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Resumen

Nuestro grupo de investigacién estd interesado en conocer el mecanismo por el cual se
originan actividades enzimdticas diferentes. Para ello creemos que es posible simular el
proceso evolutivo en condiciones de laboratorio empleando como modelo de trabajo
enzimas involucradas en las vias biosintéticas de vitaminas. La presencia en la naturaleza
de enzimas no homdélogas que llevan a cabo reacciones idénticas, sugiere una gran
plasticidad evolutiva para el origen de enzimas con actividades nuevas. Sin embargo, el
demostrar como se dd este fendmeno ha sido una tarea dificil, sobre todo cuando no se
cuenta con los métodos de seleccion adecuados. En este trabajo, el propésito central fue la
generacion de variantes de la enzima carboxilesterasa de Pseudomonas aeruginosa PAO1,
que fueran capaces de complementar la auxotrofia hacia biotina de una mutante de
Escherichia coli que carece del gene bioF, el cual codifica para la enzima 7-ceto-8-amino-
pelargénico sintasa (7-KAPs) que participa en el segundo paso de la sintesis de esta
vitamina. El gene que codifica para la carboxilesterasa fue sujeto a rondas de PCR
mutagénico para la generacién de librerias. Estas construcciones se transformaron en la
cepa mencionada y se seleccionaron mutantes de carboxilesterasa que complementaran la
incapacidad de crecimiento en medio minimo carente de biotina. Se han identificado tres
variantes cuyo fenotipo se conserva al ser retransformados los genes en la cepa de
seleccion. Asimismo se construyeron bancos de recombinacion in vitro y remutagenizados
en biisqueda de mejores fenotipos sin que hasta el momento se hayan identificado nuevas
variantes con mejor capacidad de complementacién. En conclusion, hemos obtenido
evidencia fenotipica de una migracién de actividad enzimética a partir de proteinas que no

estan relacionadas en secuencia y que presentan un plegamiento diferente.



Introduccion

Reseiia de la evolucion de proteinas

El aspecto evolutivo de os procesos bioldgicos, desde el planteamiento de la teoria
de Darwin, ha sido un interés bdsico para los dedicados a estudiar la vida. En este sentido,
el revolucionario descubrimiento y elucidacion del papel del DNA, aceler6 el
entendimiento de los patrones y procesos a nivel molecular, comenzando desde Jos trabajos
pioneros de Zuckerland y Paul.ing (Zuckerkandl and Pauling, 1965). que permitieron por
medio del alineamiento de secuencias de proteinas homdlogas hablar de un reloj molecular
o construir drboles filogenéticos. Posteriormente en la década de los 80s se reforzé con Ja -
consolidacién de la teorfa neutral, que permitié conocer y explicar fendmenos como la
divergencia y el polimorfismo (Kimura, 1979, 1991). Gracias a esto, ahora sabemos que si
pudiéramos observar la evolucién a escala molecular durante los mitlones de anos que
implica, veriamos que las proteinas evolucionan por duplicacién génica como mecanismo
predominante, seguida de modificaciones en secuencia que conllevan substituciones, asi
como pequenas inserctones y/o eliminaciones de aminodcidos (Maynard, 1970). Cada uno
de estos cambios va siendo sometido a la seleccidn natural, entonces para que una mutacion
sea fijada, generalmente el resultado de esta modificacién debe ofrecer al organismo una

ventaja selectiva sobre la proteina nativa o debe ser neutral.

L.a duplicacién génica se puede dar a varios niveles, desde duplicaciones parciales
de nn gene hasta duplicaciones de genomas completos. Las proteinas originadas por
eventos de duplicacién son llamadas “pardlogas”, mientras que las ortginadas a partir de
eventos de especiacién son llamadas “ortdlogas (Fitch, 1970). Asimismo los fenémenos de

transferencia horizontal también pueden dar [ugar a la generacién de nuevas funciones
(Nelson ef al., 1999).

Las proteinas que poseen un origen filogenético comin van a mostrar similitud en

Su secuencia, estructura y en ocasiones también en funcién. Pero independientemente de



éstas, desde eras muy tempranas de la enzimologia se ha documentado la existencia de
enzimas sin parentesco aparente, pero que presentan la misma actividad, a las cuales se Jes
denomina enzimas “anilogas” (Warburg, 1943). Resultan ser mds comunes de lo que
podria pensarse, pues al analizar las secuencias de enzimas depositadas en los bancos de
datos pablicos, se ha reportado que més de 30 reacciones diferentes son catalizadas por dos
0 mas protefnas, en las cuales no puede detectarse similitud en su secuencia ni en su
estructura. (Galperin ef al., 1998). En otras palabras, varias actividades enzimdticas se han
inventado independientemente en la evolucién en més de una ocasién. Esto no quiere decir
que estas enzimas no tienen nada en comdn, simplemente no poseen la misma ancestria,

aunque pueden tener un mecanismo de reaccién y una geometrfa del sitio activo similar.

Manipulacion de proteinas

El avance en la comprension de los procesos evolutivos junto con el surgimiento de
poderosas metodologjas. nos ha llevado hasta la época gendmica actual y a comenzar a dar
el siguiente paso que es emplear la proteémica para estudiar las redes metabélicas, las de
regulacién y como interaccionan, asi como la comparacién integral entre las diferentes
especies. En este contexto, se ha desarrollado a la par el interés en aplicaciones
experimentales y tecnoldgicas de la informacién. Una parte se ha enfocado en la
manipulacién de enzimas y su biocatdlisis, con la intencién de estudiar 1a adaptacién de las

proteinas en una gran variedad de contextos ya sean naturales o artificiales.

Durante la dltima década, la evolucién dirigida surge como €] método de eleccién
para modificar la funcidn y propiedades de las enzimas, lo que se refleja en el nimero de
publicaciones que Ja involucran, demostrando asi su capacidad. Por ejemplo, un andlisis de
Jos articulos en la literatura biomédica publicados entre 1995 y 2004 usando la base de
datos bibliogréfica “The National Institutes of Health MEDLINE”, muestra gue este tipo de

publicaciones se han incrementado de 4 por afio en 1995 a 60 por ajio en el 2004 (Labrou,
2005).



Antes del surgimiento de esta metodologia, se empleaba solamente el disefio
racional, cuya desventaja radica en que es necesario conocer a detalle la relacién estructura-
funcién de la proteina de interés (figura la), pero la ventaja es que cuando el cambio
propuesto tiene el resultado esperado, el disefiador entiende el principio bioquimico que le

dié lugar (Penning and Jez, 2001).

En ausencia de informacién detallada sobre la estructura y mecanismo catalitico. la
evolucién dirigida parece ser la mejor opcién a seguir porque permite encontrar sojuciones
por vias inesperadas, ya que simula a la evolucién natural siguiendo sus principios basicos,
como son generar diversidad molecular permitiendo la introduccién y recombinacion de
mutaciones, seguido de la seleccién de variantes exitosas, es decir, que poseen las

caracteristicas deseadas (figuralb) (Zhao ez al., 2002).

a) Gene

Estructura
Caracterizacién

Mecanismo %J
(aclividad, estabilidad
sitio dirigida

Disefio
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- Evolueién
Dirigida

Fig. I Algoriimo bésico de las dos grandes metodologias para modificar enzimas. En la parte a) se muestran
los pasos generales a seguir en el disefio racional, en la parie b) los pasos de la evolucién dirigida. Se

muestran como ciclos ya que para llegar a los resullados 6ptimos generalmenie se requiere aplicar varias

rondas en ambos procesos (Williams ef al., 2004).



Para e) primer paso en un experimento de evolucidn dirtgida, que es generar
diversidad, existen varias metodologias capaces de introducir mutaciones al azar.
Actualmente Jas més recurrentes son la mutagénesis a saturacién y la PCR (polymerase
chain reaction) mutagénica. La primera de ellas consiste en la generacién de
oligonucleétidos degenerados para modificar las posiciones deseadas, introduciendo
codones para todos los posibles aminodcidos (Skandalis et al., 1997). Para la PCR
mutagénica se emplea una técnica comin de amplificacién de genes alterando las
condiciones de reaccién. La enzima protagonista de la técnica es la ADN polimerasa de
Thermus aquaticus (Taqg DNA polimerasa), de gran utilidad por su estabitidad a altas
temperaturas. Normalmente esta enzima tiene un porcentaje de error en la amplificacion
que varfa entre 0.001 a 0.02 % dependiendo de las condiciones de reaccidn, esto es,
incorpora aproximadamente un nucledtido erréneo cada mil bases (Eckert and Kunkel,
1990, 1991). Como para propdsitos de evolucién dirigida esta fidelidad resulta de poca
utilidad, se alteran las condiciones de reaccién aumentando la concentracién de magnesio,
agregando manganeso y colocando concentraciones desbalanceadas de los nucleétidos (1a
piritmidinas més concentradas que las purinas): asi se puede incrementar el porcentaje de

error hasta un 2% o mis (Cadwell and Joyce, 1994; Zaccolo and Gherardi, 1999) .

En la naturaleza los cambios mas radicales en evolucién se originan por
recombinacion. Stemmer fue el primero en simularlo por la técnica de “DNA shuffling”
(Stemmer, 1994b). La técnica consiste en mezclar y reensamblar pequedios fragmentos de
DNA bomélogos emparentados para formar un nuevo gene. En este “barajeo”, la frecuencia
de recombinacidn depende del grado de identidad y del tamafio de los fragmentos. Un
requerimiento de esta técnica es que ocurra un alto nivel de recombinacién para obtener
todas las posibles combinaciones de los cambios deseados. Desde que fa recombinacion in
vitro comenzd a ser viable, muchas modificaciones y nuevas metodologias comenzaron a

surgir con la finalidad de resolver problemas particulares (tabla 1 Anexo).

Una vez generada la diversidad el siguiente paso es la seleccién, esta resulta de gran
importancia ya que en ocasiones puede ser el paso limitante. Se divide en dos diversos

grupos cuyos detalles dependen de los intereses del investigador, estos son ¢l “screening” o



tamizado y la seleccién posttiva (Cohen et al., 2001), aunque en ocasiones se puede

emplear la seleccidn negativa de manera complementaria.

En el tamizado de una gran cantidad de variantes en un medio de cultivo, se deben
escoger s6lo las que presentan una caracteristica especifica, que se revela por la produccién
de algin color, fluorescencia, etcétera. En Ja seleccion genética positiva se hace crecer a las
células en un medio con una presion selectiva especifica, en el que solamente creceran las
que tengan una funcién viable. Dentro de los factores de seleccién se pueden mencionar
algunos como la termoestabilidad, 1a resistencia a algunas drogas, la capacidad de crecer en

presencia de agentes dafiinos, la capacidad de complementar ciertas actividades

enzimaticas, entre muchos otros.

La evolucion dirigida es una herramienta prometedora. no solo para modificar
enzimas para su empleo en la industria, sino también para estudiar la funcién y adaptacion
de )as enzimas bajo condiciones controfadas. Ademis, el hecho de que puedan definirse las
presiones de seleccidén, hace posible explorar funciones no naturales para distinguir las

biolégicamente relevantes de las fisicoquimicamente posibles.

Aplicaciones de la evolucion dirigida

Esta técnica ha sido aplicada en la modificacion de |a actividad, la especificidad de
sustrato, la estabilidad térmica u oxidativa, la enantio-selectividad o enantio-especificidad,
el rango de pH y la tolerancia a los solventes. En muchos casos se ha empleado en
biocatalisis para reducir el nimero de pasos requeridos en una sintesis quimica o

biocataljtica equivalente. A continuacién mencionaré algunos ejemplos.

Lee y colaboradores generaron librerfas por PCR mutagénica empleando la L-
treonina aldolasa de Pseudomonas aeruginosa (LTA), la cual puede eliminar o generar
acetaldehido mediante condensacién alddlica o por ruptura alddlica respectivamente.
Disenaron y propusieron dos esquemas de seleccién para mutantes con propiedades

incrementadas dependiendo del sentido de la reaccién, utilizando en E. coli la toxicidad del



aldehido, el cual actia como aceptor en la condensacién alddlica. Por un lado utilizaron
seleccion positiva. ya que si las mutantes presentaban actividad de LTA reducian el efecto
toxico del aldehido y eran capaces de sobrevivir. Por otro lado un esquema de seleccion
negativa mostraba que la alta actividad de LTA produce més aldehido téxico, el cual causa
la muerte de las clonas correspondientes. De acuerdo al esquema de seleccién positiva

lograron seleccionar mutantes de LTA con actividad mucho mayor a ja siJvestre (Lee,
2003).

Matsumura y Ellington usando bancos generados por PCR mutagénico y DNA
shuffling, evolucionaron la $-glucuronidasa (gusA) de E. coli para catalizar la hidrdlisis de
B-galact6sidos 500 veces mas eficiente que la silvestre. Después de la seleccién y tamizado
de las mutaciones funcionales, éstas fueron analizadas individualmente o en combinaciones
introduciéndolas en un gene silvestre de gusA. El comportamiento enzimético de las
proteinas mutantes con una serie de sustratos analogos, mostré que cuatro mutaciones son
importantes para el cambio de especificidad de sustrato, ademds de ser sinérgicas, es decir,
que son dependientes una de la otra (Matsumura and Ellington, 2001). Un intermediario
evolutivo, en contradiccién con la enzima silvestre y la forma evolucionada, puede exhibir
una ampjia especificidad de sustratos diferentes de los glucoroniddsidos o galactésidos.
Estos resultados son consistentes con la hipétesis de “patchwork™, la cual postula que Jas

enzimas modernas divergen de ancestros de amplia especificidad (Jensen, 1976).

Existen enzimas que poseen similitud en su mecanismo catalitico y en su estructura
pero que participan en diferentes vias metabdlicas; esto sugiere que evolucionaron de un
ancestro comun. Jiirgens y colaboradores desarrollaron un precursor de la enzima N*-[(5°-
fosforribosil)formimino}-S-aminoimidazol-4-carboxamida ribonucledtido (ProFAR)
isomerasa (HisA; EC 5.3.1.16) y de fosforribosilantranilato isomerasa (PRAI) (TrpF; EC
5.3.1.24), las cuales catalizan reacciones similares en la sintesis de los aminoacidos,
histidina y triptofano respectivamente; ademds poseen una estructura similar de barril
(B/a)8. Usando mutagénesis al azar seguida de seleccidn, generaron variantes de HisA que
catalizan la reaccién de TrpF, tanto in vivo como in vitro, una de estas variantes retiene

significativamente la funcién de HisA. Al realizar un examen méas detallado, el estudio



reveld que un solo cambio de aminodcido establece la actividad de TrpF en la proteina
HisA. Esto sugiere que HisA y TrpF evolucionaron de una enzima ancestral de amplia
especificidad por el sustrato. Este ejemplo destaca que los barriles (f/a)8 son muy

adecuados para e] disefio de nuevas actividades cataliticas (Jurgens er al., 2000).

La evoluci6n dirigida puede anticipar la evolucién y por lo tanto predecirla (Barlow
and Hall, 2002). El desarrollo de la resistencia a antibidticos (3-lactimicos en
microorganismos es producto de la rdpida evolucién de las B-lactamasas para catabolizar
antibioticos. en el laboratorio se han podido generar f3-lactamasas mutantes que después
han sido aisladas clinicamente (Orencia er al., 2001; Stemmer. 1994a: Zaccolo and
Gherardi, 1999). En otro trabajo, Orencia y colaboradores combinando la evolucién
dirigida y el andlisis estructural, pudieron dilucidar el mecanismo por el cual se desarrolla
la resistencia a antibi6ticos B-lactdmicos (Orencia er al., 2001). Usando una cepa de E. coli
generadora de mutaciones y seleccidn en cefotaxima, generaron Ja misma triple mutante de
B-lactamasa (Glul04Lys, Gly238Ser, Met182Thr) que habia sido predicha por estudios
previos usando altas tasas de mutagénesis (Zaccolo and Gherardi, 1999) y DNA shuffling
(Stemmer, 1994a). La estructura cristalogrifica de la §-lactamasa evolucionada reveld que
fas dos primeras mutaciones mejoraban el acceso al sitio activo, mientras que la tercera
mutacion {Met182Thr) compensaba los efectos deletéreos de las dos primeras. Al entender
cdmo surge la resistencia a antibidticos, esto podria ayudar a la prediccién de las

mutaciones clinicas y asf ayudar al desarrollo de nuevos antibi6ticos.

El mayor impacto de estas metodologias en aplicaciones industriales se encuentra en
el desarrollo de enzimas que sean capaces de mantener su actividad bajo condiciones en las
que no podrian actuar cominmente. Dentro de estos casos se encuentran parte de los
trabajos de Arnold y colaboradores, que han estudiado ampliamente los mecanismos de
adaptaci6n a diferentes temperaturas (Farinas er al., 2001). Logrando desde convertir a una
enzima psicrofilica (es decir, su actividad la despliega a bajas temperaturas) en su
contraparte termofilica (Miyazaki er al., 2000), hasta lograr mantener e} cardcter mesofilico
o pstcrofilico mientras se aumenta la resistencia al incremento de temperatura (Arnold er

al., 2001). El hecho de que una enzima despliegue estas caracteristicas a la vez, no es un



fendmeno que se presente normalmente en la naturaleza debido a las limitaciones
fisicoquimicas intrinsecas de las proteinas y a que no existe esa presion de seleccion, lo

cual refleja la poderosa herramienta que puede resultar la evolucidn in viiro.

Por otro lado un avance relevante es que también se pueden mejorar dos o mds
caracteristicas a la vez. Por ejemplo, usando DNA shuffling, después de dos rondas de
evolucidon dirigida fueron seleccionadas mutantes de la N-carbamil-D-aminoécido
amidohidrolasa de Agrobacterium tumefaciens con una mayor estabilidad térmica y
oxidativa. Estas se seleccionaron mediante un método de actividad calorimétrica en agar
séfido con un indicador de pH (rojo fenol) y la presencia del sustrato (N-carbamil-D-p-
hidroxifenilglicina)(Oh et al., 2002). Un problema significative cuando se desean
desarrollar varias propiedades fitiles en una misma enzima, es que puede resultar muy
dificil seleccionar para dos o mas caracteristicas al mismo tiempo, por lo que una solucién
potencial a este problema es seleccionar de manera independiente una “progenie” con las
caracteristicas deseadas. Entonces se puede simular la recombinacién meibtica por la
técnica de “DNA family shuffling” para mezclar las mutaciones necesarias. En este
proceso, miltiples genes relacionados pueden usarse como secuencias parentales,
recombinarse por fragmentacién aleatoria y reensamblarse para generar librerias
quiméricas. En este sentido Ness y colaboradores construyeron mediante la técnica
descrita, una librerfa quimérica de 26 genes de proteasas, la cual fue transformada en
Bacillus subtilis y seleccionada para cuatro propiedades distintas: actividad a 23°C,
termoestabilidad , estabilidad en el solvente y dependencia de pH. El “family shuffiing” es
eficiente para crear todas las combinaciones de las propiedades de las secuencias

parentales, produciendo una gran diversidad de combinaciones en [as enzimas progenie
(Ness et al., 1999).

A pesar de estas sorprendentes mejoras y de que los estudios de comparacién de
secuencias de familias de proteinas homélogas demuestran que la gran mayoria de las
proteinas han evolucionado de ancestros que posefan actividades enzimdticas distintas
(Farber and Petsko, 1990; Reardon and Farber, 1995), no se ha demostrado

experimentalmente que por evolucién dirigida sea-posible hacer cambios radicales de



actividad (Jurgens e al., 2000). Solo existen dos reportes sobre el desarrollo de una nueva
actividad catalitica pero ban sido por medio de disefio racional ya que se conoce como esté

posicionada la maquinaria catalitica y como ocurre la unién al sustrato.

En el primer caso se trabajé sobre la ciclofilinade E. celi, lacual catalizala
isomerizacién cis-trans de enlaces X-Pro, pero no se ha reportado que sea capaz de
hidrolizar este tipo de enlaces. Mediante mutagénesis sitio dirigida de tres aminodcidos
ubicados en la hendidura de union al sustrato, se formé una triada catalitica similar a las
encontradas en las serinproteasas, generando una enzima con la actividad de endoproteasa
especifica de prolina (Quemeneur ef al., 1998). En el segundo caso el diseiio Jogro predecir
de 18 a 22 mutaciones que introduciéndolas en una proteina de unién a ribosa (RBP)
adquiere la actividad de triosa fosfato isomerasa (TIM), estas mutantes de RBP son
biol6gicamente activas, sustentando e} crecimiento de E. coli en condiciones
gluconeogenicas. RBP es un receptor peripldsmico al que no se le conoce alguna actividad
catalitica y TIM es un componente esencial de la via Embden-Meyerhof ya que

interconvierte dihidroxiacetona fosfato en glyceraldehido-3-fosfato (Dwyer er al., 2004).

En nuestro grupo de investigacién se ha logrado la migracién catalitica empleando
dos enzimas que presentan el mismo plegamiento de barriles a/B, es decir, se logr6 migrar
la actividad de triosa fosfato isomerasa monomérica (MonoTIM) hacia Ja de tiamina
fosfato sintasa (thiE), esta \iltima participa en la sintesis de tiamina. El proceso para la
obtencién de las mejores mutantes activas fue largo y requirié de un amplio trabajo. Se
comenzd con la seleccién por coplementacién de la auxotrofia a tiamina de una sola
mutante a partir de un banco generado por PCR mutagénico. A esto. siguieron tres
generaciones de nuevas rondas de mutagénesis con las que se obtuvieron ya diversas
variantes activas, las cuales se emplearon para realizar la recombinacién in vizro por medio
de la técnica denominada StEP (steggered extension process)(Joern er al., 2002). Una vez
identificadas las mutaciones conservadas eu lodas las variantes se procedido a la
mutagénesis sitio dirigida sobre un gene silvestre de MonoTIM, para comprobar que
gracias a estos cambios se logra la nueva actividad y el efecto que tiene cada una sobre la

misma (datos no publicados). Con esta referencia parece ser que la seleccién empleando
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las enzimas involucradas en las vias de sintesis de vitaminas es un modelo adecnado para

estudios de evolucion dirigida.

Biosintesis de biotina

La biotina es un cofactor esencial de las carboxilasas, transcarboxilasas y
descarboxilasas que participan en procesos tan importantes como la gluconeogénesis y la
oxidacién de 4cidos grasos en todos los organismos vivientes (Moss and Lane, 1971). En
muchas bacterias incluyendo E. coli, 1a biotina es usada solo por la enzima acetil CoA-
carboxilasa en el primer paso para la biosintesis de acidos grasos. requiriendo alrededor de

100 a 200 moléculas por célula {(Choi-Rhee and Cronan, 2005).

Las rutas metabdlicas de esta vitamina ha sido bien estudiadas desde 1967, cuando
se describieron las primeras mutantes en los genes de biotina (Del Campillo-Campbell er
al., 1967). Actualmente han s'[do descritas tanto en bacterias como Escherichia coli y
Bacillus sphaericus (Eisenberg, 1987), asi como también en hongos y plantas (Baldet e al.,
1993). Se ha encontrado que su esquema biosintético es invariante (figura 2) excepto en los

primeros pasos para formar pimeloil-CoA, los cuales varian de acuerdo al organismo.

En Escherichia coli el operén bioBFCD junto con los genes bioA (ubicado en la
misma regién pero que se transcribe en dir.eccién opuesta) y bioH (ubicado en otro locus), ..
llevan a cabo la sintesis de biotina (Otsuka er al., 1988). La parte inicial de 1a biosintesis no
estd completamente esclarecida, sin embargo se reconoce la participacion de los genes
bioC 'y bioH mediante )os cuales se obtiene el pimeloil-CoA (Barker and Campbell. 1980).
En un trabajo integrando Ja bioinformética, el aspecto estructural y la enzimologia, se
determinéd una funcién de carboxilesterasa y una baja actividad de thioesterasa para bioH .
Sugiriendo asi que esta proteina condensa unidades de pimeloil (provenientes de bioC) con

CoA, entonces bioC tendrfa la funcidn de una proteina acarreadora de acilos (Sanishvili ef
al., 2003)
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Fig.2 Vfa para sintetizar biotina en bacterias Gram-positivas y Gram-negativas. Mesorhizobium loti R7TA
utiliza el producto del gene bioZ para sintetizar pimeloil-CoA. En bacterias Gram-positivas, ¢l primer paso en

la sfntesis de biotina requiere de los genes bioW y biol; en Gram-negativas, se necesita bioC v bio H (Streit
and Entcheva, 2003).

El gene bioF codifica para la enzima 7-ceto-8-amino-pelargénico sintasa (7-KAPs,
EC 2.3.1.47), la cual acopla una molécula de pimeloil-CoA con una molécula de alanina
para formar el 7-ceto-8-amino-pelargonato (7-KAP) mediante una condensacién

descarboxilativa (Eisenberg and Star, 1968)(figura 3).

La secuencia y estructura tridimensional de esta proteina de E. coli son conocidas:
es un homodimero que presenta un plegamiento a/f§ clasificada como transferasa
dependiente de piridoxal fosfato (Alexeev er al., 1998). Posee tres dominios formados por

una mezcla de ldminas beta con 7 hélices en el orden 3245671 (figura 4).
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Fig. 3 Reaccién catalizada por la enzima 7-KAPs. Los sustratos de la reaccién son el pimeloil-CoA y la
alanina. la condensacién descarboxilativa de éstos por ta 7-KAPs produce 7-ceto-8-aminopelargonato con la

consecuente produccién de CoASH y CO..

Fig. 4 Estructura tridimensional de la 7-KAPs de E. coli. Se puede observar que presenta un plegamiento o/},

estd clasificada como una transferasa dependiente de piridoxal fosfato.
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El siguiente paso, catalizado por la enzima 7-DAPA sintasa. codificada por ¢l gene
bioA, es la condensacion de una molécula de 7-KAP y una molécula de s-adenosilmetionina
para formar 7,8-Diaminopelargonato (7-DAPA). Esta enzima al parecer actiia como un

homodimero de 47,403 daltones por cada subunidad, cuya estructura tridimensional ya ha
sido resuelta (Kack ez al., 1999).

El gene bioD codifica para la detiobiotina sintetasa, que es una proteina de
aproximadamente 225 aminodcidos y peso molecular de 24,009 daltones, convierte una

molécula de 7-DAPA en detiobiotina con la intervencién de ATP y CO, (Streit and
Entcheva, 2003)

Finalmente el gene bioB cuyo producto es la biotina sintasa, cataliza la formacién
de biotina a partir de cisteina y detiobiotina (Pai and Lichstein, 1967). En un trabajo
reciente, se determiné que esta enzima al poseer un centro [2Fe-2S] puede servir como
donadora de la molécula de azufre necesaria en la reaccién para formar biotina, esto es,
que la biotina sintasa es reactivo o sustrato de la reaccién que ella misma cataliza. Sin
embargo, esta donacidn provoca un desajuste que 1a hace susceptible al ataque de proteasas
durante el lapso de recuperacién del centro [2Fe-2S], por lo que tiene un poder catalitico
muy modesto, ya que solo se pueden sintetizar in vivo de 20 a 60 moléculas de biotina por

cada molécula proteica (Choi-Rhee and Cronan, 2005).

La carboxilesterasa de Psewdomonas aeruginosa.

La familia de las carboxilesterasas (EC 3.1.1.1) comprende un grupo de esterasas
capaces de hidrolizar enlaces ester-carboxjlicos con relativamente amplia especificidad de
sustratos. Muestran un alto grado de similitud en secuencia y estdn involucradas en la
degradacién de compuestos xenobiéticos (Jakoby and Ziegler, 1990) particularmente de
pesticidas (Johnson and Talbot, 1983). El hecho de que existan enzimas capaces de

participar en el catabolismo de compuestos de reciente aparicidn, habla de su flexibilidad



para ser reclutadas en nuevas vfas, aunque probablemente no con una catélisis muy
eficiente (Copley, 2000).

Pseudomonas aeruginosa €s un patdgeno con resistencia intrinseca a desinfectantes
y antibidticos. El gran tamafio y complejidad de su genoma refleja una adaptacion evolutiva
a diversos ambientes, con un gran nimero de genes involucrados en el catabolismo de
compuestos organicos asi como también en la modificacidon de agentes antimicrobianos
(Stover et al., 2000).

La carboxilesterasa de P. aeruginosa existe en solucién como un monémero activo
capaz de hidrolizar cadenas cortas de ésteres de 4cidos grasos con una amplia especificidad
de sustrato. De acuerdo con el andlisis de secuencia posee una triada catalitica conservada
Ser-His-Asp (S113, D166 y HI197) y un motivo GXSXG de acilhidrolasa dependiente de

serina (Pesaresi et al., 2003).

Fig. 5 Modelo estructural de la carboxilesterasa de P. aeruginosa. Ests clasificada como una /8 hidrolasa.

se encuentran marcados en rosa los residuos catalfticos Serl 13, Asp166 e His197.



La informacién actual sobre la estructura tridimensional de la familia de las
carboxilesterasa solo se refiere a la proteina humana acil thioesterasa (PDB ID 1FJ2) y ala
carboxilesterasa 11 de Pseudomonas flurescens (PDB ID |AUQO). Con esta ultima, la
carboxilesterasa de P. auruginosa presenta un gran parecido en secuencia, ya que tiene un
76% de similitud y un 60% de identidad, por esta razén se pueden inferir la estructura.
Presentando un plegamiento de o/f3 hidrolasa, con tres dominios y con una mezcla de

laminas B con 8 hélices en el orden 12435678 (Kim et al., 1997)(figura 5).

Propésitos del proyecto

Los resultados obtenidos en otros laboratorios del mundo han demostrado que un
nimero de cambios lirr'litado, pero que no serfan previsibles a simple vista a pesar de
conocerse Ja estructura tridimensional, permiten el aumento de actividad, cambio de
especificidad de una proteina y/o llevar a cabo funciones diferentes a 1a original. Aunque la
implementacién de estas técnicas es relativamente simple, su éxito depende en gran medida
de contar con un método de seleccidn adecuado. Se ha visto a su vez que para llevar a cabo
migraciones cataliticas, generalmente se han usado enzimas que estan relacionadas
filogenéticamente o que participen en la misma via metabdlica por lo que presentan ya
cierta afinidad por el sustrato. Al haber obtenido en nuestro grupo de investigacién la

migracién catalitica de enzimas relacionadas estructuralmente el siguiente paso es intentar

lograrlo en proteinas que no lo estén.

En este proyecto se propone que una limitante para identificar proteinas mutantes
con cambjos en el mecanismo de reaccion, ha sido el no contar con sistemas de seleccidn lo
suficientemente sensibles que permitan detectar actividad enzimatica muy baja, lo que se
esperaria de una enzima modificada para que lleve a cabo una reaccién distinta a la natural.
Se propone que la via de la sfntesis de biotina podria ser un sistema adecuado para obtener
actividades enziméticas de novo muy pobres, ya que Jos requerimientos celulares de esta
vitamina son excepcionalmente bajos, pero a la vez es indispensable para el crecimiento
bacteriano. Asf que a través de este trabajo se pretende demostrar que es posible realizar la

migracién de la actividad enzimética a partir de enzimas que no se encuentran relacionadas



nt en funcién ni en estructura, por medio de evolucién dirigida usando un método de
seleccidn sensible. La intencién de este proyecto, es generar mutantes de carboxilesterasa
de Pseudomonas aeruginosa capaces de complementar la auxotrofia de una cepa de E. coli

ocasionada por la eliminacién del gene bioF,

Sabemos que la reaccion de 7-KAPs como aminotransferasa, basicamente consiste
en romper un enlace thioéster para liberar CoA vy transferir el grupo amino de Ja alanina al
acido pimélico. Existe la posibilidad de que la enzima silvestre de carboxilesterasa pueda
estar presentando parte de la actividad, ya que para otras carboxilesterasas se ha observado
la capacidad de romper este tipo de enlaces en sustratos muy similares al pimeloil CoA
(Tsujita and Okuda, 1993). Si éste fuera el caso de la carboxilesterasa de P. aeruginosa
entonces tendriamos ya una cierta afinidad por el sustrato y posiblemente la primera parte

de la reaccién, entonces to que nos faltaria desarrollar seria la transferencia del grupo

amino.
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Objetivos
Objetivo General

Demostrar experimentalmente que es posible realizar la migracion catalitica a partir

de enzimas que presentan plegamientos diferentes, por lo tanto que no se encuentran

relacionadas filogenéticamente .

Objetivos particulares

Llevar a cabo la migracion catalitica a partir de una carboxilesterasa hacia la

actividad de 7-ceto-8-amino-pelargénico sintasa (7-KAPs).

Identificacién, optimizacion y caracterizacién bioquimica de mutantes con posible

actividad de 7-KAPs, capaces de complementar la cepa de E. coli carente del gene bioF.

Hipoétesis

Si en la naturaleza se han generado enzimas andlogas a lo largo de la evolucidn,
probablemente este proceso se puede simular en condiciones de laboratorio mediante
evolucion dirigida, empleando como modelo de seleccién la via de sintesis de biotina, para
migrar la actividad catalitica de una enzima hacia la de otra, que si bien presenta una

aparente afinidad por el mismo sustrato, no se encuentra relacionada ni estructural ni

funcionalmente.
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Metodologia

Generacion de las librerias de mutantes

Se contaba con el gene silvestre de la carboxilesterasa de Pseudomonas aeruginosa
clonado en el vector de expresion pKK223-3 (pCAEO1) (figura 6), el cual sirvi6 para la
generacién de bancos de mutantes en el mismo vector. Esta construccion fue utilizada
como templado para amplificar, bajo condiciones de PCR mutagénico, el gene de la
carboxilesterasa, empleando los oligonucleétidos pKK3’-TTT-ATC-AGA-CCG-CTT-
CTG-CGT-TCT-G y pKKS'-ATC-ATC-GGC-TCG-TAT-AAT-GTG-TGG-A, los cuales
hibridan en el vector pKK223-3 cerca de los extremos en los que se encuentra clonado el
gene. El fragmento obtenido de aproximadamente 800pb, fue aislado por el método de
purificacion en gel de agarosa mediante el kit de QUIAGEN (QlAquick Gel Extraction
Kit). Este fragmento se digirié con las enzimas de restriccion EcoRl 'y Hindlll. El producto
se aislo por el método de purificacién por columna mediante el kit de Roche (High Pure

PCR Product Purification) para finalmente clonarlo en el vector pKK223-3 en los sitios

correspondientes .

RBS-EcoRI---MCS---Hindlll

: o, Hindll (3785)

#Atad L BT Ty Prul (3613)
Sphl (443) \'b\
Sall (532, \‘\

pKK223-3
4584 pb

Y \

Pyull (1945)

Acel (2125) ori

Fig. 6 Vector de expresion pKK223-3. Se observan en la figura Jos sitios de restriccién mas importantes, el

origen de replicacién pBR3220ri y la ubicacién del promotor P,

tac*
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Adicionalmente se realizé una construccién del gene silvestre clonado en el
plasmido pUC18 (figura 7), para emplearlo como templado en la generacion de un banco
mutagénico en este mismo vector. Asi, se llevo a cabo la amplificacion del gene de
carboxilesterasa por PCR usando los oligonucleétidos pUKS’-GAA-TTC-ATA-AAG-
GAG-GCA-ACA-TAT-GAG-CGA-ACC-CCT-GAT-CTC-C y pKK3’- TTT-ATC-AGA-
CCG-CTT-CTG-CGT-TCT-G. El primero de ellos posee las modificaciones necesarias
para que la enzima pudiera expresarse, ademas de afiadir el sitio EcoRI en el extremo 5’ del
gene, mientras que el segundo hibrida en el vector después del sitio multiple de clonacion.

El producto de PCR fue digerido con las enzimas EcoR1 y Hindlll, para finalmente ser

“EcoRl
lacZ Sacl
Kpnl
Smal
BamHI
Xbal
\ Sall
Psti
Sphi
HindHl

clonado en esos mismos sitios del vector.

Am
(1629-24‘1) ks

Ori

(850-1400)

Fig. 7 Vector de expresién pUCI18. Se observan en la figura los sitios de restriccion de fntetes y el origen de

replicacién pMBlori.
Transformacion y seleccion

Las librerias generadas mediante la metodologia descrita se introdujeron por
electroporacién en una cepa de E. coli que carece del gene bioF, MC1061 AbioF F-
araD139 A(ara-leu) 7696 galE15 galK16 A(lac)X74 rpsL (Str) hsdR2 (rk- mk+) mcrA
merBl1. Las células recuperadas de cada evento de transformacién fueron lavadas con
medio minimo liquido y sembradas en cajas de medio minimo sélido en ause~ncia de

biotina. Se seleccionaron variantes de E. coli capaces de crecer bajo estas condiciones.
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En general el proceso de seleccion de variantes se llevé a cabo de [a siguiente
manera: Laé candidatas seleccionadas se mezclaron y sembraron nuevamente en cajas de
medio minimo para un segundo proceso de tamizaje. De estas cajas se recuperaron las
colonias que repitieron el fenotipo y a estas se les extrajo el plasmido que al parecer les
confiere la capacidad de crecer, mediante el Kit de Roche (High Pure Plasmid Isclation
Kit). Esta mezcla de plasmidos fue reintroducida por electroporacién en la misma cepa,
para una ronda mds de seleccion. Una vez que se identificaron las colonias con mejor
fenotipo, (considerando como mejor las que crecieron mas rapidamente), se extrajo
nuevamente el plasmido de manera independiente. Los pldsmidos se digirieron con las
enzimas de restriccion EcoR1y HindlIll, para verificar el tamafio correspondiente al gene de
la carboxilesterasa. A este proceso se hicieron algunas modificaciones que dependieron de

las particularidades de cada variante.

EcoRI

Promoto% Inserto
T —_ '7(
s sty Hind1ll
,{,’/ NS

-,
z’/ ™

Y

Banco
Mutagénico
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Fig. 8 Esquema de las librerfas

Optimizacion del medio de cultivo

Al existir la posibilidad de que pequefas cantidades de biotina fueran requeridas
para activar la maquinaria metabdlica permitiendo asi que las enzimas mutantes pudieran
desarrollar su nueva actividad; se realizaron pruebas para encontrar la concentracion de
biotina minima necesaria en el medio de cultivo para el crecimiento de la cepa AbioF
complementada con ‘las mutantes, pero que a su vez bajo esta condicién la transformada

con los controles negativos como son el vector sin inserto y con la enzima silvestre de
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carboxilesterasa fueran incapaces de crecer. Para esto se cultivaron las cepas los controles
y las mutantes en cajas de medio minimo a las cuales se adicionaron diferentes diluciones
de biotina. Partiendo de una concentracién elevada (10uM), se diluyé consecutivamente
disminuyendo diez veces la concentracion de bjotina en cada caja (10uM, 1uM, 100nM,

10nM, 1nM...) hasta identificar el rango Optimo para nuestra seleccion.

Para asegurarnos que las concentraciones de biotina manejadas fueran reales y
evitar problemas de contaminacién, todo el material empleado en la preparacion de los
medios de cultivo, nunca estuvo en contacto con biotina o fue lavado con mezcla créomica,

asimismo se emplearon casaminodcidos libres de trazas de vitaminas.

Caracterizacion por secuencia

Una vez confirmado el fenotipo de complementaciéon en medio minimo y la
presencia del gene de interés en las clonas seleccionadas, las variantes se secuenciaron en
un equipo ABI PRISM 3700 en la unidad de secuencia del Instituto de Biotecnologia
UNAM, con la intencién de identificar las mutaciones responsables de conferir el fenotipo
de complementacién. Esto se hizo mediante el alineamiento de la secuencia silvestre con

las secuencias de las mutantes identificadas usando el programa Clustal X (Thompson et
al., 1997).

Construccion de bancos remutagenizados y recombinacién in vitro

Los plasmidos de las diferentes variantes seleccionadas se mezclaron en
proporciones iguales. Con la intencién de mejorar el fenotipo de las mismas, se plantearon
dos estrategias. Por un lado la mezcla de pldsmidos fue tomada como templado para la
amplificacién por PCR mutagénico y generar un nuevo banco remutagenizado. Este
proceso se realizé con la intencién de explorar mutaciones benéficas en el espacio de

secuencia que no aparecieron en la primera ronda de mutagénesis.
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Por otro lado, la misma mezcla se empled para realizar un experimento de
recombinacién in vitro de las variantes, usando el método reportado por Stemmer
(Stemmer, 1994b), con la intencién de explorar combinaciones de las diferentes mutantes,
que en un principio fueron generadas de manera independiente y analizar si estas pueden
ser sinérgicas o aditivas. Asimismo realizar la recombinacién incluyendo a! gene silvestre

para eliminar mutaciones que pudieran resultar neutrales o deletéreas (para detalles de la

metodologia ver apéndice).
Otras construcciones generadas

Para generar construcciones con mutaciones sitio dirigidas, tomando en cucnta
cambios que podrian ser informativos, se llevd a cabo el siguiente procedimiento:  Se
realizé primero una reaccién de PCR, empleando un oligonucleétido que contenia la
mutacion deseada y que hibridaba con el gene en la regién que nos interesaba modificar,
se agregd ademds en la mezcla de reaccion el oligo que aparea en uno de los extremos del
gene. Este primer producto sirvié como un megaprimer para una segunda ronda de PCR en
la que se usé ademds el oligonucleétido que aparea en el extremo contrario,

reconstituyendo asi el gene completo pero con la modificacion deseada (figuras 19 y 20).

Por otra parte, con la intencién de medir la actividad enzimadtica in vitro de las
mutantes y compararla con la actividad de la enzima silvestre, todas las candidatas se
clonaron en el vector pET28b+ en los sitios Ndel y Hindlll, para su posterior

sobreexpresion y purificacién por columna de afinidad

Purificacién de 7-KAPS

Con la intencién de que posteriormente se pueda montar la técnica para medir la
actividad de 7-KAPs, empleando un ensayo acoplado reportado por Webster vy
colaboradores (Webster et al., 2000), se purificé la enzima silvestre. Tomando una
construccién del gene silvestre clonado en pET28, se introdujo por choque térmico en

células competentes de CaCl, de la cepa de E. coli BL21. Estas se cultivaron en medio
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minimo liquido, siendo inducidas con IPTG para la sobrexpresién de la enzima de interés.
Las células fueron recuperadas y sonicadas para purificar la enzima por afinidad,
utilizando un equipo FPLC de purificacién por columna de niquel. Posteriormente la

enzima pura fue dializada y cuantificada por la técnica de Bradford (ver apéndice).

Esquema Experimental

Amplificaciéon  del Clonaciéne

gene silvestre por introducciénenla . )

PCR mutagénico cepa de seleccion Seleccion en medio
E— minimo libre de la
= e ]

vitamina de interés

[IEIEETES S5
0 -
g - ':‘: )
=T
/
[UEEIT TSI RAT
Caracterizacion por S 2uNEw ST
secuencia de las TIEE IR
; [ 2 -2~ R 3 A
candidatas e
-t i
Nuevas = = L Bk | . .
rondas de e i Recombinacion
ey - Invilro:
= A DNA Shufiling

=—umw=  Mutagenesis sitio dirigida
de posiciones relevantes

v/

W o et T .

Caracterizaci 6n bioquimica de las mutantes

Fig. 9 Esquema general del método experimental.
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Resultados
Librerias mutagénicas

Se construyeron tres bancos mutagénicos de carboxilesterasa en e} vector pKK223-
3, los cuales seran referidos como Bancos 1, 2y 3. En todos los casos, la cantidad total de
variantes se calculé haciendo el conteo de Jas colonias recuperadas después de transformar
la higacién. a éstas se resté el nimero de colonias obtenidas de una reaccién de ligacidn sin
inserto, para descontar el porcentaje de religado del vector. De esta manera se determing

que €l Banco | presenta aproximadamente 500 mil variantes, el Banco 2 200 mil y el

Banco 3 66 mil variantes.

Para tener una aproximacion de la tasa de mutagénesis que presentan Jos bancos, se
secuenciaron de cada uno de ellos diez colonias elegidas al azar, cuyas mutaciones se
cuantificaron haciendo el alineamiento con el gene silvestre. Se calculé entonces el
porcentaje de acuerdo al ndimero de cambios en la longitud total del gene. Con base en esto

sabemos que el Banco ] presentd un 3% de mutagénesisy un 2% los bancos restantes.

Dado que los bancos se construyeron en pKK223-3, al introducirtos en la cepa de
seleccion se observé un lento crecimiento en medio rico (LB) por lo que consideramos la
posibilidad de que la sobreexpresién de la proteina pudiera resultar tdxica para la bacteria.
Por este motivo se decidid introducir en la cepa el pldsmido pREP4 ¢l cual contiene e} gene
lacl que codifica para el represor de P,., disminuyendo de esta manera la expresion del

gene PA3859. Una vez introducido este plasmido, el crecimiento en medio rico fue normal.

También se realizé un banco mutagénico en el vector pUC18 con 33 mil variantes y
un 2% de mutagénesis. Esta libreria fue hecha con la finalidad de disminuir el estrés
metabdlico ocasionado por la sobrexpresion, ya que el vector posee un promotor de menor
expresién (Pic) que el que presenta pKK223-3 (Py.). Ademds de disminuir la carga

metabdlica que conlleva el contener dos plasmidos, ya que este dltimo banco se exploré en
una cepa libre de pREP4,
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Seleccién de variantes

Los bancos fueron explorados sembrando en medio minimo ef nimero de colonias
correspondiente a por lo menos tres veces el nimero de variantes totales en cada uno. Al
explorar el Banco 1 se identificaron 20 colonias capaces de crecer en medio minimo libre
de biotina; de éstas se obtuvo plasmido y se digirid para confirmar la presencia del inserto
correspondiente al tamafio molecular del gene para la carboxilesterasa (655 pb). Los
plasmidos con inserto se mezclaron en proporciones idénticas para ser trabajados
conjuntamente, se reintrodujeron a la cepa AbioF y se sembraron nuevamente en cajas de
medio minimo en ausencia de biotina. De esta segunda ronda de seleccién se identificaron
5 colonias capaces de reproducir e) fenotipo. Nuevamente, se corrobord la presencia del
fragmento en ellas y éstas fueron secuenciadas. La secuencia revelé que todas
representaban a una misma variante, a la que se le denominé CAEI16. El fragmento con este
gene mutante fue subclonado en una nueva preparacién de pKK223-3 para confirmar el

fenotipo de complementacidn (figuralO0).
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Fig. 10 Proceso de seleccién de CAE)6
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De los bancos 2 y 3 se identificaron inicialmente 120 colonias, que se mezclaron en
un mismo cultivo y se volvieron a sembrar en medio minimo. De aqui se seleccionaron 50
colonias que fueron nuevamente mezcladas en cultivo y se les extrajo plasmido. Con este se
retransformé la cepa AbioF y se exploré nuevamente en cajas de medio minimo. De esta
seleccion se recuperaron 5 candidatas que fueron aralizadas de manera independiente
(figura 11). Después de la Gltima ronda de seleccién se recuperaron dos variantes (CAE12 y

CAE7) capaces de complementar Ja auxotrofia a biotina y con fenotipo consistente bajo

condiciones que serdn descritas mas adelante.
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Lpresencra del genc Secucnciacion v alineamiento

1

Caracterizacion de

_ CAE7y CAEI2
Fig. 11 Proceso de seleccién de CAE7 y CAEI?2.

El banco en el vector pUCI8 también fue explorado y aunque al principio se
seleccionaron algunas candidatas, después de realizar el seguimiento, el fenotipo no resulté

consistente en ninguna de ellas. Al no proporcionar candidatas utiles se decidid descartar
este banco.
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Fenotipo de las variantes

En la figura 12 se observa el fenotipo de las mutantes y el de los controles
correspondientes, los cuales son el vector pKK223-3 libre de inserto (PKK) y el gene
PA3859 clonado en el mismo vector (CAEOQ1).

ﬁ

A) AT CAE-CAE PRESCAE GAE B) CAT CAF CAF PKK=CAE CAF
A6rah 07 12 16 A6+ah D7 12 i :

f’ﬂ.

C) caF CABCAE (KK CAE CABN, CAE CAE CAE pRR-GCAE DAF
Jo+ah”07 12 16 Ql S 16+t 07 12 16% 01

-Biotina

Fig. 12 Fenotipo observado en caja para la cepa AbioF complementada con diferentes construcciones. A)
Observamos el crecimiento en 10pM de biotina, B) Caja control positivo con un exceso de biotina (10mM).
C) Caja con 5pM y D) libre de biotina. Las cajas fueron incubadas durante 9 dias a 37°C, excepto la caja B
que fue incubada durante 12 horas. En cada caja, de la parte superior a la inferior, se muestran diluciones 10

veces menores por gota .
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De esta manera pudimos constatar el crecimiento de las mutantes activas en la caja
de medio minimo con 10pM de biotina. El fenotipo de crecimiento es consistente bajo estas
condiciones. En cambjo, una mutante al parecer no activa (CAEI6+ah) y los controles
negativos, no Jogran un crecimiento equiparable a los 9 dias de incubacién. Como control
positivo se presentan todas las transfosmantes en medio minimo con un exceso de biotina
(10mM). Una vez confirmado el fenotipo las variantes fueron clonadas en el vector

pET28b+ para su posterior purificacién y determinacién de la actividad enzimatica in

vitro.
Caracteristicas de las mutantes

Al hacer una comparacién de secuencias de las variantes con la secuencia del gene
silvestre, se identificaron una serie de mutaciones que se presentan en los alineamientos de

nucledtidos (figurai3) y de aminodcidos (figural4). Asimismo se resumen en las tablas 2, 3
y 4.

La mutante CAEl6 es una variante que codifica para una proteina de (94
aminodcidos. Con respecto al gene original presenta 26 cambios de nucledtidos. de los
cuales 19 son cambios de aminoécidos, 3 cambios a coddn de paro (dos en Ja posicién 195
y uno en la 213) y cuatro cambios silenciosos (posiciones 96,155,165 y 176), es decir,
cambios de codén que conservan e) aminodcido. Debido a los cambios a coddn de paro, la
proteina mutante es 21 aminodcidos méds corta que la proteina silvestre. Esta iiltima posee
215 amino4cidos mientras que la mutante solo 194: asi que en total la proteina mutante
presenta 16 cambios de amino4cidos. En un anélisis més detallado, observamos que cuatro
de estos (H20R, L109P, L147P y D 192E) son cambios conservativos en el sentido de que
el amino4cido es sustituido por otro del mismo grupo, por lo que la carga caracteristica de
la cadena lateral se conserva, aunque si varia el indice de hidropatia (ver tabla 2). Dos
cambios mas (M38K, V62D) son de aminoacidos hidrofdbicos a hidrofilicos, otros dos
(D79G, E105V) de hidrofilico a hidrofébico. Uno (D28V) de polar a hidrofébico y tres de
hidrof6ébicos a polar (P130S, G132S y L137Q). Los aminoacidos polares son mds solubles

¢ hidrofilicos que los no polares y los arométicos, pero son mas hidrofébicos que los
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positivos y negativos. Otro cambio (1108F) fue de hidrofébico hacia aromético lo que
implica que sea ligeramente mas soluble, uno mas (F45S) de aromatico a polar (ligeramente
mas hidrofilico), uno (W61R) de aromatico a hidrofilico y finalmente uno de ellos (D38Y)

de hidrofilico hacia aromatico (hidrofébico ligeramente cargado).

La mutante CAE|2 conserva el tamano de 215 aminodcidos que posee la proteina
original, presenta 12 cambios de nucledtidos de los cuales, 11 conllevan cambios de
aminoécidos y un solo cambio silencioso {posicidn 107). Al analizar estos cambios, se
observé que dos de ellos (K30R, S113T) son conservativos, tres mas (H20L, H162L,
D192G) son de aminoicido hidrofilico a hidrofébico. También presenta dos cambios de
hidrofébico a polar (A24T, G132S), un cambio (W190G) de aromatico a hidrofébico, uno
més (Y 140C) de aromdtico a polar, uno (W6IR) de aromdtico a hidrofilico y finalmente

otro cambio (L93F) de hidrofébico hacia aromatico.

La mutante CAE7 también conserva el mismo tamafio que la proteina silvestre,
presenta 7 cambios de nucledtidos, de estos, seis derivan en cambio de aminoacidos y un
cambio silencioso (posicion 134). Con respecto a las modificaciones en la carga de la
cadena Jateral de los amino4cidos, observamos que dos permanecen (T56S, S73C), hay dos
cambios de hidrofilicos a hidrofébicos (E10SV y H205L), uno de hidrofébico a polar
(AS0S) y uno més (D179N) de hidrofilico a polar.
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Tabla 2. Comparacién de Jos cambjos generados en CAE16 con e gene silvestre.

Posicién | Aminodcido [ Indice de| Codén [ Aminoscido |Indice de | Coddn
hidropatia* hidropatia*
20 His -3.2 |C-C Arg 4.5 Cct:.C
28 Asp 45 |GC Val 4.2 G:iC
38 Met 1.9 A'G Lys -39 |AxG
45 Phe 2.8 T'C Ser -0.8 | T C
61 Trp -0.9 -GG Arg -4.5 +GG
62 Val 4.2 G.C Asp -45 |GAC
79 Asp 45 |GiC Gly -04 |G C
88 Asp 4.5 sAC Tyr -1.3 i AC
96 Glu 3.5 |GAX Glu 3.5 |GA”
105 Glu 3.5 (GG Val 4.2 GrG
108 lle 4.5 TC Phe 2.8 'TC
109 Leu 3.8 cC Pro 1.6 C¢C
130 Pro 1.6 CG Ser -0.8 iCG
132 Gly -04 GC Ser -0.8 \GC
137 Leu 3.8 C-A Gin -3.5 CrA
147 Leu 3.8 CiG Pro 1.6 CCG
155 Arg -4.5 GG Arg 4.5 |AGG
165 Asn -3.5  |CA: Asn 3.5 |CAA
176 Ala 1.8 GC - Ala 1.8 GCA
192 Asp 45 |GAT Glu 3.5 |GAA
195 Met 1.9 «1G| STOP TAG
199 Val 4.2 GG Ala (.8 GG
204 Ile 4.5 AlC Asp 45 | AAC
207 lle 4.5 ALC Asp 45 |AAC
213 Lys -3.9 +AG| STOP TAG

* Escala que se emplea para indicar la tendencia de un aminoacido a estar en contaclo con el solvente (valores

-) 0 en ambientes hidrofébicos (valores +) de acuerdo a los grupos R (Kyte and Dooliltle. 1982).
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Tabla 3. Comparacién de las mutaciones de CAEL2 con respecto al gene silvestre.

Silvestre Mutante CAE12
Posicién | Aminodcido | Indice de | Cod6n | Aminoacido | Indicede | Coddn
hidropatia hidropatia
20 His -3.2 C.C Leu 3.8 crc
24 Ala 1.8 «-CC Thr -0.7 ACC
30 Lys -3.9 AMA Arg -4.5 ALA
61 Trp -0.9 GG Arg 4.5 L GG
93 Leu 3.8 TC Phe 2.8 ITC
107 lle 4.5 AT He 4.5 AT
113 Ser -0.8 1 CG Thr -0.7 ACG
132 Gly -0.4 ~GC Ser -0.8 AGC
140 Tyr -1.3 T.C Cys 2.5 TGC
162 His 3.2 C:C Leu 3.8 CicC
190 Trp -0.9 'GG Gly -0.4 GG
192 Asp 4.5 G.C Gly -0.4 G::.C

Tabla 4. Comparacion de los cambios encontrados en CAE7 con respecto al gene silvestre.

Silvestre. . Mutante = CAE7 _
Posici6bn | Aminoacido | Indice de | Codén Aminozicid lndicc de | Codoén
hidropatia hidropatia
50 Ala 1.8 . CG Ser -0.8 TCG
56 Thr -0.7 -CG Ser -0.8 1CG
73 Ser -0.8 “GT Cys 2.5 TGT
105 Gla -3.5 GAG Val 4.2 GG
134 Val 4.2 GT Val 4.2 GTx
179 Asp 4.5 :AC Asn -3.5 AAC
205 His -3.2 CAC Leu 3.8 CiC
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Aproximacién estructural

En ocasiones tener upa visién tridimensional de la Jocalizacion de los cambios en la
estructura, puede resultar informativo para comprender como pudieran estar interactuando
ciertos residuos e inferir de alguna manera como participan en la nueva catdlisis. Por esta
razén se generaron modelos estructurales tanto de la proteina silvestre como de las
mutantes empleando el servidor en Internet Swiss-Model (http://swissmodel.expasy.org/),
el cual predice estructuras basindose en la homologia con proteinas cuya estructura ha sido
resuelta y se encuentra depositada en el PDB (Protein Data Bank). En este caso se basé en
la estructura de la carboxilesterasa de Pseudomonas flourescens (clave PDB: 1AUO), cuya
longitud es de 217 residuos, dos mds que la de Psendomonas aeruginosa. De acuerdo a los
datos mostrados por el Swiss-Model, la carboxilesterasa de P. aeruginosa presenta un 60.2
% de identidad con la carboxilesterasa de P. flourescens. Las mutantes CAE16, CAE12 y
CAE7 presentan un 56.13%, 57.76% y 59% de identidad respectivamente con la
carboxilesterasa de P. flourescens. El primero de los modelos correspondiente a la proteina

silvestre. ya fue mostrado en la figura S, el resto se muestran en las figuras 15,16y 17.

Modelo de CAEL6

De acuerdo al modelo (figura 15) se observa que una de las modificaciones mas
notorias es el codén de paro que la hace méis corta, ya que elimina la a-hélice localizada en
el extremo carboxilo terminal, dejando al descubierto las hojas B que antes se encontraban

al intenor de la proteina y donde residen varias de las mutaciones generadas.

En general las mutaciones se encuentran dispersas por toda la proteina, pero si
observamos la figura 15, la parte posterior es la que alberga menos mutaciones y la
mayoria de ellas se concentra en la parte que queda al descubierto. Ademds, también se
elimina uno de los residuos cataliticos de 1a funcidn original de carboxilesterasa (H{97) ya
que el coddén de paro recortd también una parte del loop de unién a Ja iltima a-hélice,

lugar donde se Jocalizaba este residuo.
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Fig. 15 Modelo estructural de la CAE16. En verde se muestran los residuos que corresponden al sitio aclivo

de la funcién original, en rojo las mutaciones encontradas.

Modelo de CAE12

En este modelo observamos que la mayoria de las mutaciones estdn en [a superficie
y orientadas hacia el frente en la figura 16, asimismo se encuentran rodeando el sitio activo
de la funci6n original de carboxilesterasa. También se observa que una mutacion estd en

uno de los residuos cataliticos (posicion 113) para fa actividad de carboxilesterasa.

Modelo de CAE7

En el modelo de la figura 17 podemos ver que las mutaciones se encuentran en la
periferia de la proteina. También se observa que tres mutaciones (A50S, T56S y S73C) se
encuentran en los loops de la parte superior, dos en la parte media de las a.-hélices ubicadas

a la izquierda (D179N y H205L) y solo una mutacién (E105V) en un loop por debajo de la

proteina.
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Fig. 16 Modelo de la mutante CAE12 . En rojo se observan los residuos cataliticos, en amarillo se encuentran

las mutaciones y en naranja se indica la mutacién que coincide con un residuo catalitico.
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Fig. 17 Modelo de la mutante CAE7. En amarillo se muestra el sitio activo de carboxilesterasa y en rojo las

mutaciones identificadas.
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Fig.18 Representacién de todas la mutaciones encontradas en las tres candidatas. Se muestran dos
perspectivas de la proteina dando un giro de 180°. En amarillo se muestran las mutaciones en CAEI16, en azul
las identificadas en CAEI2, en rojo las de CAE7. Las mutaciones que comparten Ja misma posicion en dos de
las variantes se indican en verde (compartidas por CAE12 y CAEI|6) y en naranja (compartidas por CAEI6 y
CAEQ7).

Bancos remutagenizados y recombinacion in vitro

La primera mutante identificada fue CAEIL6, asi que se comenzé a trabajar
independientemente sobre ella. Al ver que presentaba una gran cantidad de mutaciones,
explorar nuevos cambios benéficos sobre esta variante resultaba muy dificil, por lo que la
primera intencién fue limpiarla de los cambios neutrales o deletéreos. Para esto se
construyd un banco por recombinacién in vitro mediante “DNA shuffling” de el gene
silvestre y la mutante. La libreria obtenida fue de tres mil variantes y se observo que hubo
al menos dos eventos de recombinacién cuyos fragmentos oscilaban de entre 150 a 200
pares de bases aproximadamente. Esta libreria fue explorada y aunque inicialmente se
seleccionaron algunas candidatas el fenotipo por el cual fueron seleccionadas no fue

reproducible.
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Después de presentarse estos problemas se decidié generar nuevos bancos (2 y 3)
con un menor porcentaje de mutagénesis, de los que se seleccionaron CAEI2 y CAE7,
Junto con otras candidatas que parecian reproducir el fenotipo, estas dos candidatas y tres
maés fueron mezcladas y sometidas al proceso de recombinacién. De aqui se generaron dos
pequenos bancos, uno de 122 mil y otro de 30 mil variantes. Al analizarse no arrojaron
candidatas con fenotipo reproducible. También de la mezcla de estas variantes se construy6

un banco remutagenizado que resulté ser de 300 mil variantes, pero no proporciond

mutantes con un mejor fenotipo.

Otras consrrucciones generadas

Al analizar fos modelos estructurales y ver la perdida del a-hélice en la variante
CAEIS6, consideramos que era una modificacién importante, por lo que se construyeron dos
mutantes introduciendo los cambios de manera sitio dirigida. Por un lado se construyé la
mutante CAE16+ah, la cual conserva todas las mutactones encontradas en CAE16 excepto
el codén de paro prematuro, reconstituyendo asi el a-hélice (figura 19). Esta mutante fue
clonada tanto en el vector pET28b+ como en pKK223-3, su fenotipo lo podemos observar

en la figura 12, en la cual no se aprecia crecimiento en medio minimo con bajas

concentraciones de biotina ni en el libre de ella.

Por otra parte se construyé también la mutante CAEO]-ah, esta variante es
basicamente la proteina silvestre cuya tnica mutacién es el codén de paro, por lo que no
posee el a-hélice final (figura 20). Esta mutante fue clonada tnicamente en pET28b+ con la

finalidad de ser purificada y verificar su actividad in virro.
Debido a la aparicién de las candidatas CAEI2 y CAE7 que no poseen el codon de

paro, se decidié explorar las nuevas opciones. Las mutantes CAElI6+ah y CAEO1-ah se

dejaron para la posterior medici6n de Ja actividad in vitro en cvanto se montara el ensayo.
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Fig. 19 Esquema de ¢cémo se realizé la construccién de la mutante CAE16+ch.
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Fig. 20 Esquema de cémo se realiz6 la construccidn de la mutante CAEQ1-cth,
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Purificacion de la enzima 7-KAPs

Para comenzar a montar el ensayo enzimdtico y poder medir {a actividad in vifro de
Jas mutantes con respecto a la actividad de 7-KAPs, esta enzima fue purificada en un
FPLC usando una columna de afinidad de niquel. En la figura 21 se muestran diferentes
fracciones recuperadas de la purificacién, las mejores fueron dializadas conjuntamente,
cuantificadas y almacenadas con 100uM de piridoxal fosfato. Con esta enzima se hicieron
ensayos preliminares, en los que presentamos problemas para reproducir los resultados y en
los que la enzima no presentaba un comportamiento michaeliano, estas inconsistencias

fueron atribuidas a la impureza de uno de los sustratos para la reaccién.

Fig. 21 Enzima 7-KAPs purificada. Se muestran las fracciones recuperadas de la pusificacidn. De acuerdo

con la cuantificacién por Bradford la concentracién de la protefna purificada que finalmente recuperamos es
de 0.5pg/pl.
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Discusion
Caracteristicas de las librerias mutagénicas

Existen dos pardmetros principales para evaluar la diversidad de una libreria

mutagénica: el tamafio y la tasa de mutagénesis.

Para el caso de nuestras librerias, el tamano calculado de los bancos 1 y 2, se
encuentra dentro del rango aceptable, ya que de acuerdo con Schmindt-Dannert (2001), el
ndmero de variantes generadas en un banco por PCR mutagénico debe de ser de 10" a 10°.
Cuando se emplean métodos de seleccion basados en “screening” la capacidad de andlisis
suele ser limitada por lo que no se exigen bancos muy grandes, mientras que en el caso de
la seleccion positiva es posible analizar un nimero mucho mayor de variantes. Lo que se
busca entonces en un banco es que sea lo suficientemente grande como para que haya
probabilidad de obtener variantes exitosas, pero asimismo que no sobrepase la capacidad

de analisis. Nuestra intencidn fue entonces ubicarnos dentro de este limite.

En el caso del banco 3 y el generado en el vector pUC18, son un orden de
magnitud menores a lo recomendado. A pesar de esto decidimos hacer la exploracion, por
fa necesidad de revisar el mayor niimero de variantes posibles, pero el tamafio reducido fue

probablemente la razén por la cual no obtuvimos candidatas exitosas de estos dos bancos.

Con respecto a la tasa de mutagénesis, para el caso del banco 1 resulté ser cercana al
3%,y para el resto de los bancos del 2%. El porcentaje de mutagénesis necesario depende
de las particularidades de la proteina con la que se esté trabajando y hacia donde se quiere
llegar. En un caso en el que la actividad buscada sea similar a la original, es probable que
unos pocos cambios sean suficientes para llegar a ella. En nuestro caso no podiamos saber

la tasa de mutagénesis que necesitdbamos, debido a la diferencia en la actividad y

estructura de las enzimas con las que trabajamos.
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Normalmente se trabaja con frecuencias bajas de mutagénesis, por tres motivos
principales. Primero por la idea de que la evolucién natural se da por la acumulacion lenta
y gradual de cambios genéticos. Segundo, porque la extensa mayoria de las clonas que
provienen de librerias con una alta tasa de mutagénesis pueden resultar no funcionales.
Tercero, debido a que con altas frecuencias de mutagénesis el espacio de secuencia se
incrementa enormemente, una muestra de estos bancos resulta muy ambigua o poco

representativa (Daugherty et al., 2000).

Existen algunos trabajos en los que a partir de librerias con alta frecuencia de
mutagénesis, se han podido aislar variantes activas, sobre todo en aquellos en los que se
requiere de una gran diversidad para obtener el objetivo (Christians and Loeb, 1996;
Daugherty et al., 2000; Martinez et al., 1996; Zaccolo and Gherardi, 1999). De acuerdo con
estas referencias, las librerfas de este tipo pueden llegar a tener un nimero de mutantes
Gtiles mayor al esperado ademas de que la diversidad se incrementa, sugiriendo también
que para ciertos casos una “hipermutagénesis”, no significa necesariamente llegar a la
inactivacion de la secuencia, por lo que se pueden explorar miltiples interacciones entre
mutaciones que serfan inaccesibles a una baja tasa de mutagénesis. Estas interacciones
pueden ser sinérgicas incrementando la funcién directamente, o que una o algunas
mutaciones incrementen la funcién mientras que el efecto negativo de ellas en la estabilidad
estructural, sea suprimido por mutaciones estabilizadoras en cualquier regién de la proteina,
mediante un fendmeno parecido a la epistasis (Drummond, en prensa). El hecho de que el
espacio de secuencia se incremente con altas tasas de mutagénesis resulta para nuestros
intereses mas una ventaja que una desventaja. Al igual que los grupos de investigacion que

han trabajado bajo estas condiciones, en nuestro caso se logré aislar variantes funcionales.

Sistema de seleccion

El método de seleccién empleado se basa en la seleccién positiva, es decir, que solo
podrian crecer aquellas bacterias que tuvieran un medio por el cual obtener biotina,
asumiendo la sustitucién de la funcién de 7-KAPs para producirla a través de la enzima

mutante de carboxilesterasa que le proporcionamos. Este planteamiento se apoya en la



observacion de que los controles negativos como son la cepa AbioF, la cepa transformada
con pKK?223-3 sin ningiin inserto y la que contiene al gene silvestre de la carboxilesterasa
no son capaces de crecer en medio minimo carente de biotina o con las pequeiias cantidades
que de ésta agregamos en los experimentos finales, lo cual elimina la posibilidad de que en
estas condiciones exista la actividad. Otra manera para asegurarnos de que el fenotipo de
crecimiento en medio minimo es debido a la proteina mutante, fue mediante la
reintroduccién del gene mutante en la cepa AbioF, asi se elimina la posibilidad de que el
crecimiento observado se pueda deber a alguna caracteristica independiente de la
construccion seleccionada e intrinseca de las células empleadas en ese momento. Y para el
caso de CAEI6 se realiz6 el subclonado del gene, lo que eliminaba la posibilidad de que el

fenotipo se deba a alguna modificacion en el vector de expresion.

A pesar de esto, durante la seleccion identificamos una gran variedad de candidatas
que finalmente no repetian el fenotipo, por lo que hubo la necesidad de realizar varios pasos

de tamizaje y modificaciones en el medio de cultivo, para finalmente quedarnos con las

mutantes con fenotipo consistente.

Una explicacion sobre la aparicion de estos falsos positivos en las primeras rondas
de seleccion, puede ser la cantidad de células plaqueadas en cada caja. Esto es, que de las
variantes recuperadas en la electroporacion se sembraron alrededor de tres mil colonias por
caja con la intencidén de que estuvieran bien distribuidas. Sin embargo, tomando en cuenta
que muchas de las células mueren en el momento de la transformacién, planteamos la
hipétesis de que éstas liberan la biotina que contienen, entonces las células vivas toman esta
biotina y pueden llegar a crecer. Asi cuando se desea corroborar el fenotipo nuevamente (ya

sea en mezcla o de manera independiente) en un menor nimero de células, ya no se observa

crecimiento.

Por otro lado, existia también la posibilidad de que pequefias contaminaciones con
trazas de la vitamina, estuvieran provocando la aparicién de falsos positivos, 1o que nos
llevé a ser mds estrictos en la preparacion del medio de cultivo para eliminar cualquier

contaminacioén. Al modificar la preparacién empleando material nuevo o lavado con
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mezcla cromica y usar casaminoacidos libres de trazas de vitaminas, se dejé de observar el
crecimiento de las falsas positivas e incluso el de la mutante CAE16 de la que estabamos

seguros de su fenotipo y se habia hecho el subclonado del gene corroborando la

observacion.

Para el caso de la sintesis de tiamina, en nuestro grupo de investigacién se ha
observado la necesidad de trazas de esta vitamina para el crecimiento de mutantes de
MonoTIM con actividad catalitica de ThiE comprobada in vitro (datos no publicados). Por
esta razon surgio la hipétesis de que pequenas cantidades de biotina fueran requeridas para
activar la maquinaria metabdlica, permitiendo asi que las actividades vestigiales de las
mutantes puedan complementar, lo que correlaciona con los resultados obtenidos al
emplear una concentracién 10pM de biotina en el medio de cultivo. La argumentacidn
principal de este hecho, es que las vitaminas son esenciales en la célula para procesos
centrales, asi que si desde un inicio la célula no encuentra una relativa estabilidad

metabdlica, no puede llegar a la produccién de proteinas, lo cual implica no producir las

enzimas mutantes para complementar la funcién.

Una hipétesis mas especifica estd relacionada con el papel de la biotina, sabiendo
que es un cofactor esencial en el primer paso de la sintesis de dcidos grasos (Streit and
Entcheva, 2003). Con el planteamiento de la posible funcién de BioH y BioC en E. coli,
realizada por Sanishvili y colaboradores (descrita en la introduccién), se puede asumir que
el sustrato de la reaccién empleada como modelo, es decir, el pimeloil-CoA, proviene de la
condensacién del 4cido pimélico y CoA. Esto es, bioC fungiendo como una acarreadora de
acilos para formar 4cido pimélico y bioH como la condensadora del dcido con CoA
(Sanishvili er al., 2003). Si esto es cierto, tendriamos también como limitante la produccion
del sustrato de la reaccién que buscamos complementar, ya que la primera enzima
participante en la formacién del dcido pimélico, la acetil CoA carboxilasa, no tendria

presente al cofactor necesario (figura 22).

Asi que si no existiera una minima cantidad de biotina no seria posible producir la

proteina mutante y probablemente tampoco el sustrato de la reaccion, pero una vez activado



el sistema, la enzima se produce y complementa la funcién, mientras que en el caso de los

controles negativos la pequeia cantidad de biotina en el medio no es suficiente para hacer

crecer a la bacteria.
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Fig. 22 Esquema de la retroalimentacién en la ruta de sintesis de biotina.

Sabemos que un aspecto critico en la evolucién dirigida es la aplicacion de un
esquema de seleccion Optimo, el cual debe ser lo suficientemente astringente para
distinguir las moléculas que poseen las caracteristicas deseadas de las que no. Por otro
lado, el esquema de seleccion también debe ser altamente sensible, porque se espera que las
moléculas con las propiedades deseadas sean muy raras en la poblacién ademds de ser poco
eficientes, permitiendo asi que sean recuperadas y amplificadas posteriormente en la
progenie (Joyce, 2004). Esto indica que es necesario encontrar una condicién que combine

de manera eficiente selectividad y astringencia, para tener un buen método de seleccion.
Estamos concientes de que nuestro método de seleccion es muy sensible, pero esta

alta sensibilidad podria estarle reduciendo la astringencia por lo que identificamos una

gran cantidad de falsos positivos. En general y méds aun en este contexto se vuelve
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fundamental la reproducibilidad del fenotipo, que en el caso de las mutantes reportadas ha
sido observado en reiteradas ocasiones, en lo cual nos apoyamos para decir que se ha

logrado Ja migracién catalitica.
Caracteristicas de las mutantes y su optimizacion

Como consecuencia de la alta tasa de mutagénesis en las librerias, las variantes
seleccionadas presentan muchas mutaciones, tomando en cuenta que normalmente el
numero de cambios titiles, es decir, los que confieren la nueva caracteristica se reducen a
unos cuantos (Schmidt-Dannert, 2001 ; Williams et al., 2004). Por esta razén se infiere que
algunos de los cambios no estan involucrados en la actividad, asi que podrian ser neutrales
o incluso deletéreos, afectando negativamente a la proteina, pero también, como se habia
mencionado algunas mutaciones aunque no involucradas en la nueva catélisis pueden estar
sirviendo como estabilizadoras. Es dificil discernir estos cambios en una simple revision de
la secuencia, aunque al observar los alineamientos resulten interesantes las mutaciones que
coinciden en la misma posicién en por lo menos dos de las mutantes, la informacion no
resulta tan contundente como para afirmar que estan directamente involucrados en la
funcion, debido a que algunas de estas posiciones podrian ser sitios susceptibles a
mutacion, por estas razones surge la necesidad de plantear estrategias para la segregacion e

identificacion de las relevantes para el fenotipo.

Intentamos eliminar los cambios innecesarios de la variante CAE16 haciendo un
experimento de recombinacién in vitro de esta mutante con el gene de la proteina silvestre
por DNA shuffling, sin encontrar mutantes con mejor fenotipo al observado, probablemente
porque aunque si hubo eventos de recombinacidn, el nimero de variantes fue muy reducido
y los fragmentos que se lograron recombinar eran de gran tamaiio, impidiendo asi separar
mutaciones cercanas. Este dltimo punto se debié a que no pudimos obtener un reensamble
de fragmentos menores a 100pb, como se ha empleado en otros trabajos para incrementar la
eficiencia de recombinacion (Stemmer, 1994a). Debido a la cantidad de mutaciones se

considerd inconveniente emplear esta mutante para nuevas rondas de mutagénesis,

evitando asi el riesgo de inactivar la proteina.
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En el caso de CAE12 y CAE7 fueron identificadas junto con otras tres mutantes que
parecian también ser activas, las cinco fueron utilizadas para una reaccién de DNA
shuffling que no gener6é mejores candidatas. A pesar de que si se presentaron eventos de
recombinacion, los fragmentos también fueron grandes y el niimero de variantes fue
pequeio. Posteriormente, las tres mutantes adicionales empleadas en la reaccidn,
resultaron no ser capaces de reproducir el fenotipo deseado. Asi que exploramos un banco
que contenia una contaminacién de mutantes no activas, lo que redujo las probabilidades de
mejorar el fenotipo. Lo mismo ocurrié entonces con los bancos remutagenizados, en los
que ademds al tener muchas mutaciones, el introducir nuevas favorece que predominen
variantes no funcionales cuando se sobrepasa la cantidad de mutaciones toleradas por ia

proteina. Sin embargo estos bancos se construyeron por la posibilidad de encontrar nuevas

mutaciones benéficas.

Ademads de los argumentos presentados, cabe mencionar que existen trabajos en los
que a pesar de dar nuevas rondas para producir variabilidad, tampoco les ha sido posible
encontrar mutantes con una mejor actividad, lo cual ha sido atribuido en parte a la
resolucion del método de seleccion (Oh et al., 2002; Peimbert and Segovia, 2003). Lo que

sugieren estos casos es que los métodos de seleccion poseen un limite en la capacidad de

deteccion.

Aspecto estructural

Existen diferencias entre las tres mutantes con respecto a la localizacién de los
cambios y es dificil discernir por su ubicacién cuales de ellos podrian modificar la funcién,
debido a que se encuentran distribuidos a 1o largo de toda la proteina. A pesar de esto
resultan interesantes las mutaciones que se repiten en diferentes variantes, las que se

encuentran rodeando el sitio activo y/o en la hendidura de acoplamiento del sustrato

original, asi como también el cambio radical en CAE16.
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Dentro de las caracteristicas estructurales de CAE[6 uno de los cambios mas
importantes es la eliminacion del a-hélice ubicada en el extremo carboxilo terminal y a su
vez la gran cantidad de mutaciones que se concentran en las hojas § que quedan al
descubierto. Esto abrié dos posibilidades: por un lado esta modificacién podria estar
afectando la estabilidad de la proteina al dejar expuestos residuos hidrofébicos que
anteriormente se encontraban protegidos en el interior, o que la perdida de esta estructura
pueda contribuir a la apertura de un espacio en el que se acople el nuevo sustrato. Por esta
razén se decidié hacer dos construcciones adicionales, una de ellas consta de todas las
mutaciones presentes en CAEL6 pero con el a-hélice reconstituida. Al probar el fenotipo,
esta construccion no fue capaz de complementar, asi que se pensé entonces que la pérdida
de esta estructura era un cambio importante para la nueva funcién. A la par de esta
construccion, también fue hecha una de la proteina silvestre cuya tnica modificacion fue el
codon de paro, eliminando asi el a-hélice del extremo carboxilo terminal. Esta construccién
se prefiri6 dejarla para que posteriormente fuera probada su actividad in vitro,
principalmente por el hallazgo de las otras mutantes en las que esta mutacién no estaba
presente, indicando asi que esta modificacién no resultaba tan importante para obtener la

nueva funcién o que existian otras vias para lograrlo. Hasta el momento desconocemos el

fenotipo que confiere esta proteina a la cepa AbioF.

En CAE12, la mutaciéon que mds llama la atencién es la que se localiza en uno de
los residuos cataliticos de la funcién original, debido a que como mencionamos existe la
posibilidad de que estos residuos pudieran continuar participando en la nueva catalisis.
También resultan interesantes las mutaciones que coinciden con CAE16 (Posiciones 20, 61,
132y 192). En CAET7 las mutaciones estan distribuidas en distintas regiones de la proteina
pero todas son superficiales y solo un residuo coincide con la mutante CAE16 (Val105).
Seria imprudente sacar conclusiones de las diferencias en estos modelos estructurales ya
que los caminos para llegar a la nueva actividad pueden ser diversos. Cuando se realiz6 la
sobreposicién de los modelos (figura 18) para localizar las mutaciones cercanas, esta
resulté poco informativa debido a la gran cantidad de cambios. Nuevamente con estos

modelos notamos la necesidad de segregar las mutaciones.
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Perspectivas

El hecho de haber seleccionado tres mutantes en las cuales la mayoria de los
cambios son diferentes, amplia las posibilidades de estudio, ya que tenemos un mayor
numero de caminos por explorar. En este sentido, se plantea como perspectiva la
generacion de nuevos bancos de recombinacién con el gene silvestre y de esta manera
segregar la mayoria de los cambios innecesarios, para que posteriormente se puedan
generar bancos remutagenizados en busca de la optimizacion catalitica, ya que lo mas
probable es que no esté desarrollada al mdximo, lo que se infiere con el tiempo de
complementacion de la auxotrofia, al ser mucho mas lento que el de la proteina silvestre.
Lo que se sugiere es intentar obtener un ensamble de fragmentos de imenor tainano duranie
el DNA shuffling o emplear otra técnica de recombinacién como el StEP, con el fin de
evitar el paso de fragmentacion y reensamble. Esta técnica se basa en una reaccién de PCR
durante la cual se mezclan los templados a recombinar, dando muy cortos periodos de
extension del gene, seguido de ciclos de desnaturalizacién y alineamiento, asi los
fragmentos parcialmente extendidos hibridizan al azar con diferentes templados, logrando

la combinacién de las mutaciones (Encell and Loeb, 1998).

Consideramos que en este trabajo se han presentado evidencias de haber obtenido
mutantes capaces de complementar la auxotrofia de biotina ocasionada por la eliminacién
de gene bioF basdndonos en la evidencia fenotipica, y que por lo tanto se ha llevado a cabo
la migracién catalitica. La tnica manera de afirmar que se ha logrado es mediante la
determinacién de la actividad in vitro, por lo que se considera necesario realizarla. Los
parametros cinéticos de la enzima silvestre ya han sido reportados previamente empleando
dos metodologias. La primera de ellas mide la desaparicion del enlace thioester entre el
acido pimélico y la coenzima A (Ploux and Marquet, 1996). La mas reciente se basa en un
ensayo acoplado en el que se cuantifica la produccion de NADH (figura 23) (Webster et al.,

2000). Este dltimo método es el que se considera emplear posteriormente para medir las

actividades.
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7-KAPs

Pimeloil CoA / \ »  7-ceto-8-aminopelargonato

L-alanina CoASH
. r0,
e~cetogluiiratlo deshidrogenasa COy
a-cetoglutarato /- p Succinil CoA
NAD* NADH + H*

Fig. 23 Reaccion acoplada que se empleard para medir la actividad ir vitro.

Teniendo en mente la necesidad de medir la actividad de las mutantes, estas fueron
clonadas en el vector de sobrexpresién pET28 junto con la enzima silvestre para poder
purificarlas. En el caso de la proteina 7-KAPS, se purificé para comenzar el montaje del
ensayo pero se presentaron problemas en la obtencién de uno de los sustratos, ya que el
Pimeloil CoA necesita ser sintetizado quimicamente. Actualmente el grupo trabaja en la

sintesis del compuesto in vitro, mediante el clonado y expresion del gene bioW de Bacillus

subtillis.
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Conclusiones

Las librerias mutagénicas a partir de las que se seleccionaron las mutantes capaces
de complementar, se generaron mediante la técnica de PCR mutagénico, presentando una

cantidad adecuada de variantes con un alta tasa de mutagénesis.

De acuerdo con evidencias fenotipicas se han identificado tres mutantes de
carboxilesterasa capaces de complementar la auxotrofia de biotina de una cepa a la que se
le eliminé el gene bioF, las cuales apoyan la hipétesis de que se ha logrado la migracion

catalitica de una funcion de carboxilesterasa hacia la de 7-KAPs .

La complementacion presentada es conferida por las proteinas mutantes, ya que

cuando el gene ha sido retransformado en varias ocasiones y en el caso de CAEI6

subclonado, el fenotipo se conserva.

En este sistema de seleccion se requieren pequefas cantidades de vitamina para
activar la maquinaria metabdlica, permitiendo asi que las enzimas mutantes puedan
desarrollar la nueva actividad. En este caso se comprobé que se requiere emplear una

concentracion de 10pM de biotina en el medio de cultivo para observar el fenotipo deseado.

Es necesaria la segregacion de los cambios ttiles de las variantes seleccionadas y la
posterior exploraciéon de nuevos cambios benéficos que puedan mejorar la eficiencia
fenotipica que podria encontrarse directamente relacionada con la eficiencia catalitica,
asimismo es necesario hacer la caracterizacion in vitro de las enzimas mutantes para

corroborar de manera concluyente que se ha llevado a cabo la migracién de la actividad

enzimatica.
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Apéndice

Tabla 1. Diferentes técnicas de recombinacién, resumiendo sus ventajas y desventajas. Estos nuevos

métodos se pueden dividir en seis categorias de acuerdo a la idea bdsica que plantean (Otten and Quax, 2005).

‘Recombinacién
Shuffling

Técnica :
Recombinacién de pequefios fragmentos
basédndose en la homologfa. Requiere de una alta
frecuencia de recombinacién para poder separar
mutaciones muy cercanas.

Integrantes
DNA Shuffling (Stemmer. 1994b)
Family shuffling (Crameri ez al., 1998).
RE cut Shuffling (Kikuchi et al., 1999)
ssDNA shuffling (Kikuchi er al., 2000)
Mn**DNase cut (Lorimer and Pastan,
1995)
Endonuclease V cut (Miyazaki, 2002)
RPR (Shao et al., 1998)
RETT
SCRATCHY (Lutz et al., 2001)

Shuffling en la
extension total de
los genes
parentales

Recombinacién de pequefios fragmentos de
diferentes origenes usando una o mas cadenas
parentales completas.
Alta frecuencia de recombinacién pero es un
técnica mas elaborada.

StEP (Zhao er al., 1998)
RACHITT(Coco et al., 2001)

Entrecruzamiento
simple

Recombinacién de genes no homoélogos,
mediante la ligacién de dos extremos diferentes
de los genes, seleccionando un nuevo tamafio del
gene. Hace posible la recombinacién de-genes
con poca o nada de identidad pero solo hay un
solo punto de recombinacién.

ITCHY(Luz et al., 2001)
SHIPREC(Sieber er al., 2001)
SCRATCHY (Lutz et al., 2001)

Intercambio de
dominios

Recombinacién de partes estructurales,
funcionales o de baja homologia provenientes de
diferentes familias.

Se obtienen enzimas mas activas pero son pocos
los puntos de recombinacién, los cuales son
dificiles de identificar.

Exon Shuffling(Kotkman and Stemmer,
2001)

DOGS(Gibbs et al., 2001)

SISDC(Hiraga and Arnold, 2003)
YLBS(Kitamura et al., 2002)
SCOPE(O'Maille et al., 2002)

Recombinacién in
vivo

Recombinacidn usando el sistema de reparacion
de “gaps” en levadura o el sistema recE/recT de
E. coli

No se necesita un paso de ligacién, pero se
necesitan miltiples pasos y veclores especiales.

CLERY (Abecassis et al., 2000)
ET-recombination (Strausberg er al.,
1995)

Shuffling sintético

Recombinacién de
oligonucle6tidos sintéticos.
La recombinacién de mutaciones cercanas es

posible, pero es caro y se necesita una buena
seleccion.

mutaciones en

Single step shuffling (Stemmer et al,,
1995)

DHR (Coco et al., 2002)

Synthetic Shuffling (Ness ez al., 2002)
ADO (Zha et al., 2003)
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Protocolos

1 .-Reaccion en cadena de la polimerasa( PCR)

Para una reaccién de 50ul:

-5ul amortiguador (10X)

-5ul mezcla de dNTPs 2.5mM(10X)
-3ul oligo pKK3’ 5 pM/pul

-3ul oligo pKKS’ 5 pM/ul

-2ul MgCl1,50 mM

-5ul Templado (pCAEOI) 50 ng/ul

-1ul Taq polimerasa (Invitrogen) 2.5U/ul
-5ul DMSO

-21ul H,O

Condiciones de la reaccion:

30 ciclos de 3 pasos

A. Desnaturalizacién 1 minuto 94°C

B. Alineamiento de oligonucle6tidos 1 minuto 55°C

C. Extension 2 minutos 72°C

2.- PCR mutagénica (Error-prone PCR).

Para una reaccion de 100ul:

-10pul amortiguador (10X)

-10p! mezcla de dNTPs (10X): 2 mM dGTP, 2 mM dATP, 10 mM dCTP, 10 mM dTTP
-12pl oligo pKK3’ 5 pM/ul

-12ul oligo pKKS’ 5 pM/ul

-10p1 MgCl, 50 mM

-10ul MnCl, 5 mM

-4ul Templado (pCAEO1) S50 ng/pul-
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-2pl Taq polimerasa (Invitrogen) 2.5U/ul
-10u! DMSO
-18u1 H,O

Condiciones de la reaccion:

30 ciclos de 3 pasos

A. Desnaturalizacién 1 minuto 94°C

B. Alineamiento de oligonucleétidos 1 minuto 55°C

C. Extension 2 minutos 72°C

2.-Purificacion de bandas

Esta purificacion se llevé a cabo con la finalidad de eliminar residuos de
oligonucleétidos, nucledtidos, sales, polimerasa, etcétera. La purificacion fue en agarosa al
1%, por el kit de QIAGEN (QIAquick Gel Extraction Kit):

Se corta el fragmento de DNA del gel de agarosa.

Pesar el gel extraido, adicionando 3 volimenes de amortiguador de solubilizacién QG por
cada volumen de gel (100 mg = 100 pl).

Incubacion a 47°C por 10 minutos, mezclando el tubo constantemente para facilitar la
disolucién del gel.

Se transfiere a una columna de filtracién, seguido de centrifugacién durante 1 minuto a
médxima velocidad. Descarta el contenido del tubo colector, adiciona 500 pl de
amortiguador de lavado QG y centrifugar | minuto.

Descarta el contenido del tubo colector, adicionar 750 pl de amortiguador de lavado QG y
centrifugar por 1 minuto. Se descarta el contenido del tubo colector y se centrifuga por 1
minuto adicional para descartar residuos de la solucién de lavado.

La columna se transfiere a un tubo eppendorf, colocando 50 il de amortiguador de elucién
al centro de la columna, centrifuga por 1 minuto a maxima velocidad.

Lo colectado en el tubo eppendorf es el ADN purificado.
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3.- Digestiones

Todas las reacciones de digestion analitica se realizaron en un volumen de 10pul,

mientras que para las digestiones preparativas para purificacién de banda el volumen de la

reaccién fue de 100pl.

Para 10pul:

-0.5ul de enzima EcoRI 10U/ul (Fermentas)
-0.5ul de enzima Hindlll 10U/ul (Fermentas)
-1ul amortiguador 2 (10X, Biolabs)

-5ul DNA

-3ul H,0

Condiciones de la digestion 15 minutos a 37°C

Para 100pul:
-4pul de enzima EcoRI 10u/ul (Fermentas)
-4ul de enzima Hindlll 10u/pl (Fermentas)

-10pl amortiguador 2 (10X, Biolabs)
-82ul DNA

Condiciones de la digestién 12 horas a 37°C

Las digestiones se corrieron en geles de agarosa al 1.5%, tefiidas en una solucion de

bromuro de etidio a una concentracion de Spg/ml.

4.- Purificacion de fragmentos para ligacion

Con la finalidad de eliminar los restos de las enzimas de restriccién y los pequefios

fragmentos cortados, se empleo el kit de Roche “High Pure PCR Product Purification Kit”

el cual consiste en los siguientes pasos:
A 100u! de PCR se le adiciona S00ul de la solucién 1 (amortiguador de unién).

Se transfiere a una columna de filtracién y se centrifuga a .13,000 x g durante 30-60 seg.



Se descarta el liquido del tubo colector, adiciona 500x1 de la solucién 2 (amortiguador de
lavado) y se centrifuga a 13,000 x g por | minuto.

Se descarta el liquido del tubo colector, adiciona 200u1 de la solucién 2 (amortiguador de
lavado) y centrifuga a 13,000 x g por | minuto.

La columna se coloca en un tubo Eppendorf, adicionando al centro de la columna 50-100p!
de solucién 3 (Amortiguador de elusion) se centrifuga a 13,000 x g por | minuto.

Lo colectado en el tubo Eppendorf es el fragmento purificado.

5.- Ligaciones

Las reacciones de ligacion se realizaron en un volumen de 20 pi utilizando para elio
100ng de vector en todos los casos, 44 ng de inserto para el vector pKK223-3, 73ng en el
caso de pUCI8 y para pET28 se colocaron 36.6ng. Ademds se adicionaron 2 ul de
amortiguador (10X), | pl de T4 ADN ligasa y completando el volumen con agua. La
reaccion se incub6 a 16° C por espacio de 12 horas. Al producto de esta ligacion se le
adicion6é 500 pl de 1-butanol, se mezclé y centrifugd durante 10 minutos, se eliminé el
sobrenadante procediendo al secado durante 10-15 minutos en el Savant. Después la

pastilla fue resuspendida en 10 pl de H,O.

La concentracion de inserto necesaria se calculé con base en una concentracién fija de

vector (100ng) utilizando la formula:

[(ng de vector X tamaiio del inserto Kb)/ tamaiio del vector Kb] X(relacién molar inserto / vector).

6.- Preparacion de células electrocompetentes.

La cepa de interés se crecié en un matraz con 25 ml de LB liquido con antibidticos
apropiados a 37°C por 12 horas con agitacién constante. De este cultivo se tomaron 5 ml y
se inoculé un matraz de un litro de LB liquido sin antibidticos, incubdndolo a 37° C hasta
alcanzar una densidad éptica de 0.9 a 600 nm. A partir de este punto, todo el proceso se

llevé a cabo en frio y en condiciones de esterilidad. El cultivo fue centrifugado a 5000

r.p.m. durante 15 minutos.



Las células fueron lavadas con 500ml de glicerol al 10%, se centrifugaron
nuevamente como en el paso anterior, se resuspendieron en 250ml de agua y se volvieron a
centrifugar. Ahora las células fueron resuspendidas en 125 ml de glicerol al 10% para
finalmente centrifugarse y resuspenderse en 3 ml de medio GYT. Posteriormente se

hicieron alicuotas de 50 yl que se mantuvieron a -70°C (Schmindt-Dannert, 2001).

7.- Electroporacién

Las células electrocompetentes fueron descongeladas lentamente manteniéndolas en
hielo. A los 50 ul de células se les anadié de 1-2 pl del plasmido (50-100 ng/ul). Esta
mezcla se transfirid en una celda para electroporar (0.1 cm, BIORAD) previamente
enfriada. La celda se coloc6 en la cdmara de seguridad del electroporador el cual fue

programado para generar pulsos con una descarga de 1.8 Kv/cm con una resistencia de

200€2 y una capacitancia de 25 uFD.

Inmediatamente después del pulso las células fueron transferidas de la celda a un
tubo de ensaye que contenia 980 ul de medio SOC, 10 pl de MgCI2 10mM y 10 ul de

glucosa al 20%, en el cual se dejaron recuperar durante | hora a 37°C con agitacion.
8.- Preparacién y transformacion de células competentes en CaCl,

Para prepararlas se hizo un precultivo de la cepa de interés en Sml de LB. A partir
de este se inoculo 1:100 un volumen mayor, es decir, 500ml de LB liquido. Se dejé crecer
el cultivo hasta alcanzar una densidad éptica de 0.9 a 600nm. Después se centrifugaron en
frio durante 15 minutos a 5000 r.p.m. Una vez descartado el sobrenadante, las células se

resuspendieron en 5 ml de CaCl, 1 My se hicieron alicuotas de S0ul que se mantuvieron a
-70°C.

En el caso de la transformacién se tomé una de las alicuotas afiadiendo Sul de
plasmido, se mezclaron y dejaron reposar en hielo durante 30 minutos. Pasado este tiempo

se les dio un choque térmico a 42°C durante 90 segundos, después se pusieron en hielo
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durante 2 minutos y se les afiadié 1ml de medio SOC, antes de plaquear se recuperaron

durante una hora incubando a 37°C.

9.- Lavado de células

El medio rico liquido proveniente de la electroporacién y de los cultivos de 12
horas, fue centrifugado durante dos minutos a 5,000 r.p.m., se decant6 el sobrenadante
resuspendiendo las células en medio minimo Iiquido carente de biotina y antibidticos.

Repitiendo este proceso en 3 ocasiones, conservando siempre las condiciones de

esterilidad.
10.- Extraccion de plasmido

La extraccion de plasmido se realizé mediante el kit de Roche (High Pure Plasmid
Isolation Kit).
Un cultivo de tres mililitros se centrifuga a 9000 r.p.m. durante 30 segundos, se descarta el
sobrenadante y resuspende la pastilla en 250 u! de sclucién I(amortiguador de suspension
con RNAsa).
Se adicionan 250 pl de solucién 2 (amortiguador de lisis), mezclando cuidadosamente e
incubando durante 5 minutos a temperatura ambiente. '
Se adicionan 350 ul de solucién 3 ( amortiguador de unién en frio), mezclando
cuidadosamente e incubando durante 5 minutos en hielo.
Se centrifuga durante 10 minutos a maxima velocidad, el sobrenadante es recuperado
transfiriéndolo entonces a una columna de filtracién, volviendo a centrifugar a méaxima
velocidad durante 30-60 segundos.
Descartando el liquido contenido en el tubo colector y adicionando a la columna 500 yl de
la solucién 4 (amortiguador de lavado 1), centrifuga a 13,000 x g por I min.
Nuevamente descartando el liquido contenido en el tubo colector y adicionando a la
columna 700 pl de la solucién 5 (amortiguador de lavado II), se centrifuga a 13,000 x g por

I min. Se centrifuga un minuto adicional , después transfiere la columna a un tubo
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eppendorf, se afladen 100 pl de solucién 6 (amortiguador de elusion) y se centrifuga por 1

minuto a 13,000 x g. Lo colectado en el tubo eppendorf es el plasmido purificado.
11.- Reaccion de la recombinacion in vitro por DNA shuffling

Primero se realizaron pruebas con DNAsal para identificar la concentracion y el
tiempo necesarios para generar fragmentos del tamano que nos interesa recombinar. Una
vez determinado, se digirié 50! del PCR producto de la mezcla de variantes con 1U de
DNAsal durante 35 minutos. Se corrieron en un gel de agarosa al 1%, cortando del mismo
una banda que contenfa los fragmentos de 100 a 200 pb. Esta banda fue purificada por el
proceso explicado anteriormente (ver purificacién de bandas). Los fragmentos se

ensamblaron haciendo una amplificacién por PCR omitiendo los oligos.

Cada reaccién contenia:

-5ul amortiguador (10X)

-Spul mezcla de ANTPs 2.5mM(10X)

-2ul MgCl, 50 mM

-15p! Templado

-1ul Taq polimerasa (Invitrogen) 2.5U/ul
-5u1 DMSO

21ul H,0O

30 ciclos de 3 pasos
A. Desnaturalizacién 1 minuto 94°C
B. Alineamiento de oligonucleétidos 1 minuto 55°C

C. Extension 2 minutos 72°C

El producto de la reaccién anterior se empleé como tempiado para una nueva
amplificacion por PCR con oligos en las condiciones detalladas en la seccion I, poniendo

2pl de templado y ajustando el volumen con H,O. El producto final fue purificado y

digerido para ser clonado en el vector pKK223-3.
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12.- Purificacién de proteina por columna de afinidad.

A partir de un precultivo crecido en LB durante 12 horas, se inoculé 5 ml en 500m|
de medio minimo liquido, es decir, en una proporcién 1 a 100. Se dejo crecer hasta alcanzar
una densidad 6ptica de 0.6 a 600 nm, entonces se indujo con 0.5 mM de IPTG. Después, las
células del cultivo fueron recuperadas centrifugdndolas durante20 minutos a 5000 r.p.m.
Se desechd el sobrenadante, las cé]u]as se resuspendieron en buffer A ( Fosfato 50mM y
NaCl, 300mM pH 7.63). Se sonicaron 15 ciclos de 30 segundos. Se centrifugo por 25
minutos a 10000 r.p.m. Posteriormente se filtro a través de una membrana de .0.2 u para
remover agregados proteicos. La purificacion se realizo por afinidad en una columna de
niquel usando un Akta FPLC. Las fracciones colectadas fueron dializadas en buffer 50mM
de fosfato, NaCl, 20 mM, ImM EDTA, 0.lmMDTT, pH 7.8 a 4°C durante toda la noche

con la finalidad de remover el imidazol del buffer de elusién de la columna.
13 .- Cuantificacién de proteina total por Bradford.

Para determinar la concentracion de proteinas totales contenidas en una solucién se

empled la técnica de Bradford usando el reactivo comercial de BIO-RAD*.

Se realizé una curva patron con cantidades conocidas de proteina teyendo en un

espectrofotdmetro a 595nm las siguientes muestras:

Proteina Solucién estandar Amortiguador Bradford*

(tg) Img/ ml] de BSA experimental (p1) (uh)

0 0 800 200
2.5 2.5 797.5 200

5 5 795 200
10 10 790 200

15 15 785 200
20 20 780 200
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Para leer las muestras problema

Muestra (ul) Amortiguador Bradford*
experimental (1) (u)
20 780 200
50 750 200

Medios de cultivo

SOC

-20 g.triptona

-5 g extracto de levadura
-10 ml NaCl 1M

-2.5 ml KCl 1M

-Complementar con aguaa | |

LB sélido

-10 g triptona

-10 g NaCl

-5 g extracto de levadura

-15 g bacto agar

-1 ml estreptomicina 200mg/mi(1000X)
-1 ml kanamicina 25mg/ml (1000X)

-1 ml ampicilina 200mg/ml (1000X)

- complementar con agua miliQua 1|

Medio GYT

- 10 ml de glicerol

- 125 mg de extracto de levadura
- 250 mg de triptona

- Complementar con agua miliQu a 100 ml

Medio Minimo M9 sdélido

-500 ml agar

-500 p1 MgSO4

-100 ml sales M9-5 ml glucosa 20%

-2.5 ml casaminoacidos

-500p1 estreptomicina 200mg/ ml(1000X)
-500 pl kanamicina 25mg/ml (1000X)
-500 pl ampicilina 200mg/ml (1000X)
-(opcional) 500 i biotina 10mM

Medio Minimo M9 liquido (para lavado)
-50 ml H20

-10ml sales M9

-50 pul MgSO4

-500 pl glucosa 20%

-250 pl casaminoécidos
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