
desdoblamicnto cooperativo. Incluso uno de cllos ¢s mds estable que la proteina CspA
completa. Estos resultados tienen importantes implicaciones importantes tanto para la
evolucién de las proteinas a partir de péptidos independientes, como para la posibilidad de
crear nuevas proteinas por medio de este proceso (Riechmann L. er al., 2000). Como se

menciond cn la seccidn anterior, ¢l gen hisF de 7. maritima también ha sido dividido en
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dos fragpmentos [(Ba)ia y (Ba)s.s]l, los cuales al ser conjugados in vitro complementan la
funcion (Hocker B. er al. 2001%).

Con cl propésito de utilizar barriles a/B en fragmentos para ingenicria de proteinas
y espccificamente para evolucion dirigida, nuestro grupo también ha trabajado con
complementacion de fragmentos de PRAI de E. coli. La enzima fue cortada en tres
diferentes posiciones en las asas inferiores, cntre las B-plegadas y las «-hélices, para
obtener dos fragmentos distintos en cada corte: un corte entre a2 y B3 [(Ba)2 y (3a)s), uno
entre a6 y B7 [(Ba)s y (Ba)z2] y por Gltimo uno entre a4 y BS [(Ba)s y (Ba)s]. Al expresar
como policistron cada parcja de fragmentos, solo los fragmentos que resultaron del corte
entre a4 y B5 [(Ba)s ¥y (Ba)s] complementan la funcidn in vive. Cuando se cxpresan estos
altimos fragmentos [(Bahu y (Pa)ss] en vectores diferentes, la complementacion
disminuye notoriamente (las colonias tardan entre 3 y 4 dias cn crecer) (Fuentes P, 2001).
Al anadir un cierre (zipper) de leucina como puente de union entre las mitades producto de
cste corte expresadas cn vectores diferentes, se logra la complementacion total de la
funcidén (crecimicnto igual a la PRALI silvestre) (Saab-Rincon G., resultados no publicados).

Todas estas cvidencias, ademds de dar buenas bases y direcciones para trabajar con

fragmentos de barriles o/} , refuerzan la factibilidad de la idca.

Recombinacién in vive

Con ¢l propésito de trabajar con fragmentos de barriles o/f§ y buscando una
herramienta que permita combinar o barajear estos fragmentos de manera mas cficiente que
su simple expresién por separado cn una misma célula (como en Fuentes P., 2001) se llegd
a la recombinacién in vivo. Sc ha sugerido que la recombinacion entre exones ha sido un
fenémeno clave en la evolucién natural de las proteinas y, por lo tanto, también se ha
propuecsto que esta estrategia puedce ser utilizada en la cvolucion artificial de cstas
biomoléculas (Fisch L. er al., 1996). Al parccer esta estrategia tienc la ventaja de permitir la
combinacioén y asociacién de genes pre-transcripcionalmente, ademas de que al Hevarse a
cabo in vivo, no tiene las limitantes del proceso de transformacion por clectroporacion que
suelen tener los sistemas de recombinacion in vitro, tales como ¢l bamjeo de genes (gene

shuffling) y sus variantes. La recombinacién sitio especifica puede ser inducida cuando se
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introducen moléculas de acidos nucléicos con los sitios rcconocidos por las recombinasas
especificas a una bacteria quc expresa la rccombinasa que actia en esos sitios. La mayor
parte de los sistemas de recombinacion sitio especifico en bacterias cacn dentro de dos
grandes familias de enzimas que realizan procesos gendticos similares como la integracion
y escision de genomas de bacteriofagos, y la regulacion de la expresion génica y el namero
de copias de un plasmido. Una de estas ¢s la de las integrasas o tirosin recombinasas que
cuenta con mas de 100 miembros, mientras que lo otra ¢s la que comprende a las enzimas
resolvasas (Sblattero D. er al., 2001). La recombinacion in vivo para generar variabilidad en
péptidos ha sidoutilizada, mas que nada, en la generacion de grandes bibliotecas de
anticuerpos, ya scan Fabs o scFvs (Waterhouse P. er al., 1993 Griftiths A. D. er al., 1994;
Geoflroy E. et al., 1994; Davies J. ¢t al., 1995; Tsurishita N. er al., 1996; Zahra D. G. et al.,
1999; Sblattcro D. et al., 2000), cxisticndo s6lo un trabpjo donde se utiliza la
recombinacién in vivo con péptidos pequceiios, que no son anticucrpos, pero si ligandos
(Fisch 1. et al., 1996). Las rccombinasas utilizadas en todos los trabajos anteriores
pertenccen a la familin de las integrasas, y son la lambda recombinasa y la Cre
recombinasa. El sistcma de la lambda recombinasa aprovecha ¢l mecanismo utilizado por cl
fago lambda para integrarse al genoma bacteriano durante su ciclo de replicacion. En éste
interviecnen cuatro diferentes proteinas (Int, Xis, IHF y FIS), cuyas interacciones
determinan la direccion de la recombinacion, y dos diferentes sitios atr (artf’ y aetB) uno en
¢l fago y otro cn la bacteria. Estos sitios, después de la primera fase, la recombinacion
integrativa, son convertidos a otros dos sitios a#f diferentes (arrll y atf/R) necesarios para la
segunda y Ultima fase de recombinacion escisiva (para mas detalles ver Landy A., 1989).
De esta mancra, flanqueando los segmentos de DNA a recombinar con las combinaciones
apropiadas de sitios art, en la presencia de las proteinas apropiadas, sc puede dirigir la
reccombinacion segun sca requerida (Sblattero D. er al., 2001). Este sistema, que ha sido el
menos cempleado, fue utilizado con anticuerpos monoclonales de chimpaneé anti-HIV
2pl160 Ab (Geoffroy E. et al., 1994). Por medio del sistema, se¢ asocid irreversiblemente el
plasmido y el fagémido, portadores de la cadena ligera y la cadena pesada del anticuerpo,
respectivamente. Los vectores correctamente recombinados fueron seleccionados por

medio de un marcador genético creado utnicamente después de un cvento correcto de



recombinacion. Sin embargo, con este sistema no ha sido creada alguna libreria funcional
de tamaiio confiable.

Por cl otro lado, el sistema de la Cre recombinasa, también denominado loxFP/ere, es
probablemente el sistema de recombinacion sitio especifico mas usado y no sélo en la
creacion de grandes librerias de anticuerpos. El sistema es una herramienta importante en la
manipulacién in vivo de genomas cucariontes. Por medio de la expresion controlada de la
Cre recombinasa, sc ha logrado aplicar estrategias de desactivacion y activacion génica en
cclulas mamiferas, asi como crear ratones transgénicos (Siegel R. W, er al., 2001). Este
sistema fue descubierto al aislar un fragmento del genoma del bacteriotago Pl necesario
para la recombinacion (locus de recombinacion por lo tanto /ox) y un gen cuyo producto
causa la recombinacién (por lo tanto cre) (Sblattero D. ef al., 2001). Este sistema pucde
estar involucrado en varios procesos in vivo, cntre los que se encuentra la particion del
genoma después de la replicacion. El sistema estd compucesto por la proteina Cre
recombinasa de 34 kDa, la cual media la recombinacion entre dos sitios loxf de 34 pares de
bases (pb) y no requicre ninguin factor accesorio. El sitio Jox/’ esti constituido por dos
repeticiones invertidas de 13 pb que flanquean una secuencia central asimétrica de 8 pb,
dandole al sitio una apariencia de direccionalidad (figura 4). La recombinacion mediada por
la Cre recombinasa de dos sitios Jox? alincados escinde ¢l DNA intermedio, mientras que
la misma recombinacion, pero entre sitios Jox? invertidos, resultara en la inversion del
mismo DNA (Sicgel R W. er al., 2001). La estructura cristalogrifica ha revelado que a cada
una de las repeticiones ixivcnidus de 13 pb, junto con 2 bascs de la parte central, se une un
monoémero Cre y la recombinacion involucra la formacién de una estructura o union tipo-
Holliday (Guo F. er al, 1997; Gopaul D. N. et al., 1998). El intercambio de hebras
comicnza después de que se producen cortes de sélo una hebra en sitios especificos dentro
de cada centro de 8 pb, por medio de una tirosina conservada cn dos subunidades Cre,
generando nucleofilos que completan el intercambio de un juego de hebras. La estructura
de tipo-Holliday intermediaria es resuclta hacia los productos recombinantes después del
corte ¢ intercambio del par restante de hebras de DNA por el segundo par de subunidades
Cre (figura 5) (Guo F. et al., 1997; Gopaul D. N. et al., 1998; Sicgel R. W. ¢t al., 2001).
Diferentes estudios han revelado que las mutaciones en la regién central del sitio JoxP

tienen cfectos profundos en la recombinacidn. Unicamente los pares de sitios que tienen
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identidad en la regién central de 8 pb son aptos para recombinar entre si (Sblattero D. et al.,
2001). Se han encontrado cinco sitios que tienen alguna mutacion cn la parte central del
sitio que recombinan con un 100% dec eficiencia con sitios idénticos, pero con minima
cficiencia con otros sitios lox? diferentes (Sicgel R. W. er al., 2001). Uno de los sitios mas
comunmente usados es ¢l loxP511, que tiene la substitucion de una A por una G en la
séptima base del scgmento central (Sblattcro D. et al., 2001). Actunlmente sc¢ cuenta con
métodos que permiten estudiar las cficiencias de recombinacidn in vivo cntre todas las
combinaciones dc sitios /lox?, lo que abre nucvas posibilidades para la explotacién dcl
sistcma (Siecgel R. W. et al., 2001).

repeticidn invertida repeticion invertida
centro separador

ATAACTTCGTATA ATGTATGC TATACGAAGTTAT

TATTGAAGCATAT TACATACG ATATGCTTCAATA

region de union de Cre regién de unién de Cre

Figura 4. Sccucencia del sitio JoxP silvestre (Sblattero D. er al. 2001).

El sistcma JoxP/cre fue usado por primera vez para la creacidén de una librerin de
anticuerpos, con ¢l fin de sobrepasar las limitaciones que representan los procesos de
ligacién y transformacion para ¢l tamaiio de la libreria. Se elaboré un sistema modelo en el
que se ccha mano de la infeccion combinatorin y la recombinacion in vivo para la
generacion de la libreria (Waterhouse P. e al., 1993). En éste se transforma £. coli con un
repertorio de cadenas pesadas clonadas ¢n un plasmido, para después ser infectadas con un
repertorio de cadenas ligeras clonadas en un fago (infeccidon combinatoria). Dentro de la
célula, ambas cadenas son fusionadas en un mismo vector por recombinacién in vivo, ya
que el repertorio de cadenas pesadas esta flanqueado por dos sitios loxP diferentes (loxPwt
y loxP511) y ¢l repertorio de cadenas ligeras esta acompaiiado por una cadena pesada nula

idéntica en todos los fagos pero también flanqueada por los mismos sitios /oxP (loxPwt y
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loxP511). ’idémicn en todos los fagos pero también flanqueada por los mismos sitios loxP

(loxPwrt y loxP511). Al ocurrir un evento de recombinacidn entre los sitios loxPwi y otro

Figura 5. Mccanismo molecular de la reaccion de recombinacion realizada por ta Cre recombinasa entre dos
sitios Jox-homdlogos (Obtenida de Guo F. er al.. 1997).

catre los sitios loxP511 del plismido y ¢l fago, la cadena pesada nula, presente en el fago
con la cadena ligera, es intercambiada por las diferentes cadenas pesadas del repertorio
clonado en ¢l plismido (figura 6). Dado que cada célula transformada con un plasmido con
la cadena pesada es infectada por un fago portador de una cadena ligera, y la recombinacion
es reversible, al final de la recombinacién cada célula contiene una nueva combinacién
funcional de VH/VL, asi como tres no funcionales (tigura 6). Debido a que la inteccidon es
extremadamente eficiente y casi todas las células en un cultivo pucden scr infectadas, la
diversidad combinatoria de fragmentos Fab puecde ser tan grande como ¢l numero de
células en el cultivo (Waterhouse P. et al., 1993).

Subsccuentemente, este sistema modelo fue aplicado a la creacion de una libreria
combinatoria de Fab altamente diversa (Griffiths A. D. et al., 1994). Para esto se

prepararon dos librerias, una de cadenas pesadas de 10* clonada en el plasmido y



flanqucada por los dos sitios JoxP heterdlogos antes mencionados, y la segunda de cadenas
ligeras de 8x10° clonada en ¢l fago que conticne la cadena pesada nula flanqueada por los
mismos sitios /oxP heterélogos. Estas fucron transformadas ¢ infectadas, respectivamente,
en un cultivo de E. coli, para por iltimo introducir la Cre recombinasa infectando con fago
Pl. Por el nimecro de células cultivadas, se estimd que la biblioteca resultante contiene
cerca de 6.5x10'? diferentes anticuerpos desplegados en fago. A pesar de sus ventajas, este
sistcma tienc algunos problemas: (i) ¢l sistema cs reversible, por lo que la libreria resultante
estard contaminada con combinaciones no funcionales; (ii) ¢l uso de fagos filamentosos
hace quec el sistema seca poco estable, resultando en la delecion del anticuerpo; (iii) la
rccombinacion entre miltiples vectores en una sola célula no es posible; y (iv) los
productos dc la recombinacién son finales, sin que exista la posibilidad de que sean

recombinados nucvamentc (Sblattcro D. et al., 2001).

Auntes de la recombinacion ampicikas
Librerie de 1a codens cigen de roplicacidn
peanda (VI1) en plismide Colt §

-

Setracictna
imu
replicactda Ff

Libreria de la cadena
ligera (VL0.) en fago

Después de In recombinacién

THL N

No funcionsles -

Funcionat

Figura 6. Recombinacién usando el sistema de dos vectores. Como punto de partida se ticne ¢l plasmido que
contiene Ia libreria de Ia cadena pesada (VH) acompailada de un gen X y un fago que contiene la libreda de 1a
cadena ligera (VL) acompaiada de un gen X. Después de la recombinacidn sc obtienen la combinacién
funcional VHA/VLA, ademds de los vectores no funcionales (Obtenida de Sblattero D. ef al., 2001).
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Posteriormente, ¢l sistema ha sido utilizado en varios estudios con algunas
variantes. Primero se utilizé en la generacién de un gran repertorio de cadenas pesadas de
humano camellizadas (Davics J. er al., 1995). Esto sc¢ logré por medio de la integracion de
un sitio /ox/P en la sccuencia codificante de la cadena pesada. El repertorio del extremo 5°
de la cadena pesada, en el que ¢l asa H2 de la cadena fue remplazada por ¢l sitio loxPS11,
fue clonado en el fago aceptor, mientras que ¢l repertorio del extremo 3° fue clonado en el
plasmido donador entre los sitios /loxP correspondientes. Después de la recombinacién se
restablecié ¢l dominio completo de la cadena pesada observandose que éste se pliega como
un tipico dominio inmunoglobulino. El sitio JoxPwr también fue utilizado como péptido
conector con un sistema JoxP/ere similar al descrito por Waterhouse er al. (1993), pero
uniendo la cadena pesada y la cadena ligera de un anticuerpo. Lo altimo al desarrollarse
nucvos vectores para la recombinacion in vive de cadenas pesadas y ligeras de
inmunoglobulinas (Tsurushita N. er al., 1996). Al igual que en ¢l caso anterior, se demostrd
que ¢l péptido conecctor no perturba la asociacion entre ambas cadenas. Este sistema fue
utilizado para rccombinar un scFv sencillo cuando fue probado el sistema, pero no ha sido
utilizado para construir librerias.

Como sc menciond al inicio, existe un Unico cstudio donde se utiliza ¢l sistema
loxPlcre para la creacién de grandes librerias de péptidos que no son anticuerpos. En éste se
desarrolla una especic de cstrategia de barajeo de exones, construyéndose dos repertorios
de péptidos pequeiios de 10 residuos al azar. Uno de los repertorios fue clonado en un
plasmido flanqueado por los sitios JoxP heterdlogos y ¢l otro en un fago que contiene una
region adyacente también flanqueada por los mismos sitios /loxP, para después, por
infeccion combinatoria y recombinacion, armar una libreria combinatoria de péptidos de
mas de 10" micmbros diferentes. La parte mas innovadora de este estudio es que el sitio
loxP nccesario entre ambos péptidos para la recombinacion fue colocado en un intrén
autocditable (self-splicing) del grupo 1 que ¢s funcional en bacterias, por lo que el sitio fue
escindido después de 1a recombinacion, evitandose asi posibles problemas de plegamiento
(Fisch 1. er al., 1996). El repertorio final ‘fue scleccionado para actividades de unién a un
anticuerpo monoclonal y a dos enzimas.

Con cl afin de mejorar algunas de las limitaciones que tiene ¢l sistema desarrollado

por Waterhous et al., (1993) rccientemente fue desarrollado un sistema loxP/cre
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gendéticamente mis estable y que permite seleccionar las clonas que se recombinaron
correctamente (Zahra D. G. ef al.,, 1999). La primera limitacion se superd utilizando un
sistema de fagémido en lugar de uno de fago, mientras que la seleccion se logré por medio
de un marcador genético parecido al utilizado en ¢l sistema de la lambda recombinasa: el
gen de resistencia a cloranfenicol ¢s colocado por enfrente de su promotor cuando ocurre la
recombinacién de manera correcta.

El altimo de los sistemas desarrollados de cre recombinacion in vivo, a diferencia de
todos los anteriores incluycndo ¢l de la lnmbda recombinasa, utiliza s6lo un vector en lugar
de dos (Sblattero D. et al., 2000). Este sistema hace a un lado las ideas de que una bacteria
no puede ser infectada por mas de un fago o fagémido y de que diferentes plismidos con un
mismo origen de replicacién no  pucden  coexistir dentro de una misma  célula,
aprovechando de mejor mancra los potenciales de la recombinacion in vive. De esta forma
sc pretende que la recombinacion dentro de una célula no se lleve a cabo unicamente entre
dos moléculas de DNA, como cn los sistemas anteriores, sino entre muchas. El sistema
también csti basado cn la idea de una libreria de cadenas pesadas y ligeras separadas por
dos sitios lox/” no homoélogos pero, en lugar de clonar cada libreria on diferentes vectores,
se clonan en un mismo fagémido y la recombinacion es empleada para una mayor
combinacion de éstas (Sblattcro D. er al., 2001). La libreria os infectada con una alta
multiplicidad de infeccién (MOI) para asegurar que cada célula sea intectada por multiples
fagémidos y asi sea posible la multiple recombinacion entre éstos (tigura 7). En el estudio,
primero sc analizaron los seis posibles marcos de lectura de los sitios fox/? silvestre y
loxP511, encontrando una traduccién del sitio loxP577 (ITSYNVYYTKL) que tiene sblo
un aminodcido bisico, no ticne codones de paro y s la menos hidrofobica, optimizando el
péptido conector. Su capacidad de funcionar como tal fuc probada con diferentes
anticuerpos. Con este sitio JoxP511, se construyo un fagémido (pDANS) (figura 8) en el
que se clond una libreria de anticuerpos preconstruida (7x107), con la cadena ligera fucra de
los sitios /oxP y la cadena pesada dentro. Dicha libreria clonada en ¢l nuevo vector fue
infectada con una alta multiplicidad de¢ infeccion en una cepa de E. coli que expresa de
mancra constitutiva la Cre recombinasa, con el fin de llevar a cabo la rccombinacién y
aumentar la variabilidad de la libreria. El sistema de recombinacién fue probado con la

complementacion de un cierto anticuerpo clonado en et mismo vector, pero cada cadena por
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scparado; posteriormente fue utilizado para la creacion de la amplia libreria antes
mencionada. Ademas, se determind el namero de fagémidos que entran en una sola célula,
asi como ¢l grado de recombinacién que hay cntre éstos. Con lo anterior, y con ¢l numero
de células utilizadas, se estimé que la libreria final obtenida fue de alrededor de 3x10',
mientras que si todas las posibles combinaciones de genes estuvicran presentes, ta libreria
podria llegar a scr hasta 10 veces mayor. Se espera que todos los anticuerpos dentro de la
libreria scan funcionales, ademas de que ¢l procedimiento de recombinacion puede ser
repetido indefinidamente. Curiosamente, ¢l sistema no sufre de incompatibilidad de
plasmidos, ya que sc observa que la reaccion de recombinacion alcanza ¢l equilibrio sin que
haya ningun plasmido especifico presente en exceso sobre los otros (Sblattero D. et al.,
2000).

Antes de I recombinacion  swmpicitins

Origen de
replicacion Colekl

Origen de
replicacién Ff

Después de Ia recombinacién vun Tain
YHA _ VLA \ funcionalcs
—
e Vin
Vit ¥ via
VHA ¥ VLE

Figura 7. Recombinacién con el sistema de un solo vector. Una sola bacteria es infectada por dos fagémidos o
mds conteniendo las combinaciones originales funcionales VHA/VLA y VHB/VLB. Después de la
recombinacion sc forman las 4 posibles combinaciones, todas dan anticucrpos funcionales.
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Fugura 8. Mapa del vector pDANS construido por Sblattero D. ef al. (2000) pam la recombinacién de
anticucrpos en cl sistema de un solo vector (Obtenida de Sblattero D. ez af., 2000).

De csta manera, se ha sugerido que el sistema puede ser utilizado para la creacion de
grandes librerias de cualquier proteina en la que pueda ser inscertada una sccuencia de
recombinacion sitio especifica (Sblattero D. et al., 2001). Por todas estas caracteristicas, el
citado sistema de recombinacion in vivo desarrollado por Sblattero D. y Bradbury A. (2000)

es muy atractivo como herramienta para trabajar con fragmentos de barriles a/f3.

Enzimas modeclo

Las protcinas barriles a/f utilizadas como modelo en el presente cstudio son la
fosforribosil antranilato isomerasa (PRAI) de E. coli y 1a tirosafostato isomerasa (TIM) de
Trypanosoma brucei. Como se menciond anteriormente, se han realizado estudios con

ambas enzimas donde se caracteriza su comportamicnto después de fragmentarlas y en
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ambos casos sc ha logrado la complementacion de su funcion al expresarlas in vivo (Jorg E.
et al., 1992, Bertolact B. er al., 1995, Fuentes P., 2001). Ademas se trata de enzimas bien
caracterizadas tanto estructural como funcionalmente. Otro punto importante a favor es quec
nuestro grupo de investigacién ha trabajado con estas enzimas y, por lo mismo, sc ticne
expericncia en su mancjo, ademis de que sc cuenta con los genes clonados y con varios

sistemas de seleccidén.

Fosforribosil antranilato isomerasa de Escherichia coli (ePRAI)

La enzima N-(5'Fosforribosil)-antranilato isomernsa (PRAI), coditicada por ¢l gen
TrpF cn ¢l operén de biosintesis de triptofano, es un pequefio barril /P (figura 9) que
cataliza ¢l tercer paso cn la biosintesis de triptofano a partir de corismato (corismato--
antranilato-PRA-CdRP-IGP-indol-triptofano) c¢n algunas plantas y microorganismos
(JasanofT A. er al., 1994). En cste paso, la PRAI rearregla el N-(5'Fosforribosil)-antranilato
(PRA) a 1-[(2-carboxipentil)amino]-1-deoxiribulosa S-fosfato (CARP) en una reaccion
intramolccular redox conocida como rearreglo de Amadori. Esta reaccion involucra pasos
clementales de transferencia de protones y posiblemente lleva a una eniolamida como
primer producto (esquema 1) (Hommel U. et a/., 1995). La cstructura cristalogratica de la
proteina refinada a 2 A revela que ésta difiere de un plegamiento (Ba)s tipico en la
presencia de un giro helicoidal adicional en ¢! asa que conecta Ia 3 plegada 8 con la @
hélice 8, asi como en la degenceracion de su a hélice 5, la cual estd alterada por el residuo
P356 y no adopta la gecometria helicoidal (Jasanoff” A. er al., 1994). El sitio activo sc
encuentra cn ¢l C-terminal del barril conformado por las asas que conectan la 8 plegada 1
con la a hélice 1 (Blal) y la que conecta la B plegada 6 con ta a hélice 6 (B6a6), ademais
de un sitio de unién a fosfato formado por las asas $7a7 y pPSa8 (Altamirano M. M. ef al.,
2000, Wilmanns M., er al., 1992). Los residuos cataliticos importantes son la Cys7 y la
Aspl126, ubicados correspondicntemente en cada una de las asas cataliticas primeramente
mencionadas (Wilmanns M. et al., 1992, Jiirgens C. et al., 2000).

La organizaciéon estructural de PRAI difiecre ampliamente entre los
microorganismos. En Saccharomyces cerevisiae ¢s un monomero, mientras que en E. coli,

con la quec tiene 28% de identidad de secucncia, s¢ presenta como una bicnzima
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covalentemente unida a la indol-3-glicerol-fosfato sintasa (IGPS) que cataliza ¢l paso
subsccuente en la sintesis de triptotano. A pesar de esto se ha demostrado que ¢cPRAL y
cIGPS son cnzimas cataliticamente independientes. Lo anterior ha sido scnalado por la
estructura cristalogrifica (Priestle S. P. ef al., 1987), ademis de que han sido separadas a
nivel genético y expresadas como proteinas monofuncionales (Eberhard M. er al., 1995).
Las enzimas monofuncionales son proteinas estables, monoméricas con una actividad
catalitica completa. Asi mismo no se encontrd ninguna asociacion entre ambas al
mancjarlas juntas, ni in vitre ni in vivo. Lo anterior permite trabajar con una enzima

monomérica independiente.

y o CURP
(enolamina) : : (cctoamina)

E l.R g e "-nporiuPRAl.

Evolutivamente, la PRAL ha sido relacionada con enzimas de la via de biosintesis de
histidina. Las biusquedas en la Base dec Datos de Proteinas (PDB) demuestran que TrpF
ticne relaciones estructurales distantes, pero significativas, con HisA y HisF, siendo la
segunda protecina mds parecida en ambos casos (Lang D. ¢t al.,, 2000). Asi mismo, éstos
hallazgos han sido reforzados por los resultados del trabajo de ingenieria de proteinas en el
que se generan variantes de HisA con actividad de TrpF (Jiirgens C. er al., 2000). Esto
ultimo sugicre que ambas enzimas pudicron haber evolucionado a partir de una misma
cnzima ancestral. Esta hipotesis ha sido reforzada por comparaciones entre los sitios activos
y mecanismos cataliticos de HisA y TrpF (Henn-Sax M. er al., 2002). Cabe recordar que
HisA y HisF son los barriles a/ cuyos anilisis de secuencia y estructura sugirieron un
modelo evolutivo de duplicacion-fusion de un medio barril ancestral (Fani R. et al., 1994;
Thoma R. et al., 1998; Lang D. et al., 2000).
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Figura 9. Fosforribosil antranilato isomerasa (PRAI de £, coli.

Finalmente, cs importante mencionar algunos cstudios de ingenicria de proteinas
con PRAI, ademas de los ya comentados, para destacar las posibilidades de confeccionar y,
principalmente, de insertar un péptido ajeno en este barril a/f3. ¢PRAI ha sido permutada
circularmente de dos diferentes maneras, y las enzimas resultantes han sido cataliticamente
activas, y practicamente indistinguibles dc la enzima original por varios criterios
estructurales y espectroscopicos (Luger K. er al., 1989). También le ha sido agregado un
duplicado de los dos ultimos mdédulos Ba C-terminales en ¢l N-terminal, creando un
homoélogo de diez médulos Ba (Luger K. et al., 1990). Las protcinas (Ba) o purificadas son
enzimaiticamente casi totalmente activas y los espectros de absorbancia, fluorescencia y
dicroismo circular, asi como el comportamicnto de desplegamicnto reversible, fueron muy
parccidos a los de la proteina original (Ba)s. Por ultimo, sc construyé una variante de

ePRAI que contiene una duplicacion en serie del quinto médulo Ba (Urfer R. er al., 1992).
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Esta variante (Ba)y cs_ enzimaticamente activa y por lo tanto debe tener un centro silvestre

(Ba)s.

Tirosafosfato isomerasa de Trvpanosoma brucei (TbTIM).

La tirosafosfato isomerasa codificada en por gen #pi es una proteina antigua, ubicua,

y relativamente muy conservada, que se cree que se origind antes de la divisién de Arquea,
Eubacteria y Eucaria. Se conoce mucho de su estructura y su mecanismo catalitico, y s¢ ha
propuesto como un buen candidato para estudios de cvolucion, cstabilidad y estructura de
protecinas (Bertolact B. L. et al.,, 1995). Se trata de una enzima glicolitica esencial que
cataliza la interconversion de dos triosas fosfato, la dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y el
D-gliceraldeido 3-fosfato (GAP), a partir de la formacion intermedia de un cis-cnadiol
(esquema 2) (Knowles J. R. et al., 1991). La cnzima mcedia la protonacion y desprotonacion
‘necesaria para las dos enolizaciones, de DHAO a enadiol y de GAP a enadiol. Esto lo
rcaliza de manera muy cficiente, de tal mancra que la interconversion in vivo es catalizada o
una tasa limitada dnicamente por la difusion. Las partes importantes para la catidlisis son los
residuos cataliticos His95 cn el asa B4a4 y Glu167 ¢n ¢l asa Boa6, ademids de la Asnll y la
Lys13, ambos del asa Blal, y cl asa B6a6 (residuos 166 a 176) que funciona como una
especie de tapa que cambia su conformacién en la presencia del sustrato y secuestra al
intcrmediario (Knowles J. R. ef al., 1991, Wicrenga R. K. er al., 1992). Los residuos que
forman parte del sitio activo estdn en el C-terminal de las B plegadas, tal como en un tipico

barril o/B.

B~y = B B-
H 1
H H H,
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| 4 P P
DHAP enediol GAP

Esquema 2. Reaccidn catalizada por la TIM.
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La TIM se encuentra ¢n forma de homodimero en todas las especies ¢n las que se ha
estudiado (Saab-Rincon G. et al., 2001). La estructura cristalogratica de TIM de
Trypanosoma brucei, refinada a 1.83 A de resolucién, muestra que es un dimero muy denso
que consiste de dos subunidades idénticas barriles a/f} de 250 residuos (26,000 Da) sin otro
dominio adicional (figura 10) (Borchert T. V. er al., 1993). Se sabe que solo el dimero
intacto es completamente activo (Schlicbs W. er al., 1996), a pesar de que cada subunidad
tiecne un sitio activo independiente y la reaccién no es realizada de manera simultanea en
ambas. La interfase entre cada monémero ¢s muy extensa, consistiendo mas que nada en
todos los residuos de las asas Blal a B4a4, aunque solo cl asa B3a3 cs la que se incrusta
cn una profunda cavidad entre las asas lal y B4ad, cercana al sitio activo de la otra
subunidad, estabilizando la arquitectura del sitio activo por medio de interacciones de van
der Waals y puentes de hidrégeno (Borchert T. V. ef al., 1994). Con basc cn esta
informacién, sc¢ generd una variante de TIM monomérica climinando ¢l asa pB3a3 y
reduciendo la region hidrofébica. Concretamente en la nueva variante, llamada monoTIM,
se remplazé un fragmento de 15 residuos de la parte interactuante del asa por otro de 8
residuos mas hidrofilicos (Borchert T. V. ¢er al., 1993, 1994).

Figura 10. Triosa fosfato isomerasa monomérica (monoTIM) de 7. brucei.
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MonoTIM es una enzima monomérica soluble, muy parccida en estabilidad a la proteina
silvestre y con una conformacién de barril o/, pero con sélo un milésimo de la actividad
original del dimero. Asi mismo, se ha demostrado que monoTIM cataliza la interconversion
a través del mismo mecanismo quec la enzima silvestre (Schlicbs W. er al., 1996).
Ultimamente, a través de cstrategins de evolucién dirigida, se han logrado variantes de
monoTIM con un incremento de 11 veces en su key Y reduccién de 4 veces en su K, (Saab-
Rincén G. et al., 2001). De csta manera cs posible trabajar con una enzima monomérica al

igual que en cl caso de PRAI

Objctivo

El objectivo general es utilizar In recombinacién in vivo para trabajar con fragmentos
de dominios barriles a/f con miras a desarrollar una estrategia para la ingenieria de cste
prometedor grupo de protcinas. En concreto, se pretende implementar un sistema de
recombinacién in Vvivo que "permita combinar bibliotecas preexistentes de  proteinas,
independientemente de su origen, para gencrar mayor variabilidad en la busqueda de

nuevas propiedades enzimdticas.

Objctivo particular

El objetivo particular del trabajo ¢s formar genes de las proteinas PRAL y TIM
funcionales, a partir de la integracién de dos de sus fragmentos, clonados de manera
independiente en ¢l vector de recombinacién (pDANS), por medio de recombinacién in
vivo con la Cre recombinasa. De esta forma, se pretende demostrar que ¢l sistema cre/loxP
de recombinacién in vivo pucde ser utilizado para recombinar fragmentos de barriles a/f3.

Ademas, se pretende analizar la eficiencia del proceso y probar su utilidad en librerias.
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Mectodologia

La cstrategia experimental puede ser dividida en tres partes principales. La primera
comprende la construccién de las proteinas completas en el vector de recombinacién
pDANS con cl sitio /oxP511 insertado y, a su vez, la construccion de cada uno de los
frugmentos de las proteinas por scparado ¢n ¢l mismo vector. El primer paso de esta ctapa
permitié probar ¢l efecto de la insercion dcl sitio foxP511 sobre la actividad de las
protcinas, mientras que ¢l scgundo generd las construcciones necesarias parn la
recombinacién. La segunda parte consiste en la recombinacion in vivo de los fragmentos
clonados en pDANS para formar proteinas completas y ¢l andlisis de la eficiencia del
proceso. Finalmente, la tercera parte esta formada por la utilizacion del sistema en librerias
para validar su utilidad.

Es importante mencionar que cl sistema de recombinacion a ser implementado es el
desarrollado por Sblattero D. er al. (2001) debido a las ventajas mencionadas en la

introduccidn,

Construccién de la proteina complcta y de las mitades por scparado en pDANS (figuras 11
y 12).

Las dos mitades de cada una de las proteinas fueron amplificadas por separado por
PCR (ver protocolo 1) (figura 11) agregdndoscles los sitios de restriccion necesarios para la
clonacion en pDANS, ademds de algunas sccuencias necesarias para su expresion correcta.
Los primers (sintetizados en la Unidad dec Sintesis del Instituto de Biotecnologia, UNAM)
utilizados para la amplificacion de la primera mitad (Bl—-a4) (figura 13) se disefiaron para
agregar en ¢l inicio de la secuencia un sitio de restriccion HindllIl, un Shain-Dalgamo (sitio
de union del ribosoma) y un coddén de inicio (oligos BIHIindPRAL y pDATimHind), y al
final de la sccuencia una glicina extra y un sitio de restriccion Sall (oligos A4SallPRAL y
pDATiImSal). Los primers utilizados para amplificar la segunda mitad (B5—a8) (figura 13)
se¢ disefiaron para agregar al inicio de la sccuencia un sitio Xhol y una glicina extra (oligos
B5XholIPRAI y pDANmMTXho), y al final uno o dos codones de término (taa y tga) ninguno
de los cuales es el ambar y un sitio de restriccion Nhel (oligos ASNhelPRAIL y
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pDATimNhe). Las glicinas extras sc agregaron para proporcionar flexibilidad suficiente y
con el fin de que el péptido conector codificado por el sitio foxP511 (LOXP511) se pueda
acomodar cn la estructura de la proteina. Asi mismo los codones de paro fueron necesarios
para ascgurar que la proteina g3p, requerida para el desplicgue en fago y que se encuentra
después del gen del anticuerpo en el vector pDANS, no se exprese. Es importante aclarar
que los sitios de restriceion que se aiadicron entre la proteina y ¢l péptido LOXPS11 para
la clonacion (Sall y Xhol) codifican para una serie de aminodcidos que aumentan el tamaiio
del péptido concctor. De este modo los priners para la amplificacion del final de Ia primera
mitad y el inicio de la segunda mitad (oligos A4SallPRAI, pDATimSal, BSXholPRAL y
pDANMTXho) no sélo agregan glicinas ¢n los extremos del péptido conector, sino que
ademas agregan en ¢l extremo 5° la secuencia que codifica para otra glicina mds, una serina
y una treonina (GST), y cn ¢l extremo 3° In secuencia que codifica para tres scrinas y una

glicina mas (SSSG) (ver figura 13, 17 y 18).

PCR
e

Figura 11. Amplificacion de cada una de las mitades de las proteinas por PCR.

Las mitades amplificadas por PCR se purificaron con ¢l kir de Roche (Boehringer-
Mannheim) para purificar productos de PCR (“High Pure PCR Produc} Purification Kit""),
fueron digeridas, la primera con las enzimas Hindlll y Sall y la segunda con Xhol y Nhel
(ver protocolo 2), y fueron purificadas de nucvo por medio de electroforesis en gel de

agarosa al 1% utilizando el kir de extraccion de Qiagen (“Qldquick Gel Extraction Kir™),
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con lo que quedaron listas para la clonaciéon. En el caso de PRAL, se clond primero la
scgunda mitad, micntras que cn el caso de monoTIM primero la primera, debido a la
presencia de sitios de restriccidn repetidos (Xhol) en el gen de PRAL que interferian con las
clonaciones. Indcpendicntemente de lo anterior, ¢l vector (pDANS) fue digerido con las
enzimas correspondicentes a la mitad a clonar, purificado por medio de electrotoresis en gel
dc agarosa al 1% con ¢l mismo kir de extraccion de Qiagen y puesto a ligar con la mitad
correspondicnte del gen (ver protocolo 3). El producto de la ligacion se precipité con
butanol (ver protocolo 4) y sc utilizdé para transformar células JIM 101 electrocompetentes
(ver protocolo 5), las cuales después de una hora de recuperacion se platearon ¢ incubaron
12 horas a 37° C en cajas de LB con ampicilina (Amp) (ver medios), ya que pDANS porta
el gen de resistencia a ampicilina. Algunas de las colonias obtenidas se crecieron en LB
Amp liquido, sc purificé el plasmido utilizando ¢l kir de Roche (Bochringer-Mannheim)
para aislamicnto de plismidos (““High Pure Plasmid Isolation Kir'*) y sc probo la presencia
de la mitad clonada por medio de PCR con los primers correspondientes (oligos
B5XholPRAI y ASNheIPRALI para la segunda mitad de PRAI y oligos pDATimHind y
pDATiImSal para la primera mitad dec monoTim) y clectroforesis en gel de agarosa al 1%.
Posteriormente se eligidé uno de los vectores que si tenia la mitad clonada, se digirio con las
enzimas para la clonacién de la otra mitad, se purificé por medio de clectroforesis en gel de
agarosa al 1% de la misma mancra antes descrita y se puso a ligar con la mitad del gen a
clonar (las clonacioncs sc csquematizan el la figura 12), La ligacion sc precipitd con
butanol y sc utilizé para transformar células, pero ahora fucron células de la cepa de
scleccion, es decir IMB9 ATrpF cn cl caso de PRATL y VEIM101 Azpi en el caso de TIM.
Las células se lavaron con ¢l medio de seleccion liquido (ver medios) (ver protocelo 6) y se
platearon, tanto cn cajas de medio de minimo Amp como en cajas de LB Amp (control
positivo), para determinar si las enzimas con el inserto complementan las funciones y por lo
tanto siguen siendo activas. En ¢l caso de PRAI el medio de seleccién es el Vogel Bonner
(VB) y en el caso de TIM es ¢l medio minimo M9 (ver medios). Algunas de las colonias
obtenidas se crecieron en LB Amp, se aislo el plasmido con el kir ya antes ﬁwncionudo y sc
verific6 que la construccién estuviera completa y no contuviera mutaciones por
secuenciacion (en la Unidad de Secucencia del Instituto de Biotecnologia, UNAM) con otros

primers que hibridizan en pDANS justo por fucra de las seccuencias clonadas (oligos
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pDANSHind y pDANS5Nhcl) (figura 14). Ademas, sc realizé una curva de crecimiento
comparando ¢l crecimiento de la cepa de seleccion transformada con ¢l plasmido portador

de Ia proteina sin la insercién del péptido conector y con la inscrcién.

Construccion de PRAI

1a. clonacién 2a. clonacién
VL ndlll l
lox511 Satt
/ Xhol
VH 4 e w 2% [!5-(:8[’[{/\!
7 Nhel 5

loxP

Construccion de mTIM

la. clonacién 2a. clonacién
Hindill
VL PO = (Ve W
Sall M-adTiM
N loxSit A
/ Xhot
vii Vit
” e |
loxP O AGATE TSI

Figura 12. Clonaciones dc los frag >s de las proteinas en el fagémido pDANS.

Al final de los pasos anteriores sc obtuvicron, por lo tanto, las proteinas PRAI y
monoTIM con el sitio de recombinacién /oxPS11 insertado entre la a hélice 4 ylap
plegada 5, clonadas en el vector de recombinacion pDANS. Ademas de pDANS con sélo
una de las mitades, 1* o 2* dependiendo de la proteina, por lo que fue necesario clonar la
mitad faltantc en pDANS con el fin de tener a cada una de las mitades clonadas por
separado para la recombinacién. Esto ultimo sc realizé de la misma forma en que se
clonaron las primeras mitades, pero en los sitios de restriccion correspondicntes (figura.
12). También se realizaron curvas de crecimiento comparando el crecimiento de la cepa de
seleccion transformada con las tres diferentes construcciones: pDANS+B1-a4+35-a8,

pDANS5+B1-a4+VH y pDANS+VL+B5-a8.
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Oligos para PRALI
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Figura 13. Oligos utilizados pama la amplificacién de Ias itades de las pr

construcciones en ¢l vector pDANS

Figura 14. Oligos utili
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las diferentes construcciones y fagémidos.
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Recombinacidn in vive

Recombinacién in vivo (figura 15). El sistema de recombinacion in vivo de Sblattero
D. et al. (2001) tiene la cualidad de ser un sistema desarrollado en un fagémido. Lo anterior
ticne importantes ventajas en cuanto a la cficiencia de transformacion celular, ya que la
cantidad de células transformadas depende, casi en su totalidad, de la cantidad de células en
ctapa infectiva que puedan ser cultivadas. Es importante tener en cuenta este punto para las
siguientes etapas experimentales.

Dadas las caracteristicas del sistema, primero fue necesario transformar células F*
(cn cste caso DHS5aF’) con cada una de las mitades por separado. para poder obtener
PDANS infeccioso con cada una de las mitades (figura 15). La transformacion sc llevé a
cabo con células competentes por CaCly (ver protocolo 7) debido a que solo se necesitan
una o dos colonias. Las células transformadas sec platearon en cajas de LB Amp y sc¢
incubaron por una noche a 37 °C. S¢ tomé una colonia transtormada por cada una de las
mitades, ambas se crecicron a 37 °C en medio rico 2xYT (ver medios) con ampicilina hasta
alcanzar una densidad 6ptica a 600 nm (DOew) igual a 0.3. Los tagémidos fueron
rescatados con fago /ielper R408 adicionado en una proporcion de 20:1 (fago helper
:células), incubando por 4.5 horas a 30 °C (ver protocolo 8). Los fagos sc obtuvieron del
sobrenadante después de centrifugar a 3000 g por 15 minutos y s¢ precipitaron con una
solucion 2.5M de NaCl y 20% PEG 8000, siendo resuspendidos en amortiguador PBS 1x
(ver protocolo 9). Los diferentes fagos obtenidos fueron titulados, ya sea por la téenica de
formacion dc colonias o formacién de placas (ver protocolos 10 y 11). Una vez con los
fagos infcctivos y titulados de cada una de las mitades se procediéd a realizar la
recombinacién (ver protocolo 12). Se crecié un cultivo de la cepa que expresa la Cre
reccombinasa constitutivamente (Cre*JL03) en medio 2xYT 1% de glucosa hasta una DOego
= 0.5, sc infecté en una proporcion de 100:1 (fago:células) con cada uno de los fagos
portadores de cada mitad, dejando reposar por 30 minutos a 37 °C a mancra de que ocurra
la infeccion, para luego agregar ampicilina ¢ incubar el cultivo por un periodo de entre 6 y
15 horas a 30 °C. Este tiempo de incubacién permite que se lleve a cabo la recombinacién.
Posteriormente, cl cultivo se diluyd 20:1 en ¢l mismo medio (2xYT 1% glucosa Amp), se
dejo crecer hasta una DOsoo = 0.5 y se rescatd con fago helper R408 adicioniandolo en una

proporcién 20:1, e incubando en agitacién por 18 horas a 30 °C. Los fagos resultantes se
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obtuvieron del sobrenadante después de centrifugar a 3000 g por 15 minutos y sc
precipitaron de la misma forma antes mencionada. A la par dc estos experimentos de
recombinacién se realizaron, como controles negativos, dos recombinaciones en las que se
infectd la cepa Cre+ s6lo con los. fagos de alguna de las mitades en una proporcion de
200:1. Dichas recombinaciones sc realizaron de la misma mancra que en las que sc infecté

con ammbas mitades.

Rccombinacién
fagémidos
fagos
pDANS+ TR .
pB5-af —> (Cepa DHSEL \
infeccion
transformacién rescate L

mualtiple

recombinacién

—> (==

‘

cajas medio soélido

Y e (——

: platco - infeccion MOI<1 E

seleccionF=—————7] [—

R . rescate
Acoplamiento de fenotipo

Figura 15. Esquema del procedimiento seguido para la recombinacion in vive.,

Posteriormente se realizaron procedimientos de recombinacién con diferentes
tiecmpos dec recombinacién debido a que este factor puede influir en la cficiencia del proceso
(Brudbury A., comunicacién personal). Se probaron tiempos dec 6, 9, 12 y 15 horas. Por
altimo, cabe mencionar que se rcalizaron experimentos de recombinacién infectando cada
mitad en una proporcién menor (20:1 de cada fago portador de cada mitad por célula, en

lugar de 100:1) para observar el efecto de cste factor.

36



Andlisis de la recombinacién (figura 15). Los fagos resultado de la recombinacion
se titularon con las técnicas antes mencionadas y con ellos se infectaron células de la cepa
de seleccion, para probar si la recombinacién generd genes completos de la proteina y, por
lo tanto, cstos complementan la funcidn. Se crecid un cultivo de células de seleccion F*
(JMB9F") (no sc cuenta con una cepa de scleccion de TIM que sca F*) en 2xYT con
tetraciclina (Tc) (ya que la cepa JMBOF" ¢s resistente a tetraciclina) hasta una DOewoo = 0.5,
sc¢ infectd con los fagos en una proporcion de 1:1 o menor, se dejo 30 minutos sin agitacién
a 37 °C, sc lavaron las células con medio de seleceidn liquido como en ctapas anteriores y
sc platearon tanto en medio de scleccién sumplementado con Amp como en LB
suplementado con Amp (ver protocolo 13). Algunas de las colonias crecidas en ¢l medio de
seleccion se crecieron en medio VB Amp Tc liquido, se puritico ¢l fagémido con cl mismo
kit de aislamicnto ya usado y se probd que éste portara ambas mitades de la proteina por
medio de PCR con los primers correspondientes (oligos BIHindPRAI y ASNheIPRAD v
clectroforesis en gel de agarosa al 1%. Ademais sc secuenciaron tres representantes con los
primers que hibridizan por fucra del gen de la proteina (oligos pDANSHInd y
pDANSNhel). En este paso, al infectar el cultivo en una proporciéon menor que 1:1, se
acoplé ¢l fenotipo de cada célula al genotipo de un sélo fagémido. de tal forma que se
puedicran analizar los diferentes genotipos creados por la recombinacion.

Ademas de la ocurrencia de la recombinacion, se midio la eficiencia del proceso. Lo
anterior sc hizo por medio de dos procedimientos. Por una parte se comparé ¢l nimero de
colonias crecidas en medio de scleccion con ¢l nimero de colonias crecidas en medio rico,
para ver qué porcentaje de las scgundas representan las primeras. Para esto fuc necesario
diluir entre cuatro y cinco factores las células lavadas, infectadas en una proporcién menor
de 1:1 del experimento anterior, para platearlas de nuevo en cajas de LB Amp Tc y medio
de seleccion Amp Tc a manera de réplicas. Las cajas de medio rico se incubaron a 37 °C
por una noche, mientras quc las cajas de medio de seleccién se incubaron hasta por 50
horas. Después sc contaron las colonias en ambas cajus y sc compararon. Por el otro lado,
se tomaron 100 colonias al azar de las cajas de LB Amp Tc del experimento anterior, se
crecieron scparadas en LB Amp Tcy se purificaron los plasmidos con el kir de aislamiento.

Los fagémidos obtenidos se analizaron por patrén de digestion con las enzimas AlwNI y
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Msecl. Para lo anterior cada plasmido obtenido se digirio por separado con cada una de las

cnzimas y sc hizo electroforesis en gel de agarosa al 1% de los tragmentos resultantes. .
Por ultimo se realizaron curvas de crecimiento de los cuatro posibles genotipos

resultado de la regombinacioén en medio rico para ver si su producto no es téoxico para la

célula, lo cual alteraria las proporciones csperadas.

Utilizacién del sistema en librerias (figura 16)

Sc utilizaron tres diferentes mutantes deletéreas de PRAL previamente reportadas
(Wilmanns M. er al., 1992 y Henn-Sax M. er al., 2002). La primera es la sustitucion de la
cisteina catalitica 7 del asa uno (Blal), situada en la primera mitad, por una alanina
(Cys7Ala). La scgunda es la sustitucion del aspartico catalitico 126 det asa 6 (B6a6),
situado cn la segunda mitad, por una alanina (Asp126Ala). La altima, ¢s la conjugacion de
estas mutantes cn una doble mutante que tienc ambos residuos cataliticos sustituidos por
una alanina (Cys7Ala Aspl26Ala). Con las mutantes se crearon dos bibliotecas de la doble
mutante contaminadas con Adifcrcntcs proporciones de las mutantes sencillas, una con un
milésimo de cada mutante y Ia otra con un cicnmilésimo de cada mutante, con el fin de
demostrar que, por medio de la recombinacion, se podia regenerar la proteina activa sin lig
dos mutaciones delctéreas. Para ello se determiné la cantidad de DNA en las alicuotas de
plasmidos supcrenrrollados de cada una de las mutantes a través de absorbancia de luz
UVa60 ¥y, con basec en esto, sc hicicron las diluciones requeridas, Ambas bibliotecas se
transformaron por clectroporacion cn células XL1blue de la misma manera que la
transformacion anterior de células JIM101 y JMB9 en la primera seccion de la metodologia,
aunque en lugar de platear las células ¢stas fucron utilizadas para inocular medio liquido
2xXYT Amp (ver protocolo 14). Sc dejo crecer el cultivo hasta una DOgo = 0.5 y se
rescataron los fagémidos de las bibliotecas, infectando en una proporcion 20:1 con fago
helper R408. Los fagos resultantes se obtuvieron centrifugando y precipitando con PEG de
la misma forma que en pasos anteriorcs. Cada una de las bibliotecas se tituld con los
mismos métodos y fue utilizada para infectar un cultivo de células Cre+, donde se lleva a
cabo la recombinacién, en una proporcion de 200:1 (fagos bibliotecas:células). Después de

las 12 horas de recombinacion se siguio ¢l protocolo descrito anteriormente para rescatar y
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obtener los fagos (ver protocolo 14). Las bibliotecas ya recombinadas se titularon y fucron
sometidas a scleccién en busca del fagémido que portara PRAI activa, es decir sin ninguna
de las mutaciones dcletéreas. Esto sc llevéd a cabo de la misma manera que al probar la
ocurrencia de la recombinacién en la ctapa anterior, pero a mayor escala (ver protocolo 14).
Se crecié un gran cultivo de células de seleccién F* (JMBOF') (5x10'! células) por cada
biblioteea y sc infectaron por separado en una proporcion <1:1. Se dejaron reposar a 37 °C,
sc lavaron y sc inocularon en medio VB Amp Tc liquido. Sc¢ utilizé medio liquido de
seleccién debido a la enorme cantidad de células sometidas a scleccion. El cultivo se dejo
creciendo en agitacién a 37 °C hasta que se observo crecimiento y entonces se tomod una
alicuota para inocular méas medio liquido VB Amp Te. Este altimo paso de enriquecimicnto
se repitié tres veces. Al final se tomé una alicuota del Gltimo cultivo, se diluyo 107 y 10° y
se plated en cajas del mismo medio (VB Amp Tc¢) que se incubaron a 37 °C para obtener
colonias aisladas. Dc las colonias obtenidas, algunas sc crecicron en medio liquido VB
Amp Tc, sc aislé ¢l plasmido con el kit y estos se mandaron a sccucnciar con los primers
quc hibridizan por fuera del gen (oligos pDANSHind y pDANS5Nhel). Asi mismo se toma
otra alicuota dcl altimo cultivo de seleccidn, sc aislaron los fagémidos con el mismo kit se
clectroporaron e¢n la cepa de scleccion (JMB9) y se platcaron en cajas de VB Amp para

dejar crecer a 37 °C.

Barajeo de librerias. Con c¢l fin de comparar la capacidad del método de
reccombinacion in vivo de combinar mutantes raras en una libreria contra la misma
capacidad del método de barajeo de genes (gene shuffling), que es ¢l comunmente usado, se
realizé el barajeo de genes de la misma biblioteca con las mutantes sencillas diluidas 107,
Primero, como control positivo, sc realizd el barajeo de una biblioteca con las mutantes
sencillas diluidas 107 y después se continué con el barajeo de la biblioteca con las mutantes
sencillas diluidas 107, El barajco de genes sc llevd a cabo como fue descrito primeramente
por Stemmer W. P. C. (1994). La libreria ya barajecada se cloné en el vector pDANS de la
misma forma en que se clonaron las mitades anteriormente, aunque en los sitios Hindlll y
Nhel directamente, y se transformo por clectroporacion en la cepa JMB9 plateando las
células, después de lavarlas con medio minimo para evitar contaminacién con triptofano, en

cajas de VB Amp. Después de incubarlas a 37 °C durante mas de 50 horas se¢ tomaron
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algunas colonias, se crecieron, se purificaron los plasmidos y se secuenciaron con los

primers que hibridizan en pDANS por fucra del gen (oligos pDANSHind y pDANSNhel).
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Figura 16, Esq del procedimi seguido en la utilizacion del si de recombinacién in vive en

librerias.
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Protocolos

1. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

Para una rcaccién de 100 pL

- Amortiguador (10x): 10 pLL

- dNTPs (2.5 mM): 8 uLL

- Oligo | (30 — 40 picoM): | uLL

- Oligo 2: 1uL

- Templado: 1 uL.

- Polimerasa: Tac Polomcrasa purificada cn ¢l laboratorio (2.5 U/ul) 4uL., Expand High
Fidelity (Roche) 0.7 — 1 uL (sc pucede lograr mejor rendimicnto si la enzima cs
agregada después del primer choque de calor)

- MgCl (50 mM): 4 uL.

- Completar con HxO a 100 uL

Condiciones del PCR (cstiandar utilizado en las construcciones para pDANS)

|- Desnaturalizaciéon 95 °C 4 min (sin polimcrasa), lciclo.

2- Desnaturalizacién 95 °C | min; hibridacién 50 — 55 °C 1 min; extensién 72 °C 2 min,
25 ciclos.

3- Extension 72 °C 10 min, lciclo.

2. Digestion

Para una reaccién de 50 pL

- Amortiguador cspecifico para la enzima (10x generalmente): S uLb

- BSA (sdlo si ¢s necesario 10 o 100x generalmente): 0.5 o 5 plL

- Enzima 1: 1.5 pl (las enzimas HindlIll, Sall y Xhol fucron usadas a 20 U/pL, micntras
que Hincll s¢ usé a 8 U/uL, Nhel y AIwWNIE* a 10 U/pl y Mscl* a 3 U/uL)

-  Enzima2:1.5uL

- DNA: ~40 pL (la mayor cantidad ¢n ¢l volumen final)

- Si es necesario, completar con H20 al volumen final

~

*al hacer las digestiones con las enzimas AIWNI y Mscl s¢ vard la concentracion de
cenzima (desde 0.02 hasta 0.05 pL/pL) buscando la mejor resolucion.

Condiciones de la digestion
12 horas™** a 37 OC***

*para una digestion total es recomendable dejarla toda la noche, aunque en ocasiones
incluso 6 hrs. son suficientes. Para una digestion parcial o cualitativa 2 hrs. son suficientes.
**cs necesario ajustarse a la temperatura 6ptima a la que trabaja la enzima. Con las enzimas
utilizadas es de 37° C.
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‘3. Ligacion

Para una ligacién pcequeiia* de entre 100 y 400 ng de DNA final en 20 pulL
- Amortiguador (5x): 4nL

- Ligasa T4 (400 U/ul): tpl

- Vector: Vng**

- Inserto: Ing = (Vng/kbV)(kbl[8])**

- Completar con H0O a 20 pL

*para ligaciones de bancos grandes es recomendable aumentar ¢l tamafo de la ligacion, de
tal forma que se tengan entre 1y 2 pug de DNA final.

**]a relacion entre cantidad de vector en nanogramos (Vng) ¢ inserto en nanogramos (Ing)
estd dada por esta ecuacion, donde kbV cs ¢l tamaiio del vector en kilo bases (kb) y kbl el
tamaiio del inscrto en kb.

Condiciones de la ligacién
Una noche a 16 °C***

***cuando no se requicre gran eficiencia de ligacion cs posible hacerla durante 2 hrs. a
temperatura ambiente.

4, Precipitacion con butanol

- Agregar butanol (entre 500 y 1400 ul, dependiendo de 1a cantidad de DNA a precipitar
de 20 hasta 100 pl)

- Agitar fuertemente hasta que no sc note la separacion entre el medio acuoso en cl que
esta suspendido ¢l DNA y el butanol.

- Centrifugar en una centrituga de mesa por 10 min a velocidad maxima

- Extracr cuidadosamente ¢l butanol con pipeta

- Escurrir

- Secar en ¢l Savant algunos minutos

- Resuspender con 5-20 ulL de H.O

5. Transformacion de células por clectroporacidon

- Preparar un tubo pequeiio de cnsayo con 1 mL. de medio SOC, 10ul glucosa 2M y
10pL de una mezcla de MgCl: MgSOy4 2M por cada electroporacion a realizar y poner a
enfriar en hiclo una celda por cada clectroporacion.

- Voltaje de electroporacion:

- 1.8 V para ccldas chicas
- 2.5V para celdas grandes
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Vertir ¢l DNA sobre las células (50 pl. de células electrocompetentes cuando ¢s una
electroporacion chica y hasta 200 pL cuando es grande), mezclar con mucho cuidado
tratando de¢ no hacer burbujas y se toma sin las burbujas creadas. Se vierte ~1 pl. de
DNA cuando cs DNA superenrrollado (la cficiencia es mucho mayor) y ~2 pl. cuando
cs producto dc una ligacion.

Las células se vierten en la celda lentamente y sobre una de las paredes, de tal manera
que la células resbalen y no formen burbujas.

Dar unos golpecitos para que las células se distribuyan a lo largo de la celda y se pueda
observar que las células hacen contacto con ambas paredes.

Las células siempre se mantienen en hiclo y se tratan con cuidado, ya que son muy
delicadas.

Antes de clectroporar, s¢ succiona ¢! medio SOC con una pipcta pasteur estéril
decjiandolo listo para vertirlo sobre las células despuds de la electroporacion.

La cclda sc seca bien, se ponc en el clectroporador y se da el pulso.

Rapidamente se saca del electroporador, sc vicrte ¢l medio SOC en la celda, se mezcla,
y por ultimo sc succiona y sc pone en ¢l tubo de ensaye donde se incubarin las células a
37° C en agitacion por una hora.

6. Lavado de células

Centrifugar el cultivo de células a una velocidad de entre 4000 y 4500 rpm (alrededor
de 3000 g) por entre 4 y 5 min.

Desechar ¢l sobrenadante bajo condiciones estériles con cuidado de no tirar células.
Remover cuidadosamente con una pipeta el resto del medio rico.

Resuspender las cClulas cuidadosamente ya sea con una pipeta o movimientos
circulares suaves con ¢l mismo volumen de medio de scleccion o PBS que de medio
rico descchado.

Repetir la centrifugacion y resuspensidon dos veces mas, Para cl 2° y ¢l 3er ciclo ya no
cs necesario remover con una pipeta el medio restante.

7. Transformacion de células competentes por CaxCl

Cdlulas competentes

Crecer en 30 mL de medio LB un cultivo de las células deseadas hasta una DOgoo= 0.6
Centritfugar a 2500 rpm en frio (4°C) por 10 min.

Desechar ¢l sobrenadante y resuspender las células con 2 0 3 ml de Ca;Cl 0.1M
previamente enfriado (4°C)

Anadir dcl mismo Ca,Cl hasta completar 15 ml.

Incubar en hiclo por 30 min.

Centrifugar de la misma manera que en ¢l primer paso.

Desechar el sobrenadante y resuspender en 1.5 mL de Ca;Cl 0.1M frio para después
afiadir 123 ul de DMSO.

Hacer alicuotas de 200 pL en microtubos de 1.5 mL.

Almacenar a —80 °C.
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Transformacion

Agregar 5 uL del DNA a transformar a una de las alicuotas de células competentes y
agitar levemente.

Incubar cn hiclo por 45 min agitando levemente cada 15 min.

Dar un choque de calor de 90 seg a 42 °C.

Anadir 500 pL. de LB ¢ incubar por una horaa 37 °C.

8. Rescate de fagémidos

Creccer un cultivo a partir de una sola colonia de {a cepa con ¢l fegémido a rescatar en
40 ml de medio 2xYT suplementado con los antibidticos necesarios (Amp en ¢l caso de
pDANS) hasta una DOseo= 0.5.

Anadir ¢l fago “helper™ (en este caso el R408) en una proporcion de 20:1 (fago:células),
considerando que en 1ml de cultivo a DOsw= 0.5 hay 5x10" células, y dejar reposando
30 min a 37 °C sin agitacion,

Incubar con agitacidon a 30 °C durante 6 a 18 horas y, por ultimo, obtener los tugos del
sobrenadante de centrifugar el cultivo a 3000 ¢ por 15 minutos.

9. Precipitacion de fagos

Centrifugar el cultivo donde se encuentran los fagos a 3000 g por 15 min

Tomar el sobrenadante y agregar 1/5 del volumen de una solucién de PEG 8000 20% y
NaCl 2M previamente enfriada (4 °C).

Incubar a 4 °C por media hora

Centrifugar a 4000 g por 10 min a 4 °C

Descchar ¢l sobrenadante y resuspender los fagos cuidadosamente con 1/10 del
volumen iniciat del cultivo de PBS

Los fagos pucden guardarse a 4 °C 6 para un almacenamiento mas largo, sc agrega a —
20% dc glicerol y se mantienc a —=70 °C.

. Titulaciéon por nimero de placas

Crecer un cultivo de células F* hasta una DOgpo= 0.6 - 0.8. 200 pL por cada dilucion de
cada fago a titular.

Preparar un tubo dec censaye pequefio con 3ml de agar suave (Top agar) 2xYT
manteniéndolo fundido a 50 °C y una caja de 2xYT scca y entibiada por cada dilucidén a
probar.

Hacer una scrie de diluciones del fago a titular en PBS. Es recomendable probar las
diluciones de entre 1077 0 10°® hasta 101 0 107", ya que se esperan titulos de entre 10'°
y 10'? fagos por ml.

Colocar ¢n un microtubo de 1.5 ml 200 pL de las células, agregar 100 pL de 1a dilucién
de fago a titular y mezclar.



12,

13.

Agregar la mezcla anterior a un tubo de agar suave caliente, mezcelar y vertir en una caja
de 2xYT ascgurandosc de que el agar suave quede bien esparcido.

Esperar a quc ¢l agar suave se solidifique ¢ incubar a 37 °C por una noche.

El titulo del fago se obtienc multiplicando ¢l nimero de placas por ¢l inverso de la
dilucién usada por 10 (#placas x 1/factor de diluciéon x 10).

. Titulacién por niimero de colonias (s6lo es posible cuando ¢! tugémido da resistencia a

algan antibidtico)

Crecer un cultivo de células F* hasta una DOgyo= 0.7 - 1.0. 200 pL por cada dilucion de
cada fago a titular.

Diluir ¢l fago de la misma manera que en ¢l protocolo anterior, pero empezando las
diluciones desde un orden de magnitud mayor (10 0 10°7).

Colocar en un microtubo de 1.5 ml 200 ul de las células, agregar 100 pl. de la dilucién
de tago a titular y mezclar.

Dejar las mezelas reposando a 37 °C sin agitacion por 30 min.

platear 100 pL de cada dilucion en cajas de LB mas ¢l antibidtico al que da resistencia
cl fagémido.

Incubar las cajas por una noche a 37 °C.

El titulo del fago se obticne multiplicando ¢l nimero de placas por ¢l inverso de la
dilucién usada por 100 (#colonius x 1/factor de dilucion x 100).

Recombinacidn in vivo

Crecer la cepa Cre+ en medio 2xYT 1% de glucosa en agitacion a 37 °C hasta una
DOgoo = 0.5. 2 mL por cada recombinacion .

Infectar los 2 mL de cultivo con el fago a recombinar en una proporcion de 200:1 (hasta
20:1) (en ¢l caso de que scan dos fagos diferentes es posible infectar cada uno en una
proporcion de 100:1) dejando reposar por 30 min, a 37 °C para después agregar
ampicilina (o ¢l antibidtico al que da resistencia el tago).

Incubar ¢! cultivo con agitacién a 30 °C por ¢l tiempo de recombinacion descado (6 —
1S hrs.).

Después del tiempo de recombinacion sc diluye el cultivo en 38 mli (20:1) del mismo
medio (2XxYT 1% glucosa, Amp) y se crece a 37 °C con agitacion hasta una DOepo = 0.5
Se rescatan los fagémidos agregando **helper™ en una proporcion 20:1. Se deja reposar
por 30 min. a 37 °C y sc incuba por entre 6 y 18 hrs. a 30 °C.

Obtencer los fagos del sobrenadante despuds de centrifugar a 3000 g por 15 min.
Precipitar con 2.5 M NaCl PEG 8000 centritugando a 4000 g por 10 min.

Acoplamicnto del genotipo del fagé¢mido al fenotipo de ta célula (prucba de la

recombinacidn)
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Crecer la cepa de scleccion F* (JMBOF' ATrpF) en 2xYt a 37" C en agitacion hasta
DOgmo = 0.5. 1 ml. por cada recombinacién a probar.

Infectar con los fagos producto de la recombinacién en una proporcion menor de 1:1.

- Decjar reposar a 37 °C por 30 min sin agitacion.

- Lavar las células con medio de seleccion liquido (VB).

Platear, tanto en LB como cn medio de seleccion (VB), con ¢l antibidtico al que da
resistencia ¢l fagémido (Amp cn ¢l caso de pDANS). Es recomendable platear
dilucioncs del cultivo lavado debido al gran namero de células. Incluso es posible diluir
hasta 10°°.

Incubar a 37 °C las cajas hasta la aparicion de colonias (una noche cn LB y hasta 4 dias

cn VB)

14. Recombinacién de librerias

Creacion de la libreria primaria de fagos

Con las células resultado de la transformacion con la libreria original, inocular 40 mL
de medio 2xYT Amp (o cl antibidtico al que ¢l fegémido de resistencia).

- Crecer ¢n agitacion a 37 °C hasta una DOgpo= 0.5

Rescatar infectando con *“helper™ (R408) cn una proporcion 20:1, considerando que
aproximadamente en 1 mL de cultivo a una DOgo de 1.0 hay 10° células,

- Dcjar 30 min. a 37 °C sin agitacion.

- Incubarlas entre 6 y 18 horas en agitacion a 30 °C.

Obtener los fagos del sobrenadante despucés de centritugar a 3000 g por IS min y
precipitar con PEG 8000 20% y 2.5M NacCl.

-~ Titular.

Recombinacion de la libreria primaria antes creada para crear la libreria secundaria

Crecer 2 ml de la cepa Cre+ hasta una DOeso= 0.5 a 37 °C en agitacion, en medio 2xYT

1% glucosa.

- Infectar ¢l cultivo con el fago antes preparado en una proporcion de 200:1.

Dcjar reposar 30 min. a 37 °C sin agitacion, para despuds agregar ampicilina (o cl

antibidtico especifico).

- Incubar el cultivo 12 hrs. a 30 °C en agitacion.

Agregar ¢l cultivo a 38 mL del mismo medio (dilusion 1/20 en medio 2xYT 1% glucosa

Amp) y degjar crecer en agitacidon a 37 °C hasta una DOgoo = 0.5.

Rescatar agregando “helper™ en una proporcién 20:1, dejar reposar a 37 °C por 30 min.

- Incubar por 18 hrs. a 30 °C.

- Obtener los fagos dcl sobrenadante después de centrifugar y precipitacion con PEG
S000 y 2.5M NaCl.

- Titular.

Analisis de la recombinacion (los volimenes dependeran del tamafio de la libreria

secundaria)
- Crecer un cultivo de células de scleccion en 1 L 2xYT hasta una DOy = 0.5

- Infectar con los fagos resultado de la reccombinacién en una proporcion de 1:1 o menor.
- Dejarlos 30 min sin agitaciéon a 37 °C.

46



Lavar las células con medio dec scleccidn liquido o PBS, pero en ¢l ultimo lavado en
lugar de resuspender con 1 L se resuspende en 1/10 del volumen inicial de medio rico

(es decir 100 ml). .
Con estas células se inocula 1 1 de medio de seleccién con ¢l antibidtico especitico (VB

Amp) y se incuba cn agitacién a 37 °C.

Medios de cultivo

4. M9 (1 litro)

1. LB (1 litro) - 10 mL glucosa 20%

- 10 gtriptona - 312 uL casaminodcidos 20%
- 10 g NaCl - 100 mL sales M9 10x

- 5 g extracto de levadura - 1 mL vitamina Bl 1%

- Completar con agua miliQua l L - I mL MgSO,.7H:O IM
Para medio sélido: - 2 mL CaCl: 50 mM

- 15 g bacto agar Para medio solido:

2

- 15 g bacto agar

. 2xYT (1 litro)

- 16 g triptona 5. SOC (1 litro)

- 10 gNaCl - 20 gtriptona

- 10 g extracto de levadura - S g extracto de levadura ’
- Complectar con agua miliQua l L, - 10 mL NaCl |IM

Para medio sdélido: - 2.5mLKCI 1M

- 15 g bacto agar - Complctarconaguaal L

Para medio suave (Top agar):

6 g bacto agar

3. VB (I litro)

20 ml glucosa 20%

20 ml casaminodcidos 20%
(csterilizados y no filtrados)

50 mi sales VB 20x

I ml FeCly Smg/ml

250 ul vitamina Bl (tiamina) 10
mg/ml

complctar con agua miliQua 1 L

Para medio sélido:

24p agar noble
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" Soluciones

1 Ampicilina (1000x)

- 200 pg ampicilina/mL
- Agua como solvente

- Se filtra para esterilizar
- Guardar a -20 °C

2. Tetraciclina (1000x)

- 10 pg tetraciclina/mL

- Etanol como solvente

- No es necesario esterilizar
- Guardar a -20 °C

3. Sales VB 20x (1 litro)

-  MgSO,. 7H0 16.2 mM

- acido citrico 205.5 mM

- K:HPO,; 1.148 M

- Na;HPO,. 2H20 168.5 mM
- Ajustara pH 7

4. Sales M9 10x

- K:HPO4 172.2 mM
- Na;HPO,. 422.6 mM
-  NaCl 85.5 mM

-  NH4CI 186.9 mM

5.PBS Ix

- KH2PO; 1.5 mM
-  Na;HPO4. 8§ mM
- NaCl137 mM

- KCiI3mM

- AjustarapH 7.4
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Resultados

Construcciones y complementacion de las funciones de las proteinas

Para implementar un sistema de recombinacion in vive con enzimas es necesario
que ¢l sitio usado para la recombinacion, que se encuentra conectando los fragmentos que
serin recombinados, no afecte de manera importante la conformacion nativa de la enzima.
Lo anterior no sélo con el fin de poder analizar la recombinacion, sino mas que nada con la
idca de que la reccombinacion resulte en mayores ventajas que desventajas. En este trabajo,
la forma de medir ¢l cambio en la conformacion nativa es por medio de la actividad de las
enzimas, por ¢so es que primero se analiza ¢l impacto de la insercion del sitio loxPS11
sobre la actividad enzimatica, para después continuar con la recombinacidon como tal. Con
cl afin de causar el menor dafio a la conformacion de las enzimas, basindose en los
antccedentes y especificamente en los andlisis de corte realizados por Fuentes P. (2001), se
decidio insertar cl sitio loxP511 entre la a hélice 4 y la B plegada S (figuras 17 y I8). El
sitio de insercion es una de las asas inferiores, las cuales, como ya s¢ menciond, parecen
contribuir mas que nada a la cstabilidad dec la proteina y no a su actividad, ya que el sitio

activo cn los barriles a/f3 se encuentra en las asas superiores.

Construccion y complementacion de PRAlI. La amplificacion y la clonacion de
ambas mitades se realizé de tal manera que ¢l péptido conector quedara exactamente entre
la prolina 97 y la alanina 98 del asa a4-f35 (figura 17). En ¢l caso de la PRAIL, primero se
realizo la clonacién de la segunda mitad dec la proteina (35-a8), ya que la primera mitad
contiene un sitio de restriccion Xhol. Lo anterior evitdé que al digerir con Xhol, para clonar
la segunda mitad, se eliminara una porcion de la primera mitad. A pesar de cllo la segunda
clonacién, ¢s decir la de la primera mitad, dio algunos problemas debido a otro sitio de
restriccion Xhol no reportado en ¢l vector del que se partié y que se encuentra presente en
la cadena ligera del anticuerpo (VL). El sitio provoca quc al utilizar Xhol para la primera
clonacion se cortara, ademas de la cadena pesada del anticucrpo, el sitio Sall junto con todo
cl sitio /oxP511. La presencia dcl sitio Xhol adicional sélo fue evidente hasta que se
secuencié una de las construcciones finales. Para climinar el sitio fue nccesario digerir

previamente el vector con la enzima de restricciéon Hincll, que corta en dos sitios que

49




rodean al sitio Xhol extra’'y no climinan ninguna region importante del vector, y religar el

vector resultante.

B! ol B2 a2 Y
1 MLE@?;LTR@QDAKAA({@GA1[{GGL>FVATSPRc
B3 0 4 Q —

péptido conector

LOXpSi) ] 85 po
101 s'rSSSGGHVGBTLPAREFQHVD@NGQG
7 8
151 GSGQRFE@NGQSLGN GGLGAD@QTGC SAVESQ

a8 dnh'lj_‘pnm

Figura 17. Estructura secundaria de la PRAI con la insercidn del péptido conector LOXpSH1. ¢z indican los
residuos cataliticos.

Una vez eliminados los problemas anteriores, se pudo clonar primero la segunda
mitad (BS5 - a8) en la parte que se recombina del plasmido y posteriormente la primera
mitad (Bl - a4) en la parte fija del vector. Después de ln scgunda clonacion, la de In
primera mitad, se transformaron células de Ia cepa de seleccion ATrpF y, una ver lavadas,
se platcaron en medio de seleccién con su réplica en medio rico. Despuds de una noche de
incubacion, sc observd que la funcidn se complementa. Como se puede ver en la tigura 19,
¢l nimero de colonias crecidas en medio rico fue similar al de las crecidas en ¢l medio de
seleceidn, aunque resultd dificil la estimacion por la gran cantidad de colonias crecidas. Lo
anterior nos indica que el péptido conector coditicado en cl sitio /loxPS11 no afecta
considerablemente la actividad de PRAI. Al alinear las secuencias obtenidas de las colonias
crecidas en medio de seleccidn con una sccuencia tedrica de pDANS + Bl-ad4PRAI + B5-

a8PRALI se confirmé que la construccién fue correcta. Con estos plismidos secuenciados se
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retransformaron cclulas de scleccion (JMB9 ATrpF) y se realizaron curvas de crecimicento
cn medio de seleccion, En la figura 20 se muestra que ¢l crecimiento de la cepa de
scleccion transformada con pDANS con la proteina interrumpida por el sitio /oxP511
(PDANS + Bl-ad4PRAL + B5-a8PRAI) fuc muy parccido al de la cepa transformada con
pDANS con la proteina silvestre (pDANS + PRATI WT).

Figura 19. Cajas de medio LB Amp y VB Amp platcadas con células de la cepa IMB9 transformadas con el
fagémido pDANS+B1adPRAHBSalPRAL ¢ incubadas durinte una noche.
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Figura 20. Curvas de crecimicnto de Ia cepa JMB9 en medic VB Amp liquido transformada con
pDANS5S+PRAIwt (pDANS+PRAI) por un lado y por el otro con pDANS+PladPRAI+BSc8PRAI
(pDANS5+PRAlloxP511),
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A manera de controles ncgativos sc transformaron por scparado células de la cepa de
scleccion con los vectores portadores de solo una de las mitades (pDANS + Bl-a4PRAI
VH y pDANS + VL + B5-a8PRAI). Como sc muestra cn la figura 21, la enzima completa
con ¢l péptido conector interrumpiéndola complementa la funcidn, mientras que las mitades
dc la enzima por scparado no complementan en lo absoluto. Dado estos resultados, la

cnzima PRALI ¢s una buena opcién para probar la recombinacion.

0.5

s,
S Y
=2
o .
s o
5 03 —e — pDANSIa
2 +---&c-=- pDANS2a
‘a -1 —e&— nDANSIa+2a
S
(=3
=) -1.5
o
| ERFHppoonnns i
2 L 1 1

Tiempo (hrs.)

Figurmn 21. Curvas de crecimicnto de la cepa JMB9 en medio VB Amp liquido transformada con
pDANS+B1a4PRAI+B5a8PRAL  (pDANSIa+2a), con pDANS+BIadPRAIFVIL (pDANSIa) y con
pDANS+VL+B5a8PRAI (pDANS2a).

Construccion y complementacion de la TIM. De igual manera que con la PRAI la
amplificacién de las dos mitades de TIM se realizoé de tal forma que quedara dividida por el
péptido conector exactamente entre la glicina 113 y la fenilalanina 114 (figura 18). En cste
caso no fuc necesario clonar primero la segunda mitad, ya que el gen de MonoTIM
(MTIM) no contiene algin sitio de restriccion de los utilizados para la clonacién. Por lo

mismo no fue requerida la remocion del sitio Xhol extra encontrado en la VL del
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anticuerpo, ya que como esta mitad fue extraida en'un inicio con Hindlll y Sall, cl sitio no

interfiere.
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Figura 18. Estructura secundaria de la MTIM con Ia inscrcién del pépudo conector LOXpS11. w indica los
residuos cataliticos,@ indica los residuos importantes para la catélisis.

Después de la segunda clonacién, se transformaron células de la cepa de seleccién
Atpi (VEIM101) (Saab-Rincén G. et al, 2001) y se platcaron en medio de seleccidon Amp,
con sus respectivas réplicas en medio rico Amp. En este caso se dejaron incubando a 37 °C
40 horas, ya que la variante de TIM monomérica, al ser menos activa, hace que las colonias
crezcan mis Iento. A pesar de que las colonias en LB crecicron desde las 12 horas y en
buen namero, no crecid ninguna colonia en ¢l medio de seleccion, incluso después de S dias
de incubacion (tigura 22). Al parecer, la inscrcion del péptido conector inactiva de alguna
manera la proteina. De todas formas, s¢ obtuvo ¢l plasmido de algunas de las colonias
crecidas en medio rico y se verificd la presencia de ambas mitades, primero por medio de

PCR y posteriormente secuenciando. Los alineamientos de las sccuencias de estos
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plasmidos con la secuencia teorica de MTIM corroboraron los resultados obtenidos por
PCR, revclando que la construccién es correcta. De tal mancra que no fue necesario hacer

curvas de crecimiento para describir ln no complementacion de la funcion.

Figura 22. Cajas de medio LB Amp y M9 Amp platcadas con células de las cepa VEIJMIOT tinsformadas
con ¢l fagémido pDANS+31ad MTIM+B5a8 MTIM las cuales fucron incubadas durante una noche en el
caso de LB y durante § dias en ¢l caso de M9,

La variante monomérica d¢ TIM evolucionada hacia una mayor actividad es 40
veces menos activa que la proteina silvestre, a pesar de ser mas activa que la MTIM
original. Por lo mismo es posible que la actividad de la variante MTIM sea mucho mas
sensible a la insercion del péptido concctor. Con base en esta idea se decididé hacer una
construccion para la reccombinacion con TIM silvestre homodimérica. Dicha proteina se
dimeriza postraduccionalmente, por lo que a nivel génico se podria trabajar de la misma
forma que con los mondmeros. Como TIM silvestre es varins veces (cuarenta) mas activa
que la variante monomérica se esperaban mejores resultados. La construcceion se realizé de
la misma forma que con la variante activa de MTIM vy, a pesar de todo, los resultados
fueron los mismos, la funcién no se complements incluso despuds de S dias de incubacién
(figura 23). La presencia de ambas mitades ¢n el plasmido fue comroborada por PCR,
usando como templado plasmidos purificados de las colonias crecidas en medio rico, y
posteriormente secucnciando y alincando la secuencia con la secuencia teérica de TIMWT.

Los resultados anteriores indican que ninguna de las variantes de TIM tolera una inserciéon
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o que la posicion en que se hizo la insercién no fue la correcta. Por lo mismo ninguna de las
variantes permite evaluar los procesos de recombinacion y por lo tanto no fucron utilizadas

cn las siguicntes ctapas.

Figura 23. Cajas de medio LB Amp y M9 Amp plateadas con células de las cepa VEIM 101 tmnstformadas
con el fagémido pDANS+B 1adwtTIM+B5a8witTIM las cuales fueron incubadas durante una noche en el caso
de LB y durante 5 dias en ¢l caso de M9

Recombinacion in vive de PRAL

Recombinacion in vivo de los fagémidos portadores de las mitades de PRAI para
Sormar una enzima PRAI activa. El-primer paso, como s¢ observa en la figura 15, fuc la
obtencion de los fagos infecciosos pDANS, portadores por separado de cada una de las
mitades de PRAL, utilizando una cepa F’. Los titulos de ambos fagos obtenidos fueron
buenos; ¢s decir, entre 1x10' y 1x10'? fagos/ml. Con dichos fagos s¢ infectd un cultivo de
células de la ccpa Cre', crecidas en exceso de glucosa en una alta multiplicidad de
infeccion (100:1 de cada fago). Este exceso ¢s esencial para lograr una multiple infeccidén y
que la recombinacion se lleve a cabo entre miltiples fagémidos, dentro de cada célula. No
se conoce totalmente la biologia de la infeccidn, pero se ha encontrado que la glucosa
favorece la multiple infeccién posiblemente porque detiene la maquinaria inhibitoria de
infecciones posteriores (Sblattero D., et al., 2000); tanto la alta proporcion de infeccién

como la glucosa parccen favorecerla.
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La recombinacioén se dio durante 12 horas en agitacion a 30 °C, temperatura a la
cual se favorece la expresion de la Cre recombinasa. Los fagémidos ya recombinados y
rescatados tuvicron igualmente titulos de alrededor de 1x10'" y 1x10'%. Para probar que la
recombinacién ocurrié con estos fagos, se infectaron células de seleccion ATrpF F* en una
proporciéon de !:1 o menor, para ascgurar que sélo un fago infecte a una célula y por lo
tanto ¢l fenotipo de la célula reflejara ¢l genotipo del fagémido. Después de lavarlas, se
platearon cn medio de scleccion con ¢l antibidtico al que da resistencia pDANS y con su
réplica correspondiente en medio rico. Después de 12 horas de incubacion se observé un
gran nimero de colonias ¢n medio rico, mientras que las primeras colonias ¢n ¢l medio de
seleccidn sc observaron hasta las 22 horas. Como se muestra en la tigura 24, a las 40 horas
de incubacidon también crecié un gran nimero de colonias en ¢l medio de seleccion, de tal

manera que fuc dificil calcular una cantidad exacta,

Figuras 24, Cajas de medio LB Amp Tc y VB Amp Tc plateadas con células de Ia cepa IMBOF® infectadas
con los fagos producto de recombinacion las cualex fucron incubadas durante por una noche en ¢l caso de LB
v en ¢l caso de VB durante 40 horas.

Cabe resaltar dos obscrvaciones en relaciéon a las colonias crecidas en medio de
seleccion, por un lado la heterogeneidad en la velocidad de crecimiento y por otro la
lentitud de la mayoria, en rclacién con las colonias de la cepa de scleccion F- (JMB9)
transformadas con la misma construccion, obtenidas en la primera etapa experimental.
Independientemente de lo anterior, se obtuvicron los fagémidos de algunas de estas

colonias cscogidas al azar, aunque representando todos los fenotipos existentes,
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confirmandose la presencia de ambas mitades de la proteina por PCR y secuenciando
algunos representantes. El alineamiento con la sccuencia tedrica de pDANS + f31-a4PRAI
+ BS-a8PRALI volvié a confirmar la presencia de la proteina completa, indicando que cl
evento dc recombinacion si ocurrid.

A su vez, como controles negativos, se¢ realizaron recombinaciones infectando con
los fagos portadores de una sola mitad de la proteina. Por un lado se infectd sélo con tagos
de una mitad y por el otro sélo con fagos de la otra mitad, como sc representa en la parte

derccha de la figura 25.
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Figura 25. Proceso tedrico de recombinacién al infectar con los dos fagémidos portadores por separado de
cada una de las mitades y al infectar con sélo uno de los fagémidos.
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Inesperadamente, aunque a las 22 horas no crecié ninguna colonia, a las 40 horas se¢

observaron unas cuantas. Se obtuvieron los fagémidos de diferentes colonias y se
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analizaron por PCR. Algunos de cstos plismidos parecion tener ambas mitades, sin
embargo, la mayoria tuvo sélo la mitad correspondiente o incluso ninguna. Sc intento
sccucnciar estos fagémidos con los primers que rodean al gen (pDANHind y pDANNhe),
pero solo se pudo obtener la secuencia de uno de ellos. El andlisis demostréd que estan
ocurricndo deleciones importantes en sitios extrafios. Congruentemente al retranstormar los
plasmidos obtenidos en la cecpa de seleccién original (JMB9 ATrpF) y en la cepa de
seleccién F* (IMB9 ATrpF F'), no se¢ complementa la funcion incluso después de S dias de
incubacion. Esto indica que las primeras colonias son falsos positivos.

Tratando de aclarar algunas de estas incongrucncias, sc¢ prepararon  células
competentes por CaCly aislando sélo un fenotipo de colonia de la cepa de seleccion F', y se
rcalizaron curvas de crecimiento después de transtformarlas con ¢l fagémido conteniendo el
gen de la proteina completa, cada una de las mitades por separado y con ¢l fagémido sin
ninguna mitad. Como sc¢ observa en la figura 26, sélo crecicron las células transtormadas
con ¢l fagémido que porta ¢l gen de la proteina completa, las cuales ademas crecicron mas
Iento que la cepa original (F7) transformada con el mismo plasmido. Esto tltimo explica la

entitud de crecimicnto de las colonias de la cepa de seleceién F'.
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Figura 26, Curvas de crecimiento de la cepa JMBIF® en medio VB Amp Tc liquido infectada por separado
con cada una de las construcciones de PRAI y comparada con la curva de crecimiento de la cepa JIMB9
transformada con pDANS+B1a4PRAI+BSa8PRAL
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Proporciones de los fagémidos recombinantes. La complementacion de la funcion y
la obtencion de construccioncs con ambas mitades de la PRAI s6lo indica que la
recombinacidn ocurre. La eficiencia de ésta sc analizé por medio de las proporciones de los
genotipos de los fagémidos ya recombinados. Como sc observa en la parte izquierda de la
figura 25, se esperaria que, cuando se infecta con los fagos de ambas mitades, las cuatro
posibles combinaciones de fragmentos recombinados tienden a llegar a un cquilibrio.
Entonces si la recombinacion no favorece ninguna de las combinaciones, cada uno de los
cuatro posibles genotipos (los dos genotipos parentales [pDANS + Bl-a4PRALl + VH y
pDANS + VL + B5-a8PRAL], el genotipo con ¢l anticuerpo completo {[pDANS + VL + VH]
y cl genotipo con la protecina completa [pDANS + Bl-ad4PRAL + 35-a8&PRAI)), al tener la
misma probabilidad de ocurrir, representarian 25% de los fagémidos totales. Una de las
manecras en que sc analizaron los genotipos de los fagémidos fue a través del acoplamiento
de cada genotipo al fenotipo de una célula de scleccidon. Por lo antes mencionado, se
esperaria que el nimero de colonias crecidas en medio de seleccion representase el 25% de
las colonias crecidas en medio rico, ya que solo aquellas colonias con ¢l fagémido con
ambas mitades de la proteina crecerian en medio de seleccion, Ademis, es posible que el
ticmpo de recombinacién sca un factor determinante de la Hegada al equilibrio de los cuatro
genotipos, por lo que se hicicron recombinaciones variando los tiempos (6, 9, 12 y 1§
horas) y se analizaron las proporciones de colonias en medio de scleccion. Es importante
remarcar que para poder contar las colonias, debido a la gran cficiencia de transformacién
celular por infeccién, fue necesario diluir las células antes de platearlas. A diterencia de lo
esperado, los porcentajes de colonias crecidas en medio de seleccion en todos los diferentes
tiempos de recombinacién estuvieron muy por debajo del 25% y fueron muy variables entre
las repeticiones que se realizaron (entre 5 y 25 veces mas bajos).

Sin embargo cxiste la posibilidad de que dichos valores tan bajos sc deban no a la
ineficiencia del proceso de recombinacién, sino a un problema intrinseco del sistema de
scleccion. Debido a la naturaleza del medio de seleccion, pueden estar creciendo un menor
namero de células independientemente del fagémido con el que hayan sido transformadas.
Con cl {in de descartar esta posibilidad se transformaron células Gnicamente con pDANS +
PRAIwt, y sc platearon de la misma mancra en medio rico y en medio de seleccién. Como

se sospechaba, la cantidad de colonias crecidas en medio de seleccion fue alrededor de 13
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veces menor que la cantidad de colonias crecidas en medio rico, siendo tambic¢n variable
(figura 27). En esta figura se mucstra ademds cémo la remocion de otros factores
selectivos, como la adicién de triptofano o la remocién del segundo antibiédtico
(tetraciclina), hace que el porcentaje de colonias crecidas en medio de scleccion aumente,

aunque nunca llegue a ser del 100%.

% colonias

Tratamicnto del mcedio

Figura 27. Grifica de los porcentajes de colonias crecidas en medio de seleccion con respecto a las colonias
crecidas en medio rico de la cepa IMBOF' trmnsformada con el vector pDANS+PRAIwt. TcAmp: VB con
ambos antibidticos, Trp+: VBAmpTe adicionado con triptofano y Te-: VBAmp sin tetraciclina.

Asi entonces, tomando en cuenta esta disminucion intrinseca del sistema de
seleccion (figura 28), las medias de las proporciones de colonias obtenidas en medio de
seleccion en los diferentes ticmpos de recombinacion no estin tan alejadas de las esperadas,
aunque la variacion es considerable. Dado ¢l error tan grande, se puede decir que no hay
diferencias significativas al cambiar los ticmpos de recombinacion en esta escala temporal.
Sin embargo, la variabilidad disminuyc hacia los tiempos intermedios (12 horas), por lo que

en experimentos posteriores seria recomendable usar cstos tiempos de recombinacion.
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Figura 28. Grifica de los porcentajes de colonias de la cepa JIMBYF” crecidas en VB Amp Te¢ con respecto a
las crecidas en LB Amp Tc infectadas con los fagémidos resultado de los diferentes tiempos de
recombinacion. Estos porcentajes se comparan con los porcentajes de colonias esperados tedricamente
despuds de hacer las correcciones por el efecto del medio de seleccion.

Para cada repeticiéon de los experimentos de recombinacion anteriores se realizaron
recombinaciones con sélo una o la otra de las mitades a mancera de controles negativos. Al
acoplar ¢l genotipo de los plasmidos resultantes de ¢stos con el tenotipo celular no se
obtuvicron colonias en medio de seleccion.

Asi mismo a través de todos los experimentos pasados sc¢ cstuvieron buscando
falsos positivos, como los encontrados e¢n los controles negativos, que pudicran atectar las
proporciones obtenidas por medio de secuenciacion de colonias al azar. Sin embargo, los
falsos positivos parecen estar relacionados con la densidad de células plateadas, ya que al
utilizar bajas densidades celulares no se encontraron falsos positivos. Incluso las colonias
con crecimiento muy lento (mas de tres dias) muestran tener la construccion correcta al ser

secucnciadas.

Patrones de restriccion de los fagémidos recombinados. La otra forma de analizar

los genotipos resultantes de la recombinacion es por medio del polimorfismo en sus
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patrones de restriccion. Como se observa en la figura 29, las enzimas AlwNI y Msel
permiten hacer dicho andlisis. S¢ tomaron 100 colonias al azar del experimento de
acoplamicnto del fenotipo al genotipo de los fagémidos resultado de la recombinacion por
12 horas sin scleccién, sc purificaron sus fagémidos y se digiricron con las enzimas
anteriores por separado. La figura 30 muestra las proporciones obtenidas de los diferentes
genotipos Las proporciones de los tagémidos con la primera mitad y con ambas mitades de
PRAIl son cercanas al 25% ecsperado (33.4% y 30.5% respectivamente), pero las
proporciones de pDANS con ambas mitades del anticuerpo y con Gnicamente la segunda
mitad de PRAI son mucho mas bajas que las esperadas (1.4% y 5.72% respectivamiente).
También cs notorio ¢l gran numero de genotipos que parccen ser rearreglos no esperados
(monstruos). Es importante hacer notar la gran cantidad de genotipos que no pudicron ser
determinados (31%), principalmente debido a la poca cantidad de pliasmido con que se

contaba resultado de una extraccion deficiente.

I 2 3 45 1 2 3 4 5
5000!_ — sooo—> QB e -
III' -y - -

-
— - [ ]

850 —> Jl Bl v o
-—— o - -

sso—» D
-—

[
300—> U@

AlwNI Mscl

———
—
L J
100 — come

Figura 29. Elcctroloresis en gel de agarosa de los fragmentos de restriccion de los cuatro posibles fagémidos
resulantes de la recombinacién digeridos con las enzima AlwNI por un lado y Mscl por el otro. 1: marcador
(IKbplus) 2: pDANS-Xhol, 3: pDANS+BIadPRAI+VH, & pDANS+VL+f5a8PRAI y §:
pDANS+BladPRAI+5a.

Otro posible factor que pudicra afectar las proporciones ¢s que el producto

(proteina) de alguno de los genotipos sca toxico para la célula, impidiendo tener colonias
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transformadas con este fagémido incluso ¢n medio rico. Para climinar esta posibilidad, sc
transformaron células con los cuatro genotipos posibles y se crecicron en medio rico. La
figura 31 muestra quc sélo la construccién pDANS + bl-a4 + VL ticne una menor tasa de
crecimiento lo cual podria hacer que esta mitad estuviese un poco menos representada. Sin
emburgo, no sc tuvo problema en identificar una proporcion de ésta cercana a lo esperada.
Asi, la falta dc representacion pucde deberse a otros fendmenos como Ia naturaleza

recombinatoria de la cepa Cre™.

pDANS
1.4%

rcarreglos

pDANSIla

pDANSla+2a 5.72% pDANS2a

Figura 30. Porcentajes de cada uno de los genotipos de los fagémidos resultado de la recombinacion
determinados por patrones de restriccion.

Utilizacion del sistema en librerias

La utilizacién del sistema cn librerias esta dirigida mas que nada a probar sus
alcances en cuanto a combinacién de variantes poco representadas en una biblioteca. Como
se¢ cxplica en la introduccién, un paso fundamental en la creacién de variabilidad es la

combinacién de variantes que conficran una propiedad descada. Entre mayor tasa de



mutagenicidad empleada mayor es la probabilidad de acumular mutaciones deletéreas, por
lo que es importante poder combinar mutantes benéficas para aumentar la variabilidad
mucstreada sin lHegar a un banco grande de gencs muertos. En ¢l mismo contexto, entre
-menos representadas estén las variantes en una biblioteca, sera menos probable combinar
las adecuadas y por lo tanto debera ser mas grande la biblioteca para incluir la combinacion
que dé una clona mejorada. Con ¢l fin de demostrar la utilidad del sistema de
reccombinacion in vivo cn la creacion de bibliotecas de enzimas, se utilizaron dos mutantes
sencillas deletéreas de PRAIL y la combinacion de éstas en una doble mutante deletérea.
Cada una de estas mutaciones remplaza uno de los residuos cataliticos situados en cada
mitad. De esta manera, al contaminar bibliotecas de 1a doble mutante con cierta proporcion
de las mutantes sencillas y recombinarlas, podremos analizar la capacidad del sistema de
combinar las mutantes sencillas hacia una proteina activa sin mutaciones. Utilizando
diferentes proporciones de las mutantes sencillas en la biblioteca podremos encontrar los

limites de combinacién de variantes muy poco representadas del sistema.
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Figura 31. Curvas de crecimicnto de la cepa DHSaF™ en medio LB Amp liquido transfonnada por separado
con cada uno de los posibles fagémidos resultado de la recombinacion.

La primera biblioteca que se probd conticne una de cada una de las mutantes

sencillas, por cada 1000 dobles mutantes. El procedimiento utilizado es ¢l que se representa
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*»én la figura 16. El paso quc puede ser mas limitante es la transfornmacion por
clectroporacion de la libreria primaria en una cepa F’ para poder obtener posteriormente
fagos para la recombinacién. Entre mas cficiente sca la transformacion de la primera
libreria, mayores seran las probabilidades de que las mutantes sencillas se encuentren
representadas cn los fagos resultantes y pucdan recombinarse para dar una proteina activa.
Con la primera libreria se lograron transformar mas de 1x10° células, por lo que la libreria
fuc de un tamafo aceptable. El otro paso que puede ser limitante ¢s ¢l sistema de seleecion
de la variante sin mutantes, ya que aunque la biblioteca sea muy grande, solo serd posible
probar ¢l nimero de variantes que puedan ser acopladas al fenotipo de una célula de
scleccién. Por lo anterior, ¢l sistema de seleceion estari limitado a la cantidad de células en
estado infectivo que puedan ser crecidas. En este caso se utilizo 1 litro de cultivo a una
densidad optica de 0.5, que representa alrededor de 5x10'" células. Dado lo ltimo, como
maximo sélo fueron analizadas 5x10'' variantes. Para poder seleccionar tal cantidad de
células fue necesario hacer una preseleccion en medio liquido, en lugar de cajas de medio
s6lido ya que s¢ hubicran necesitado 50 000 cajas platcando 10 millones de células por
caja.

Después de recombinar esta libreria con las mutantes sencillas ¢n una proporcion de
1/1000, se lavaron y sc crecicron en medio liquido. En este cultivo se observd un
crecimiento obvio hasta las 24 horas de incubacion. Con ¢l fin de enriquecer la o las clonas
activas sc hicicron varios pasos dc crecimicento y reinoculacion en medio minimo. Después
de 72 horas de incubacidn, a través de las diferentes alicuotas de medio de seleccion fresco,
se diluycron las células y sc¢ plated una pequeiia alicuota en cajas para obtener colonias
aisladas. Sc purificé el fagémido de algunas de las colonias. Por otro lado, se purifico
fagémido de 5 ml del cultivo liquido de la altima alicuota de enriquecimiento sin aislar
colonias (ver figural6). Los fagémidos resultantes se retransformaron por clectroporacion
en la cepa de seleccion F* y sc platcaron cn cajas de medio VB. Se obtuvieron muchas
colonias, por lo que se secucnciaron algunos representantes. Las secuencias revelaron que
los fagémidos no tienen ninguna de las mutaciones delctéreas.

Con el fin de demostrar los limites del sistema se hizo una nueva biblioteca
primaria, pero ahora con cada una de las mutantes sencitlas en una proporcién de 1/100,000

y se reccombiné. La bibliotcca primaria también fue mayor a 1x10® varantes y la selcccidn
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se llevé a cabo de la misma manera que con la biblioteca anterior. Incsperadamente se
observo crecimiento ya despucs de una noche, sin embargo se prosiguia de la misma forma,
Al final sc obtuvicron los fagémidos de algunas colonias aisladas en cajas de medio solido,
asi como fagémidos purificados de 5 mi del ultimo cultivo liquido y se retrunstormaron en
células IMB9 F~ (ver figura 16). Incsperadamente, ninguno de los tres tagémidos obtenidos
de colonias aisladas en medio sélido al transtormarse en la cepa JMBYF no
complementaron la funcion de PRAIL. Consistente con esto, sélo crecieron algunas colonias
de las células que habian sido transformadas con los fegémidos puriticados del medio de
cultivo liquido. Al analizar las sccuencias de los diferentes fagémidos se encontrd que
aqucllos provenicntes de las colonias aisladas de la cepa de seleecion F* en cajas de medio
solido seguian teniendo alguna de las mutantes y por lo tanto eran falsos positivos. En
contraste, los fagémidos obtenidos de las células de scleccion Fo despuds de transtonmarse
con los fagémidos aislados dircctamente de la dltima alicuota de medio liquido no tuvieron
ninguna de las mutaciones. Por lo tanto, aunque los talsos positivo dificultaron la obtencion
de la variante correcta, fue posible seleccionarla. En estos experimentos, ¢l enriguecimiento
en medio liquido en la cepa de seleccion Fles utilizado como preseleceion ya que es
necesario retransformar los plismidos obtenidos de este paso en la cepa original de
scleccion F~ y platear en medio minimo para eliminar los falsos positivos.

A manera de controles negativos, cada una de las bibliotecas primarias, tue
infectada en Ia cepa de seleccion, antes de someterlas a la recombinacion, acoplando cl
genotipo al fenotipo, y plateada en medio de seleccion. Después de varas horas de
incubacion sc¢ obtuvicron algunas colonias las cuales resultaron ser falsas positivas ya que
al retransformar el plasmido en la cepa JIMB9F™ no hubo crecimiento.

Por iltimo, para comparar los resultados anteriores con el método de gene shuffling
s¢ recalizé ¢l barajeo de la dltima libreria, la que tiene las mutantes sencillas diluidas
1/100,000, ademads del barajeo de una libreria que tienc las mutantes sencillas diluidas
1/100 (como control positivo). Del barajeo de la libreria con las mutantes sencillas 1/100 sc
obtuvicron varias colonias en la cepa de seleceion F en las que se¢ complementa la funcién
y cuyos fagémidos, revelado al ser sccuenciados, son portadores de PRAI sin mutaciones.
Sorprendentemente, estos mismos resultados, aunque con menos colonias, se obtuvieron

del barajeo de la biblioteca con las mutantes sencillas diluidas 1/100,000.
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Discusién

Complementacién de las funciones de las enzimas con el péptido LOXPS11 insertado

El cfecto de la insercion del péptido concctor LOXPS11 sobre la conformacicn
nativa de las enzimas y, por lo tanto, sobre su actividad ¢s un punto fundamental en la
implementaciéon de un sistema de recombinacion in vive con miras a ser utilizado en
cevolucion dirigida de proteinas. La utilidad del sistema serd cuestionable a pesar de las
posibles ventajas que el mismo pueda aportar en cuanto a generacion de variabilidad, si la
actividad se ve mayormente afectada. Al perder la contormacion activa, la recuperacion de
una conformacion que permita restablecer, ¢ incluso Hegar a mejorar las propiedades de 1a
ecnzima, serd mas dificil. Hasta antes de este trabajo, los efectos de la insercion del péptido
conector LOXPS511 sélo habian sido probados cn anticucrpos, enlazando la cadena ligera
con la pesada. El péptido fue disciiado con este {in dando bucnos-resultados (Shlattero D. er
al., 2000), sin embargo cs poco lo que sc pucde deducir a partir de éstos en cuanto al
posible efecto que tenga su utilizacion e¢n enzimas. Probablemente, debido a  las
caracteristicas estructurales y funcionales, los anticuerpos scan péptidos mucho mis
permisivos a alteraciones de esta naturaleza.

Los resultados de complementacion de la funcion de PRAL, obtenidos con la enzima
portadora del péptido conector, pucden parccer sorprendentes si son vistos tuera del

 contexto de los antecedentes. El tamaiio del péptido conector LOXPSI1 (18 aa) es
" equivalente al de un moédulo Ba del barril, por lo que su insercion no es una alteracion
despreciable. Sin embargo, los diferentes trabajos de plegamiento con la enzima, en
especial los del grupo de Kirschner D. y posteriormente los estudios de corte y utilizacion
de cierres de leucina para unir fragmentos (Fuentes G. P. 2001:; Saab-Rincon G.,
comunicaciéon personal), sugerian que es posible rcalizar una insercion de este tipo con un
efecto negativo minimo sobre la actividad de la enzima. Los resultados aqui obtenidos
apoyan la idea de que la PRAI es una cnzima robusta que permite modificaciones de este
tipo, ya que la proteina con la insercion complemento la funcion casi de igual manera que

la protcina sin la insercién. A su vez, los resultados anteriores sugicren que es posible
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trabajar de manera mas general con barriles o/ interrumpidos por este tipo de péptidos
C6néélorcs en sitios equivalentes.

Por otro lado, desde un enfoque de plegamiento de la proteina, es muy interesante el
sitio donde esti insertado el péptido concctor. Este se encuentra en ¢l asa que conecta la a-
hélice 4 con la f3-plegada 5, que es una de las asas inferiores del barril. Se ha propuesto que
cstas asas infecriores estdin rclacionadas, mis que nada, con la estabilidad del barril (Urfer R.
er al., 1992), lo que ha llevado a suponer que las asas de los barriles podrian estar divididas
funcionalmente, siendo las inferiores (a-B) las importantes para la estabilidad y las
supcriores (-a) las nccesarias para la catalisis. Los resultados obtenidos contradicen con
cierta forma lo anterior, ya que una de las asas inferiores es alterada vy, a pesar de ello, la
protcina sigue sicndo activa y, por lo tanto, sigue teniendo la contormacion de barril a/f
que es la forma mas probable de la enzima activa. Sin embargo, habria que hacer otro tipo
de prucbas para caracterizar directamente la cstabilidad de la enzima. Una posibilidad
remota ¢s que una fraccidén del péptido conector (la primera) cstuvicera tormando parte del
barril a manecra de B-plegada, de tal forma que ¢l resto del péptido concctor junto con la 8-
plegada 5 quedaran fuera del barril, pero en la parte superior de éste, como asa B-a, sin
afectar la estabilidad. Lo anterior es sumamente improbable ya que se alteraria fuertemente
la conformacion nativa de la enzima, sin posibilidad de complementar la funcion como lo
hace. Para determinar con exactitud ¢l acomodo del péptido conector en la estructura del
barril habria que hacer estudios de emision de fluorescencia o cristalogratia que podrian
arrojar resultados interesantes al respecto.

La PRALI, entonces, ¢s una excelente candidata para ser usada en ¢l sistema de
recombinacion in vivo. El mantenimiento de la actividad después de la insercion del sitio
LOXPS511 permite que el sistema de complementacion (o seleccion) con la cepa ATrpF, sea

utilizado para cl analisis del proceso de recombinacion iz vive.

Por otro lado, los resultados de complementacion de funcion con TIM son
totalmente contrarios. La conformacién de la enzima no permite la insercién del péptido
conector LOXPS511 en el asa inferior entre la a-hélice 4 y la B-plegada 5, ya que al hacerlo
la actividad se pierde por completo, o al menos es totalmente indetectable con el sistema de

complementacién. Existen pocos antecedentes de modificaciones en TIM y, en realidad, no
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tan rclacionados a cambios de esta naturaleza. El trabajo que mas informacion provee al
respecto cs cl de Bertolact B. L. et al. (1995), en ¢l que la TIM de musculo de pollo es
fragmentada en los diferentes limites intrén — ex6n, observandose una complementacion
débil de la funcién al cxpresar juntos los fragmentos. A pesar de este antecedente, se
decidioé insertar el péptido conector en el mismo lugar que en la PRAI, con basc en Ia
relacion estructural de las dos enzimas. Los criterios usados para fragmentar la TIM de
pollo, al scr los limites ex6n — intrén, podrian ser totalimente ajenos a la proteina utilizada.
Adcmas, algunos de estos limites estan cxactamente en estructuras secundarias, donde la
insercién de un péptido podria tracr consecuencias fatales a la conformacion total. La idea
de inscrtar el péptido concctor en una asa (que ¢s una region mas flexible, y especialmente
en una asa que ya habia aceptado inserciones en proteinas estructuralmente relacionadas,
parecia mads adecuada.

Incluso la actividad dc la proteina silvestre (TIMwt), que es una de las enzimas
conocidas mds eficientes, se vié totalmente alterada por la insercion del péptido conector.
Con la enzima monomérica cxistin la posibilidad de que la menor cficiencia catalitica
causada por la monomerizacién se cstuviern sumando al cfecto negativo de la insercién,
resultando cn la inactivacion total dc la enzima. Sin embargo, la cnzima silvestre mas
robusta sufrio la misma inactivacion. Podria pensarse que el péptido conector interfiere con
la capacidad de dimerizacion de la proteina silvestre. Lo Gltimo no es muy probable, ya que
la inscrcién es cn las asas inferiores, mientras que las asas que intervienen en la
dimerizacion son las superiores.

Modclamientos cstructurales tedricos de TIM con ¢l péptido conector podrian
gencrar informacién relevante para-la localizacion de un buen sitio de insercion. Este tipo
de datos, junto con la informacion que puedan aportar estudios de corte y moditicaciones
de la misma naturaleza, serian sumamente utiles para lograr una enzima activa con cl
péptido concctor insertado. Si la eleccion del sitio particular de insercion en TIM hubiera
cstado basada en el mismo tipo de¢ antecedentes directos que se tenian para PRAIL muy
probablemente hubicra sido posible obtener una enzima activa.

Los resultados negativos de complementacion con ambas variantes de TIM nos
hablan de las restricciones del sistema. La inserciéon de un péptido conector en enzimas,

cuya sccuencia ¢s necesaria para la recombinaciéon no ¢s una modificacién trivial. Por lo
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mismo, la simpleza de la implementacion de un sistema de recombinacion in vivo general, o
para la mayoria de los barriles a/ff, s¢ pone en duda hasta cierto punto. Lo ultimo
independientemente de la utilidad del sistema e¢n PRAIL Posiblemente sca necesaria
bastante informacién tanto tedrica-como practica para poder encontrar un sitio de insercion
idénco para cada barril /. Sin embargo, existen otras posibilidades que tienen que ver
con la modificacién del sistema de recombinacion. Una posibilidad es la alteracién de la
especificidad de la Cre recombinasa, de tal forma que ésta sea capaz de reconocer y mediar
la recombinacién entre sitios que coditiquen para péptidos concctores con caracteristicas
mis aceptadas por la conformacion de la proteina a recombinar. Este tipo de alteraciones de
especificidad han sido logradas a través de evolucion dirigida de la proteina (Buchholz F. e
al., 2001) y podrian dar bucnos resultados al hacer mas general la aceptacion de la
inscrcion del péptido. Otra posibilidad es la utilizacion de un intron autoeditable en
procariontes como se hace en ¢l trabajo de Fisch 1. er afl. (1996). En este sistema, el sitio
loxP utilizado para la recombinacion ¢s colocado dentro del intron, de tal forma que
después de la recombinacion sc  tavorece la autoedicion  de  éste,  reduciéndose
considerablemente ¢l tamaiio del péptido conector a un tamaiio tinal de alrededor de §
aminodacidos. Aunque la disminucion en ¢l tamafio del péptido representa una importante
ventaja, al editar el sitio /oxP se picrde la posibilidad de utilizar de nuevo estos genes en

otro ciclo de recombinacion.

Los resultados de complementacion de ambas proteinas también nos dicen aspectos
importantes dc las caracteristicas generales del grupo de los barriles a/B y especialmente de
las diferencias entre estos dos integrantes de la familin, la PRAI y la TIM. Como sc
observa, los conocimientos obtenidos de los estudios previos de la PRAI no pudicron ser
extrapolados a la TIM, a pesar de pertenccer a la misma familia. Esto nos recuerda que los
barriles o/, a pesar de su probable homologia y sus miiltiples caracteristicas en comn,
sobre todo estructurales, tienen propiedades particulares distintas, incluso estructurales. Por
otro lado, situando a ambas enzimas en un contexto cvolutivo, se podria pensar que la
PRAI es mucho mas permisiva a la insercion en la mitad de la proteina, debido al parecido
de ésta con un barril ancestral resultado de la dimerizacion de un medio barril. La PRAI es

la enzima mas parecida a HisA y HisF, que son las proteinas en las que se encontré la
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cvidencia para postular ¢l modelo de la evolucion de un barril complete a partir de un
dimero de medios barriles ancestrales. Posiblemente ln estructura de la PRAI mantenga mis
caracteristicas de un dimero de medios barriles a/f3 que la TIM, lo cual permite la insercion
en este sitio. La TIM, al divergir dcl barril a/p ancestral, perdio las caracteristicas que

permiten la insercién en la PRAL

Recombinacién in vivo de fragmentos de PRAI

Recombinacion in vivo de fragmentos de PRAI para formar una enzima activa. La
forma en quc sc analizé la recombinacién in vive fue a través de la integracion de PRAL
complcta, y por lo tanto activa, a partir de dos mitades clonadas por separado en pDANS
por medio de recombinacion, De esta manera, al acoplar ¢l fenotipo de células de seleccion
con cl genotipo de los vectores producto de la recombinacion, solo se observa crecimiento
de colonias en medio de scleccion si el proceso de recombinacion se Hevo a cabo, es decir,
si se integré la proteina activa. Los resultados demuestran que esto es exactamente lo que
csta ocurricndo. Sin embargo, a diferencia de los resultados obtenidos con el crecimiento de
Ias colonias dc la cepa de seleccion F~ en la primera parte experimental, Ins colonias tardan
mis en crecer y mucstran tamaiios muy heterogéneos, a pesar de que todas las células
provienen de una sola colonia JMBOF’. Independicntemente de su tamaiio, todos los
vectores de las colonias analizadas contenian ambas mitades de la proteina en orden
corrccto. La lentitud de crecimiento podria esperarse, ya que los productos génicos del
plismido F, a pesar de cstar integrados al cromosoma, representan una carga metabdlica
extra para la célula. Ademads, el proceso de infeceion por el que se transtforman las células
también podria causar un retardamiento ¢n el crecimicnto celular. Estos factores son
totalmente independientes de la actividad enzimatica del péptido portado por el vector con
que sc les haya infectado. Lo anterior es corroborado por las curvas de crecimicento
mostradas cn la figura 26, donde se pucde ver que ¢l crecimiento de las células de la cepa
de scleccion F* es mds lento que ¢l de las células de la cepa F', a pesar de haber sido
transformadas con ¢l mismo vector. Por ¢l otro lado, la heterogencidad de tamaiios es dificil
de explicar. Tratando de eliminarla, se intento aislar un fenotipo de colonias por medio de

la repetida esparciéon de la cepa F’ original, pero el resultado sicmpre fue el mismo.
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Parcceria scr que una caracteristica intrinseca de esta cepa JMBIF® es la variabilidad. Dos
meras especulaciones al respecto, ajenas a las caracteristicas intrinsecas de la cepa, son
primcro, que ¢l momento exacto en que sc lleva a cabo la infeccion varia dentro del cultivo
celular una vez que sc afiaden los fagos, haciendo variar el inicio del crecimiento, y
segundo, que la disponibilidad de fago helper hace que ¢l ciclo del tagémide como fago
siga, alterando ¢l crecimiento de la colonin. Se podrian hacer diferentes experimentos para
probar csto, pero nos alejarian de los objetivos del trabajo.

Por otro lado, si ¢l proceso de recombinacion se lleva a cabo solo con una de las
mitades, al acoplar genotipo y fenotipo, no sc_deberin observar grecimicnto de colonia
alguna cn medio de selececidn, ya que por mas que haya ocurrido la recombinacion, el
resultado final dard ¢l mismo péptido inicial inactivo (figura 25). Estos experimentos
fueron utilizados como controles negativos, Inesperadamente, despudés de bastantes horas
de incubacion se obtuvicron algunas colonins. Sin embargo, al analizar directamente el
vector de estas células y retransformarlo en la cepa JIMBYF, se determind que erun falsas
positivas. Otra observacion es que estin sucediendo arreglos inesperados en los que la
region de recombinacion se picrde. Este tipo‘dc deleciones son resultado de la inestabilidad
del sistema de recombinacion in vivo. Una explicacion de los falsos positivos podria ser que
los wvectores con una sola mitad de la PRAI en la cepa de seleccion JIMBOY9F®
complementaran de una u otra manera la funciéon. Como se¢ ve en las figuras 21 y 26 lo
anterior no es una explicacién, ya que estas construcciones ¢n ninguna de las cepas de
seleccion complementan la funcion de la PRAL En realidad no se logrd determinar qué es
lo que causa con exactitud estas colonias falsos positivos, aunque se asociaron dos factores
a su aparicion. El primero ¢s la diferencia que hay entre las dos cepas de seleccion, la F* y
la F~ original, ya que nunca se obscrvaron falsos positivos con la cepa JMB9 original. Las
diferencias que los explican padrian no tener que ver directamente con la presencia de los
componentes de F, sino mds bien con las consecuencias del proceso de conjugacidon
bacteriana por ¢l que se construyé la cepa F'. En este proceso no sélo se transfieren los
genes rclacionados con F, sino que sc pyede transferir mas material genético de diversa
naturaleza, cl que podria estar contribuyendo a la aparicion de falsos positivos. Para
solucionar lo anterior se podria hacer de nuevo la cepa F® pero sin conjugacion, con la

transformacion dirccta del plasmido F. De esta mancera se evitaria la ganancia de material
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genético adicional. El segundo factor relacionado con su aparicion es Ia densidad celular.
Se observé que los falsos positivos s6lo ocurren cuando ¢l niimero de células que se platean
es muy alto (cuando c¢n medio rico no es posible distinguir colonias aisladas). Al platcar los
controles negativos, si se¢ hace con un niimero no tan alto de células, las colonias falsas
positivas no aparccen. Otro punto que ¢s importante mencionar ¢s que nuUNea s¢ Cncontraron
en una misma caja colonias positivas y falsas positivas mezcladas. Probablemente por la
poca representacion de las falsas positivas o tal vez por la competencia con las positivas,
Independientemente de los anterior, si se tuviera ¢l tiempo, scria interesante
explorar mas a fondo las razonces de estos falsos positivos, ya que existe la posibilidad de

que ciertos rcarreglos peptidicos complementen 1a funcién de PRALL

Proporciones de los genotipos de los fagémidos recombinados. Ademas de probar
¢l hecho de la recombinacidn in vivo de PRAI, es importante analizar 1a eficiencia con la
que ocurre este proceso. Para esto se analizaron las proporciones de los genotipos de los
fagémidos recombinantes de dos mancras diferentes. La primera tue a través de la
proporcién que representan las colonias crecidas en medio de seleecion de las colonias
crecidas en medio rico, ya que se cesperaria que las colonias crecidas en medio de seleccion
fueran el 25% dc las crecidas en medio rico, al representar uno de los cuatro posibles
genotipos. Sc hicieron procedimientos con diferentes tiecmpos de recombinacién para
observar el efecto de este factor. Ademas, fue necesario ajustar la proporcion de colonias
esperadas con la proporcién de colonias que normalmente crecen en ¢l medio de seleccién
cuando todas las células estin transformadas con ¢l mismo vector portador de la proteina
silvestre. Como se observa en la figura 27, el sistema de scleceidon per se representa un
cuello de botella para el crecimiento de las colonias, sobretodo cuando existen varios
factores restrictivos (los antibidticos y la falta de triptofano). Este factor intrinscco del
sistema de seleccidén disminuyd la proporcién esperada considerablemente, alrededor de 12
veces, y le contirié una variabilidad también de magnitud considerable. Hay que resaltar
que ¢l cucllo de botella que los sistemas de scleccion pueden representar por si solos es una
restriccion importante en cualquicr proceso de evolucién dirigida; en este caso, por cada

positiva que se obtenga se pueden perder once. En cada caso ¢s recomendable cntonces
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caracterizar ¢l sistema de scleccion usado para poder jugar con los diferentes tactores
rcslriclivost de tal manera que la seleccion sc optimice. En ¢l presente estudio, por cjemplo,
si no sc utiliza la tetraciclina en ¢l medio de minimo ¢l nimero de positivas perdidas por el
método de scleccion disminuye considerablemente.

Con la proporcion de colonias esperadas ajustada se pudo comparar los resultados
obtenidos de los procedimientos con los diferentes ticmpos de recombinacion, como se
muestra en la figura 28. Aqui sc pucede obscervar que las medias de las proporciones
observadas sc encuentran en ¢l intervalo de la proporcion esperada, ademas de que las
proporciones observadas en los diferentes ticmpos, no son diferentes entre si debido a ta
gran variabilidad. La eficiencia del proceso es comparable con la esperada v ¢l tiempo de
recombinacion a ¢sta escala no es un factor que esté intluyendo la eficiencia del mismo. Sin
cmbargo, es notable la variabilidad obtenida de los resultados de los procesos de
reccombinacion. Existen varios factores que sumados podrian  explicar esta gran
variabilidad. El primero ¢s la variabilidad intrinseca del sistema de seleccion usado. Comao
s¢ puede ver en la figura 28, la proporcion esperada tiene una cicrta variacion, menor que la
de los observados, pero que puede explicar cierta parte de la varacion de é¢stos. Otra
explicacion que comprende varios fendémenos es la inestabilidad del sistema. Esta
inestabilidad también fue observada por ¢l grupo que desarrollo el sistema  de
recombinacion in vive de un solo vector para anticuerpos (Sbhlattero ¢f al., 2000). Como se
menciond anteriormente, en éste trabajo también se detectaron de manera directa, al
sccuenciar algunos de los plasmidos de los falsos positivos, deleciones y rearreglos
causantes de la pérdida del gen completo de 1a proteina o de sus mitades, lo que al final
tendria efecto en las proporciones de las colonias. Tres fenémenos podrian estar causando
csta inestabilidad. Primero estarian los posibles problemas causados por la incompatibilidad
de plasmidos. A pesar de que en este sistema se ha observado que la idea de que dos
plasmidos diterentes con un mismo origen de replicacion no pucden existir en una misma
célula no sc cumple, es posible que, mas que no cumplirse, su etecto sea minimo y esto csté
haciendo que cada evento de recombinacion tenga resultados variables. Otro problema de
inestabilidad que tienc el sistema cs que los sitios heterdlogos, en este caso loxP5S11 y
loxPwt, recombinan entre si, pero con una frecuencia muy baja (Siegel R. W. et al,, 2001).

Este tipo de fendomenos causarian la delecion de la regidon que se recombina y, por lo tanto,
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una alteracion en las proporciones dc los genotipos finales. El dltimo problema de
incstabilidad secrian los rearreglos cromosomales que se han observado en cepas que ticnen
altos niveles de expresion de la Cre recombinasa. La recombinacion entre los fagémidos y
el cromosoma celular podrian resultar en alteraciones de los fagémidos. Ademas, la cepa
Cre’ que se utiliza para la reccombinacién cn cstos experimentos no es ATrpF, por lo que
podrian ocurrir recombinaciones remotas en las que ¢l gen silvestre fucra adquirido por el
fagémido proveniente del cromosoma celular.

Otros dos aspectos experimentales que podrian tener que ver con ln varabilidad
encontrada son, por un lado, las diferencias en multiplicidad de infeccion de tagos
portadores de una mitad respecto a los fagos portadores de la otra mitad y. por ¢l otro, Ia
posibilidad de que al acoplar el genotipo al fenotipo ocurra una infeccion multiple. En el
primer caso al existir, por crror experimental, mayor cantidad de tagos portadores de una
mitad que portadores de la otra, muy posiblemente ¢l cquilibrio de la recombinacion se vea
desplazado en alguna direccién. Estos crrores de infeccion no equivalente dependen, hasta
cierto punto, dc lo exactos que sean los métodos de titulacion. En una ocasion, donde se
sobrcinfecté por descuido con alguna de las mitades, ¢! resultado fue una notoria
disminucidn cn las colonias crecidas cn medio minimo. En ¢l segundo caso, se afectaria la
proporcion final si suponemos que a pesar de infectar las células en una proporcién menor
de 1:1 con los fagos resultado de la recombinacién, ocurre que dos fagos infectan una
misma célula.

Finalmente, la suma de todos cstos fendomenos podria explicar csta  gran
variabilidad. Algunos de ecstos factores s¢ pucden controlar afinando los métodos
experimentales, pero otros son intrinsccos de los sistemas utilizados. A pesar de la gran
variabilidad, incluso cuando la recombinacion parece haber ocurrido de manera muy
alejada a lo esperado, los niveles de recombinacion son suficientes para que ¢l sistema sca
una buena herramienta en la generaciéon de variabilidad. Suponiendo que la cficiencia de
recombinacién cs de un décimo de lo esperado y esperamos bibliotecas de entre 10*' y 102
variantes, las bibliotecas generadas serian de entre 10'® y 10'! variantes. Este ¢s un tamaiio
varios Ordencs de magnitud mayor quec los tamaiios logrados con los métodos

convencionales, en los que sec emplea transformacion por electroporacion.
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La otra forma en que se analizaron las proporciones de los genotipos de los vectores
resultantes de la recombinacion fue por medio de los patrones de restriccion de éstos,
utilizando dos cnzimas diferentes. En este caso, al ser vectores obtenidos de colonias
crecidas en medio rico, s¢ espera cncontrar proporciones cercanas al 25% de cada uno de
los genotipos. Dos de los genotipos, ¢l de la proteina completa y ¢l que solo tiene la
primera mitad, resultaron cn una proporcion muy cercana a lo esperado, sin embargo los
otros dos genotipos estuvieron muy por debajo. El resto son genotipos genotipos que
parccen ser resultado de rcarrgglos. El problema de este andlisis es que, debido al trabajo
que i[nplica metodologicamente, solo se realizo para ¢l resultado de una recombinacion por
12 horas, lo que le resta valor cstadistico. Ademis, scrin necesario asegurarse que cl
porcentaje de genotipos desconocidos tuera mucho menor y que los supucestos rearreglos
son cn rcalidad rearreglos, y no cambios puntuales que moditican los patrones de
restriccion. Estos problemas mectodologicos sc pueden estur-sumando a las causas de la
variabilidad antes mencionadas, dando los resultados que se obtienen. Independientemente,
como ya s¢ menciond, si la eficiencia de recombinacion se da en un 50%, como es este
caso, ¢l sistema sigue siendo una herramienta atractiva en la generacion de variabilidad, ya
que sc podrian lograr bibliotecas varios ordenes de magnitud mayores que con los métodos

convencionales.

Utilizacion del sistema de reombinacion in vivo en librerias.

Una vez implementado ¢l sistema con la PRAL es importante conocer los alcances
del mismo. Una forma es cvaluar su capacidad de combinar variantes benéficas poco
representadas en ung biblioteca. Para esto s¢ utilizé el'sistema de dos mutantes deletéreas
situadas cada una en una de las mitades y su combinacion, anteriormente explicado. Al
hacer librerias de la doble mutante con diferentes concentraciones de las mutantes sencillas,
recombinarlas y seleccionar la variante activa sin mutaciones, sc pucde analizar la
capacidad del sistema de recombinacion in vivo.de combinar variantes poco representadas
¢en una biblioteca. En la primera biblioteca creada, cuando las mutantes sencillas
representan un milésimo de la libreria, se obtuvieron ficilmente las variantes activas de

PRAI y el proceso de scleccion donde se enriquecid la variante activa fue tal como se
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ecsperaba. En la segunda libreria, donde las mutantes sencitlas estian diluidas 1/100,000,
también fue posible obtener variantes activas; sin embargo, su seleccion fue mis dificil por
la presencia de falsos positivos. El proceso de scleccidn en este caso no fue como se
esperaba, ya que se observo saturacion del medio tiempo antes de la saturacion observada
con la primera libreria. El andlisis de estas células reveld que la mayoria eran falsas
positivas. A pesar de esto, cntre las falsas positivas fue posible rescatar positivas,
transformando pliasmidos obtenidos de un cultivo de medio minimo liquido preenriquecido
de 1a cepa de scleccidon F'. La cepa original permite discernir, debido a que en ellu no se dan
falsos positivos. Las explicaciones mias plausibles de que sélo en ta segunda libreria se
hayan cnriquecido con tal magnitud los falsos positivos son un lavado deficiente de las
células antes de colocarlas en ¢l medio de seleccion o alguna diterencia en la composicion
del medio de seleccion usado. Sin embargo, otra posibilidad seria una contaminacion, I
cual se climinaria facilmente rescatando los tagémidos y retranstormando en células
frescas. Es de esperar que en la primera libreria las variantes activas fueran mucho mis que
¢n la segunda, esto representaria una competencia mucho mayor lo que resultaria en ¢l
enriquecimiento mayoritario de las positivas.

Por otro lado, existe la posibilidad de que la recuperacion de las variantes activas se
deba a cambios puntuales que reviertan las mutaciones deletéreas y no al proceso de
recombinacion de las mutantes sencillas. Esto es mas dificil, ya que parn revertir las
mutaciones deletéreas no solo es necesario un cambio en la posicion indicada, sino un
cambio que dé como resultado el aminoacido catalitico. Lo anterior no es posible con la
tasa dc mutacion puntual observada en el sistema, que es nula o al menos imperceptible con
¢l nimero de variantes analizadas. Ademds, en cl caso de la primera mitad, existen otros
marcadores silenciosos que nos permiten saber la procedencia de la mitad. La doble
mutante tiene una mutacion puntual silenciosa que elimina al sitio Xhol de la primera mitad
de PRAI y la mutante sencilla tiecne una mutacion silenciosa (G por A). De esta manecera, si
la reversion de la mutacion deletérea de la primera mitad se dié por mutaciéon puntual,
existiria la mutacion que climina el sitio Xhol de PRAI y no cxistiria la mutacion silenciosa
de G por A de la mutante sencilla. Al no observarse lo anterior, sabemos que al menos la
primera mitad proviene de la mutante sencilla y no de la reversiéon de la mutacién deletérea

a través de cambios puntuales.
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" Para cofnpai'nr el sistcma con la metodologia mas usada para combinar variantes
benéficas, el gene shuffling, se probo esta herramienta con la biblioteca que ticne las
mutantés sencillas mas diluidas (10’5). Antes de hacer esto fue necesario hacer un control
positivo que indicara que ¢! s/hffling sc estaba cfectuando de manera correcta. Esto se hizo
con una biblioteca que ticne las mutantes sencillas poco diluidas (1/100). Al encontrar
variantes activas después de barajear la libreria anterior, a pesar de que el banco generado
no fue muy grande (~1x10%), sc prosiguié a barnjcar la biblioteca con las mutantes sencillas
en proporciéon 10, Contrariamente a lo esperado, si se obtuvieron colonias, aunque e¢n
mucho menor namero que con la otra libreria. Los resultados de crecimiento anteriores son
mis confiables, ya que sc utilizé directamente a cepa IMB9F™ que no da talsos positivos -
independicntemente de esto se secuenciaron los plasmidos obtenidos de las colonias. Estos
resultados indican que los limites del gene shuffling estan por debajo de los probados,
aunque a diferencia de lo que se realizé con la recombinacion in vive no sc hicicron
controles negativos que descartaran contaminacion. Estimando la probabilidad de que
ocurran los ultimos resultados, cs dc esperarse que estos se deban a fenomenos de

contaminacion.

Con ambas mectodologias fuc posible combinar variantes que estin presentes en un
cienmilésimo de la poblacién, sin cmbrago, los verdaderos limites no tucron encontrados.
En ambos casos serin necesario recombinar y barajear librerias con variantes cn menores
proporcioncs. Ademis, es esencial repetir estos experimentos y realizar, en ambos casos,
controles negativos rigurosos.

Independientemente, también es importante resaltar la sencillez del método de
recombinacion en comparacion con el de gene shiyfjling. En ¢l primero, una vez que sc
clona la libreria primaria en el vector de recombinacion no es necesario realizar ninguna
otra clonacion, se pueden realizar cventos de recombinacion sucesivos sin clonaciones
intermedias. Ademas una vez que la biblioteca se ha rescatado en fagos las
transformaciones siguientes se llevan a cabo por inteccion, que es un proceso mas simple y
mucho mas cficiente que la clectroporacion. Por ¢l contrario, cada vez que se realiza un

evento de gene shuffling cs necesario reclonar la libreria y retransformarla por
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electroporacion. Esto ltimo, ademis de hacer el método mas complejo, disminuye
considerablemente el tamaiio de la libreria, hasta alrededor de 107 cuando el plasmido con

que sc transforma no esta superenrollado.



Conclusién

Hasta nhorn, los sistemas de recombinacidén in vive dirigidos a crear varabilidad sélo
habian sido aplicados a librerias de anticuerpos. En este trubajo, se implementa con éxito uno
de estos sistemas de recombinacién in vive para la proteina fosforribosil antranilato isomerasa
de E. coli. que es una enzima citosoélica, representante de ta amplia familia de los barriles a/p.
La inscrcién del sitio necesario parn la recombinacion en la proteina no ticne un efecto
importante sobre su actividad y permite la combinacion de diferentes variantes preexistentes
hacin la creacion de nuevas variantes y, por lo tanto, de librerins mas diversas. Sin embargo, al
intentar implementar el sistema en dos variantes de otro miembro de los barriles a/f, Ia
triosafosfato isomerasa de 7% bHrucei, se observa que la insercion del sitio de recombinacion
inactiva ambas variantes de la enzima., Aunque no se descarta la capacidad de recombinar, ni la
utilidad del sistema, lo anterior representa una inconveniente sobrecarga de inicio, pontendo en
duda los beneficios netos del sistema. Aun es dificil extrapolar estos resultados o otros barrites
a/P. pero hay quc tener en cuenta la mencionada desventaja. Es mas probable que ¢l sistema
pucda ser implementado con mayor facilidad con otras proteinas barriles w/f) similares a la
PRAI o posiblemente, de mancera mas general, barriles a/f} que presenten camcteristicas
ancestrales de duplicacion y fusiéon de un medio barril original como HisA » HisF. Ademas, el
cncontrar nuevas secuencias que sirvan como péptidos conectores, tener mas intformacion
acerea de los sitios optimos de corte en las diferentes enzimas y la utilizacion de sistemas de
autoedicidn (aunrosplicing) tacilitard la generalizacion del método.

Por otro lado, la eficiencin del sistema, a pesar de ser variable, demuestra que la
recombinacion in vive puede ser una herrmmienta en la generacion de grandes bibli otecas, de
mas de 10'° variantes, y por lo tanto, un método importante en la generacion de variabilidad
para la evolucidn dirigida de proteinas. Su capacidad de combinar variantes benéficas poco
representadas en una biblioteea no ¢s totalmente conocida, pero se sabe que es posible al
menos combinar variables que se encucntran tan dituidas como 1/100,000. Este trabajo es ¢l
primer acercamiento hacia el desarrollo de un método que promete ser Gtil en la busqueda de
nuevas propicdades enzimaiticas.

Por Gltimo, y en un ambito diferente, vale la pena mencionar que el sistema puede ser
atractivo parm trabajos encaminados a explicar a evolucion del grupo de los barriles a/f3. Con
el fin de probar experimentalmente la hipétesis del surgimiento de los barriles o/ a partir de la

duplicacion y fusién de un medio barril ancestral, se podrian generar librerias de variantes de
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diferentes - barriles ‘relacionndos  con  caracteristicas ancestrales y con ¢l sistema  de

rccombinacion in vivo combinarlas en busca de barriles mixtos estructuralmente estables.
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