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RESUMEN

Durante los primeros pasos de la evolucion biolégica, las proteinas adquirieron su
diversidad funcional a través de inserciones, deleciones y recombinaciones de pequefios
fragmentos codificados por exones primitivos de secuencias de DNA, dando origen a la
diversidad de proteinas que hoy existen. Siguiendo esta tendencia, el presente trabajo desarrolla
un nuevo método de generacion de diversidad, el cudl es dirigido hacia la modificaciéon completa
y combinatoria de secciones (asas) de proteinas que presentan el plegamiento denominado
barril TIM.

Para el desarrollo de este proyecto utilizamos como molde a la enzima fosforribosil
antranilato isomerasa (PRAI) de E. coli, en la cuél se intercambiaron 13 diferentes asas
cataliticas procedentes de otras proteinas que también poseen el plegamiento de barril TIM.
Ademas se mutaron a saturacién los dos ultimos residuos que preceden a cada asa y que estan
ubicados en las hojas beta, los cuales apuntan hacia el sitio activo del barril. Se evalu6 la
viabilidad de las librerias generadas mediante fusiébn de las mismas a la enzima CAT
(cloranfenicol acetil transferasa) como reportero de plegamiento. La fusion a CAT de las distintas
librerias demostro tener desde un 25% hasta un 75% de proteinas plegadas, lo cual representa

una gran poblacién de proteinas que pueden ser analizadas en busqueda de nuevas funciones.

La gran variabilidad encontrada bajo presion de seleccion de plegamiento en los sitios
mutados a saturacién nos indica la gran flexibilidad del sitio activo del barril TIM. Todas las
proteinas analizadas sin fusién a CAT demostraron ser solubles y mantener estructura mediante
un analisis por dicroismo circular, demostrando que este sistema de fusiébn a CAT es un buen
reportero de plegamiento para barriles TIM. La estructura de la enzima PRAI demostrd que esta
proteina es capaz de soportar la insercion del sitio Cre-lox y ademas la insercion de diferentes
asas manteniendo su estructura.

RESUMEN  Ochoa-Leyva Adrian 1



1. INTRODUCCION

1.1 El mundo proteico

Todos los organismos vivientes, ya sean bacterias, levaduras, animales o vegetales,
comparten muchas caracteristicas comunes. Una caracteristica distintiva es que estan
constituidos por células y todas las células tienen una composicion similar de acidos nucleicos,
carbohidratos, lipidos y proteinas. En los animales superiores existen “ciudades de células” que
se agrupan para formar tejidos y 6rganos, mientras que en las bacterias una célula constituye la
unidad de vida. Las células forman un punto intermedio en la escala de complejidad bioldgica y
se caracterizan por poseer un compartimiento acuoso rodeado por una membrana y dentro de él,
una infinidad de compuestos quimicos, pero si tomamos una célula para analizar su contenido

molecular, observaremos que mas de la mitad de su peso seco esta compuesto de proteinas [1].

El ADN tiene toda la informacién necesaria para generar una célula entera, pero tiene
poca influencia directa sobre procesos celulares, contrario a las proteinas, las cuales dirigen una
amplia gama de procesos celulares y esencialmente la maquinaria metabdlica de la célula,
determinan su forma y estructura, actian como las principales herramientas de reconocimiento
molecular y constituyen los mejores catalizadores biologicos [2]. Cada proteina esta formada por
una secuencia de aminoacidos especifica, la cudl determina su personalidad quimica, asi como
su estructura tridimensional; esta variabilidad hace posible la enorme versatilidad de las
propiedades quimicas observadas en las distintas proteinas, y posiblemente explica porqué
durante la evolucién se han seleccionado éstas en lugar de las moléculas de ARN para catalizar

la mayoria de las reacciones celulares.

Debido a su versatilidad funcional podemos nombrar a las proteinas como “las
herramientas moleculares de la vida” y por ello es importante entender la relacion entre su
estructura y su funcién, asi como el proceso de su evolucién, para obtener informacién que
pueda ser utilizada en el laboratorio con el objetivo de disefiar proteinas con nuevas funciones o

con actividades preestablecidas [3, 4].

Durante el siglo pasado e inicios del presente surgieron diversas técnicas moleculares
tanto in vivo como in vitro para el estudio de las proteinas y principalmente de las enzimas, pero
basicamente el esfuerzo en entender su funcion se ha centrado en disefiar mutaciones en la
secuencia primaria de los genes que codifican para la proteina, es decir, cambiar un determinado
aminoécido por otro y analizar el efecto producido tanto en su funcién como en su estructura [5].
Estudios de este tipo han llevado al establecimiento de dos estrategias generales en la ingenieria
de proteinas: el disefio racional y la evolucion dirigida. Estas dos estrategias siguen el principio

basico de llevar a cabo mutaciones en la secuencia del gen de la proteina y analizar las



consecuencias de las mismas. La primera estrategia implica un conocimiento previo de la

estructura tridimensional, mientras que la segunda no lo requiere.

1.2 Disefio de proteinas y Evolucion dirigida de proteinas

Hoy en dia la industria biotecnolégica (farmacoldgica, quimica y alimentaria) demanda el
disefio de nuevas proteinas, principalmente de enzimas y anticuerpos [6, 7]. Esto provoca la
necesidad de obtener enzimas que exhiban caracteristicas mejoradas como: estabilidad,
actividad catalitica, accién hacia diferentes sustratos y diferentes mecanismos quimicos de
reaccion [6, 8]. Con ello, los ingenieros de proteinas se ven en la necesidad de mejorar la gama
de proteinas existentes, pero ademdas, de encontrar nuevas enzimas con diferentes
caracteristicas como distintos mecanismos de reaccién o una actividad hacia una amplia
variedad de sustratos [9]. En este sentido, en los Ultimos afios se han encontrado nuevos genes
en diferentes metagenomas los cuales codifican para nuevas proteinas [10-12] y también la
secuenciacion de nuevos organismos ha arrojado una amplia gama de proteinas nunca antes
descritas [13, 14]. Otra opcidn para el desarrollo de nuevas actividades enzimaticas, es el disefio
de actividades cataliticas de novo, es decir, la modificacion de proteinas existentes para que
realicen funciones diferentes a las que naturalmente llevan a cabo y para ello se utiliza el disefio

y la evolucion dirigida de proteinas [15].

El disefio racional permite modificar especificamente una determinada regién de una
proteina, pero para ello es necesario tener informacién previa sobre la quimica de la reaccion
que realiza, la manera en la que une al sustrato, asi como conocer su estructura tridimensional
[16]. Generalmente las modificaciones realizadas mediante esta estrategia se establecen en la

cercania del sitio activo de la enzima [16].

La evolucién dirigida de proteinas surge como una alternativa al disefio racional y se
enfoca principalmente a la obtencion de nuevas funciones basadas en la generacidon de
variabilidad al azar en el gen de la proteina de interés y la posterior seleccion de la actividad
deseada [17]. En términos generales, la evolucién dirigida imita el proceso de la evolucion
natural, es decir, utiliza el principio de mutacion-seleccion [8], aunque se le considera dirigida
porque se seleccionan Gnicamente aquellas variantes cuyas propiedades son las mas cercanas
a las caracteristicas deseadas. Basicamente, la evolucion dirigida implica ciclos iterativos de
mutacién y/o recombinacion de la secuencia de ADN que codifica para nuestra proteina,
obteniendo bancos de variantes, los cudles son acoplados a un eficiente método de seleccion de
la nueva funcién o un método de blsqueda de actividad (“tamizaje”) para encontrar a la(s)

mutante(s) con las caracteristicas deseadas [18].



Diversos métodos son utilizados por la evolucién dirigida [19], pero en general todos se

basan en los siguientes pasos:

1. Eleccioén del gen de interés, el cual codifica la proteina con la actividad que deseamos
modificar.

2. Seleccion del método con el que generaremos la variabilidad en la secuencia de ADN de
nuestra proteina (mutagénesis). (Ver tabla 1)

3. Muestreo de la actividad deseada en la nueva proteina, mediante la deteccién de una
sefial quimica (tamizaje) o por complementacién de la nueva funcién en una célula
(seleccion).

4. Eleccion de las variantes ganadoras que posean la actividad buscada.

De ser necesario se repite el proceso para obtener en cada vuelta mejores variantes

mutagenizando solamente las variantes ganadoras.

Mediante la evolucién dirigida, las modificaciones de los aminoacidos pueden ubicarse
en cualquier lugar de la secuencia de la proteina y por lo tanto también de su estructura, pero
s6lo seran seleccionados aquellos cambios que ayudaron a conferir la nueva funcién [20].
Actualmente la evolucion dirigida constituye un método considerablemente utilizado en el disefio
de enzimas y ha revolucionado a la ingenieria de proteinas, aunque presenta alguna limitaciones
[8, 21-25].

Los trabajos realizados mediante evolucién dirigida han demostrado la existencia de dos
limitantes [19]. Por ejemplo, para una proteina con una longitud de 200 aminoacidos podriamos

tener 20°%°

combinaciones posibles de los aminoacidos de su secuencia, pero ni siquiera los
atomos del universo nos alcanzarian para generar este niimero de combinaciones, cuyo nimero
es de 10’ atomos [26, 27]; ademéas es imposible analizar nimeros tan elevados de variantes,
debido a que solamente podemos muestrear, en el mejor de los casos, una variabilidad de 10" y
esto es utilizando técnicas de despliegue en ribosomas [28, 29], pero comUnmente cuando
contamos con métodos de seleccion, analizamos combinaciones de hasta 10°, que es la
eficiencia de transformacion de E. coli, y por lo tanto es el nUmero de variantes de la proteina
gue podemos analizar en forma individual, lo cudl nos lleva a sujetarnos a disefar una
variabilidad de un tamafio que pueda ser debidamente explorado en busqueda de las

caracteristicas deseadas [30].

El tema de la generacion de diversidad en la secuencia proteica, es un tema que merece

una seccion aparte debido a que es necesario el razonamiento de cual método es el adecuado a



utilizar para lograr encontrar los cambios deseados dentro de la variabilidad generada y poder

obtener un ndmero de variantes que pueda ser explorado con las técnicas actuales.

La segunda limitante es el desarrollo de métodos de seleccién de las nuevas variantes,
es decir, cbmo vamos a poder observar qué variante tiene la actividad que estamos buscando.
Para ello, tenemos que disefiar métodos que permitan ligar la propiedad buscada u objetivo con
algun requerimiento fisiologico de la célula o alguna sefial in vivo o in vitro, de tal manera que
s6lo aquellas células que sobrevivan o presenten alguna sefial posible de monitorear contaran

con la propiedad deseada y podran asi ser aisladas [8].

Los ultimos trabajos en ingenieria de proteinas han demostrado que la forma mas
poderosa y exitosa de hacer modificaciones en una proteina es combinando las técnicas del
disefio racional con las técnicas de evolucidon dirigida, por ejemplo, se realizan primero
mutaciones especificas analizadas por disefio racional y posteriormente se somete a la proteina

a ciclos iterativos de evolucion dirigida [31, 32].

1.3 Generacion de diversidad

Como se mencioné anteriormente, debido a que la secuencia de una proteina es
producto del gen que la codifica, los cambios (mutaciones) se realizan en la secuencia de dicho
gen, generando asi diversidad de la secuencia original [30, 33]. De manera general podemos
agrupar a estos métodos en tres categorias. La primer categoria consiste en los métodos de
generacion de diversidad al azar, los cudles insertan mutaciones al azar en toda la secuencia del
gen, un ejemplo lo constituye la PCR mutagénica. La segunda categoria incluye los métodos de
diversidad a posiciones especificas del gen, por ejemplo el disefio de oligonucleétidos para
mutar un determinado amino&cido por otro(s) aminoéacido(s) codificados en el oligonucleétido. La
tercera categoria incluye a los métodos de recombinacion de genes, que puede ser de genes
encontrados de forma silvestre o de genes disefiados sintéticamente, tal es el caso de la técnica
del “shuffling” o més propiamente, barajeo de genes. Estas tres categorias agrupan un ndmero
creciente de técnicas para llevar a cabo la mutagénesis, pero las técnicas mas exitosas son

resumidas en la tabla 1.

Categoria Técnica Procedimiento

1.1 Mutegénesis Quimica Utilizacidn de acido nitroso para sustitucion de
bases en el ADN [34]

1.2 Insercién de Nucledtidos  Se insertan nucleétidos al azar en la secuencia del
gen [35]




1. Métodos al
azar

2. Métodos
directos

3. Métodos de
Recombinacién

1.3 Cepa mutadora

1.4 PCR con analogos de
nucleétidos

1.5 PCR Mutagénica

1.6 PCR de insercion o
delecién (RID)

2.1 Mutagénesis a saturacién
2.2 Mutagénesis de
pentapéptido

2.3 Mutagénesis de delecion

2.4 Oligonucleottidos
degenerados

2.5 Sintesis de Trinucleotidos

2.6 Fmoc- Trinucleotido

3.1 “Shuffling”

3.2 StEP

3.3RACHITT

3.4 ITCHY

3.5 SCHEMA

Esta cepa posee defectos en la reparacion del ADN
por lo que en cada replicacion acumula mutaciones
[36-40]

Se utilizan analogos de los nucleétidos normales
para generar mutaciones en el gen de interés [41,
42]

Se incrementan los rangos de error de la ADN
polimerasa alterando su ambiente normal de trabajo,
insertando mutaciones [43-45]

Insercién al azar o delecién de bases dentro de una
secuencia [46, 47]

PCR mediante la que se sustituyen dos o tres bases
de uno o varios codones en la secuencia del gen [48]

Se utiliza un transposén para insertar secuencias de
bases al azar [49, 50]

Utiliza una nucleasa para borrar una secuencia
especifica de un gen [51]

Se utilizan oligonucle6tidos degenerados
sintetizados quimicamente para extender una PCR
[52-55]

Se sintetizan oligonucleétidos con codones distintos
por una mezcla de nucle6tidos [56]

Sintesis de oligonucleotidos con codones al azar
[57]

Recombinacién de alelos de genes [58, 59]

Recombinacion de secuencias de polinucleétidos
mediante varios ciclos de alineamiento [60-63]

Recombinacién de genes parentales por
sobrelapamiento y extension de fragmentos de los
genes parentales [64, 65]

Recombinacidn de genes distintos para generar
hibridos [66-69]

Recombinacién de pequefios fragmentos de
proteinas homdlogas, basado en un algoritmo
computacional [70-72]

Tabla 1. Técnicas mas utilizadas en evolucidn dirigida de proteinas.



Nuestro trabajo propone una nueva manera de generar diversidad en las proteinas,
mediante una combinacion de disefio racional y la posterior seleccion de plegamiento. Todo esto
llevado a cabo con nuevas técnicas moleculares que implican el intercambio de asas a una

proteina molde en busqueda de nuevas funciones enzimaticas.

1.4 Migracion catalitica: el reto

La evolucion dirigida de proteinas en combinacion con el disefio racional ha mostrado
avances significativos en la dltima década [31]. Sélo por hacer mencion a algunos ejemplos, se
ha logrado aumentar la actividad catalitica de enzimas existentes en la naturaleza [70-73]; se ha
incrementado la estabilidad de proteinas a altas temperaturas y/o distintos pH’'s [74, 75] y se
han obtenido cambios de especificidad de sustrato, cofactores y enantioselectividad [32, 76, 77].
Sin embargo, no se ha logrado uno de los grandes retos de la ingenieria de proteinas: esto es,
lograr una migracion catalitica que implique un cambio de reaccién enziméatica [3]. Cambiarle la
funcién a una determinada proteina por otra funcién, se ha consagrado como una barrera dificil
de cruzar. Aunque pequefios pasos se han dado y comienzan a surgir trabajos interesantes al
respecto, aun en estos pequefios destellos de la ingenieria de proteinas, no se ha podido igualar,
mucho menos mejorar la actividad catalitica de las nuevas enzimas con respecto a la actividad

mostrada por las enzimas naturales [76, 78].

En el transcurso del desarrollo del presente trabajo, Park y colaboradores publicaron un
trabajo en el cual aplicaron una combinacion de disefio racional y evolucién dirigida. Ellos
utilizaron un esquema similar al nuestro, el cual implica el corte e insercién de secciones de
asas, seguido de PCR mutagénica, logrando el cambio de actividad de una glioxilasa Il hacia una
beta-lactamasa. Aunque este es un avance significativo, el mecanismo de reaccion entre estas
dos enzimas es el mismo y la nueva actividad esta lejos de ser similar a la actividad de la
proteina silvestre [76]. Este ejemplo constituye uno de los maximos avances de la ingenieria de
proteinas respecto al cambio de funcién enzimética, pero la nueva funciéon no pudo ser mejor o
igual que la actividad presente en la proteina silvestre, a pesar de realizar ciclos iterativos de
evolucién dirigida para tratar de aumentar la actividad. Es dificil identificar cuales mutaciones
acopladas son necesarias para adquirir la funcién deseada, esto conduce a la necesidad de
disefiar nuevos métodos y estrategias de generacion de diversidad, como por ejemplo, el
intercambio de asas cataliticas entre diferentes proteinas.

Una de las limitaciones que se puede intuir es que dificilmente se lograra un cambio de
funcion realizando solamente mutaciones puntuales, por esta razén, la nueva tendencia para la
modificacion de proteinas implica realizar cambios méas drasticos en la secuencia de la proteina

de interés, lo que posiblemente nos llevaria a obtener nuevas funciones enziméticas, objetivo



gue no se ha cumplido a través de mutaciones puntuales que caen en un espacio de secuencia
pequefio [79, 80]. Es decir, una serie de cambios combinatorios en un espacio de secuencia
mayor, que nos conduzcan a obtener mutaciones sinérgicas y no sélo a mutaciones puntuales
[32]. En este sentido una técnica llamada “family shuffling” por su nombre en inglés o barajeo de
familias, permite realizar cambios estructurales drasticos pero tiene dos inconvenientes. Por un
lado, las proteinas en estudio necesitan tener como minimo un 58% de identidad de secuencia, y
realmente pocas familias de proteinas la tienen, y por otro, la recombinacion se limita a aquellas
zonas de mas alta identidad a nivel de secuencia de ADN, por lo que este método queda lejos de

ser utilizado de una manera global [81].

También se ha propuesto una nueva técnica llamada “Block Shuffling” [80]. Dicha técnica
plantea la combinacion de distintos segmentos, entre distintas proteinas para generar nuevas
funciones y esta basada principalmente en que las proteinas adquirieron su diversidad funcional
por la combinacion de pequefios pedazos de proteinas, codificados por antiguos exones, en las
primeras etapas de la evolucién proteica [82]. De manera similar se han desarrollado algoritmos
computacionales que predicen fragmentos estructurales que pueden ser intercambiados en una
proteina sin afectar su integridad estructural permitiendo con ello la combinaciéon de segmentos

estructurales o funcionales entre proteinas [71, 72, 83].

Esta nueva vision de la ingenieria de proteinas abre la posibilidad de cambiar realmente
de funcién a una proteina, al explorar espacios de secuencia no explorados por las técnicas
tradicionales, permitiendo asi salir del cuello de botella en el que actualmente se encuentra
detenida [84, 85]. Siguiendo esta tendencia, el presente trabajo desarrolla un nuevo método de
generacion de diversidad, el cual es dirigido hacia la modificacion completa y combinatoria de
secciones (asas) de proteinas que presentan el plegamiento denominado barril TIM. Este
método permite incluir la diversidad bioldgica que ya ha sido probada naturalmente y a la par
propone una nueva estrategia de exploracion del espacio de secuencia mediante intercambio de

asas cataliticas en barriles TIM [86].

1.5 El plegamiento de barril TIM (B/a)s

El plegamiento de barril TIM es un plegamiento que ha llamado la atencién para hacer ingenieria
de proteinas debido principalmente a la versatilidad de reacciones enzimaticas que puede
realizar, catalizando funciones completamente distintas, que incluyen 5 de las 6 clases primarias
de enzimas definidas por la Comisién de Enzimas (EC). Dichas funciones son: oxidoreductasas,

transferasas, liasas, hidrolasas e isomerasas [87, 88].



La mayor parte de las proteinas que tienen este plegamiento son enzimas,
encontrandose 147 distintos tipos de enzimas, 889 enzimas que presentan este dominio y la
division del mismo en 17 familias [89, 90]. De todas las estructuras de proteinas conocidas, este
plegamiento es el mas encontrado en el “Protein Data Bank” (PDB), constituyendo alrededor del
10% [91]. La primer proteina en la cual fue encontrado este dominio fue la enzima triosa fosfato
isomerasa de pollo cuya estructura fue resuelta en 1975. A partir de entonces a este plegamiento
se le denomind barril TIM o también conocido como barril (B/a)g [92]. El barril (B/a)s consiste de 8
repeticiones de unidades (B/a), es decir, 8 hojas beta plegadas formando el centro del barril
(interior), rodeadas estructuralmente por 8 alfa hélices que constituyen el exterior del barril (Ver
fig. 1). Las hojas B y las o hélices son nombradas consecutivamente a partir del extremo amino
terminal de la proteina, siendo asi p1-f8 y al-a8; las asas que conectan las hojas B hacia las
hélices a son denominadas asas B/a 0 también llamadas “asas cataliticas”, tales como el asa
B/al, que conecta a la Bl con la al y asi consecutivamente; y las asas que conectan de las
hélices a hacia las hojas B se denominan asas o/p [89]. Las asas B/a tienen longitudes muy
variables y con una tendencia a ser mas largas que las asas a/p localizadas en la parte inferior
del barril. En algunas enzimas, las asas B/a llegan a formar dominios completos, por ejemplo el
asa B/a3 de la piruvato cinasa constituido por 113 aminoéacidos, formando un dominio extra del
barril [93].

Figura 1. Estructura tridimensional de la enzima triosa fosfato isomerasa (TIM), pdb: 1tim. En color rojo se
pueden observar las hélices alfa que rodean a las hojas beta de color amarillo, las cudles se sencuentran en
el interior del barril.

A pesar de la gran diferencia en reacciones cataliticas, los sitios activos de todos los
barriles TIM estan localizados en el extremo carboxilo terminal de las hojas beta (parte superior
del barril), implicando que la geometria del sitio activo sea formada por estos y por los residuos

de las 8 asas P/a (ver figura 2) [89]. Ademas, muchas de las familias de estas enzimas requieren



la unién de cofactores o metales divalentes para llevar a cabo la catalisis, que generalmente se
unen en la cara carboxilo terminal del barril, es decir, la cara catalitica. También en otros barriles
como la triosa fosfato isomerasa, el sitio activo es formado por la dimerizaciébn de dos
mondémeros a través de sus caras cataliticas [90]. Las caracteristicas anteriormente
mencionadas muestran que si queremos generar distintas actividades tendriamos entonces que
modificar la cara catalitica del barril, donde se encuentran las 8 asas p/o, conservando el interior
del barril en donde los residuos son sensibles a la sustitucion y producen proteinas no estables
[92]. Ademas, se ha observado que las asas o/ tienen una mayor contribucién a la estabilidad
[94-97]. Esto nos hace pensar que es posible cambiar actividades cataliticas mediante el

intercambio de asas, sin comprometer la estabilidad del barril [91, 98].

Figura 2. Vista lateral de la enzima fosforribosil antranilato isomerasa de E. coli. En color verde podemos
apreciar las asas cataliticas del barril y en color azul las asas de estabilidad del dominio.

1.6 Nuestra enzima modelo: fosforribosil antranilato isomerasa (PRAI)

La enzima fosforribosil antranilato isomerasa (PRAI por sus siglas en inglés) es una
proteina que posee el plegamiento de barril TIM, estd codificada por el gen TrpF dentro del
operén de ruta de biosintesis del triptéfano y cataliza el tercer paso en la ruta de sintesis del
tripté6fano a partir del corismato. En este paso la PRAI cataliza una reaccién de isomerizacion
conocida como rearreglo de Amadori en donde una aminoaldosa es convertida en una

aminocetosa [99]. (Ver esquema 1).

El fundamento quimico de la reaccion que cataliza PRAI es una reaccion acido-base
donde los residuos Cys7 y Aspl26 actlan como los residuos cataliticos. Se propone que el
residuo Aspl126 (acido general) protona el oxigeno del anillo de la furanosa produciendo un
intermediario tipo “base de Schiff’ y el residuo Cys7 (base general) abstrae un protén del atdmo
C2’ de la ribosa, dando como resultado la apertura del anillo de la ribosa y produciendo la forma

enolamina de CdRP. Alternativamente esta enolamina también puede ser formada en un solo



paso, mediante un mecanismo “push and pull” en donde la base y el &cido general actlan
simultdneamente. La subsecuente formacién de la enolamina de CdRP a su forma ceto ocurre
espontanemente [100]. Ver esquema 2.

aminoaldosa aminocetosa

cos co;
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Esquema 1. Rearreglo de amadori catalizado por PRAI, donde el sustrato N-(5"-fosforribosil)-antranilato
(PRA) es convertido a 1-(-o-carboxifenilamino)-I-deosirribulosa 5-fosfato (CdRP).

En E. coli esta enzima forma parte de una cadena peptidica bifuncional, es decir PRAI se
encuentra fusionada con IGPS (indol glicerol fofatos sintasa) que es la enzima que lleva a cabo
el siguiente paso en la ruta de sintesis del triptéfano. Sin embargo, cabe resaltar que PRAI de E.
coli se ha podido expresar como un solo dominio (separada de la fusiébn con IGPS) y ha

mostrado ser igualmente activa que en la fusién [101].
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Esquema 2. Posible mecanismo de reaccion catalizado por PRAI. El &cido (AH), la base (B-) y el sustrato
PARA (R). Tomado de Henn-Sax [100].

Recientemente en nuestro grupo de investigacion se ha construido una variante de

PRAI, la cuél es denominada PRAI wt Cre-lox (Ver figura 3). Esta nueva proteina tiene insertado



entre la hélice 4 y la hoja beta 5 un segmento de 21 aminoacidos (linker LoxP511), cuya
secuencia de ADN codificante constituye un sitio de reconocimiento para una proteina de tipo
Cre-lox recombinasa. Esta variante fue construida para disefiar grandes bancos de variantes de
este barril TIM, mediante la recombinacién del gene por mitades separadas, lograndose con este
sistema analizar bancos de un tamafio de hasta 10° variantes [102]. Esto permite ampliar el
espacio de secuencia a analizar para los bancos que se construyan utilizando como molde este
gene modificado. Ademas la nueva variante de PRAI generada demostré ser capaz de
complementar la funcidon de PRAI en una cepa de E. coli que porta una delecién de este gen, lo

gue demuestra que la proteina sigue manteniendo el plegamiento de barril TIM [102].

Figura 3. Modelo de la enzima PRAI wt Cre-lox. En color verde podemos apreciar la insercién del sitio
Cre-lox. Tomado de Saab-Rincén [102].

Nuestro proyecto propone que el disefio de bancos de asas en la enzima PRAI wt Cre-
lox nos permitirA obtener una variabilidad de nuevas proteinas, que puedan ser probadas en
busqueda de nuevas funciones enzimaticas. Con ello uno de los primeros pasos a analizar
consiste en investigar si el intercambio de asas en nuestro barril TIM por las asas de otros
barriles le permite mantener la estructura y para ello utilizaremos diversos reporteros de
plegamiento utilizados por la evolucidn dirigida, de los cudles proporciono una breve introduccion

en la siguiente seccion.

1.7- Reporteros de plegamiento en evolucion dirigida

La utilizacién de métodos de evolucién dirigida para seleccionar proteinas solubles, nos
permite separar de un banco de variantes a las proteinas que se encuentran en forma soluble y
con ello se facilita el andlisis funcional y estructural de las mismas. Para ello diversos métodos
estan disponibles y no requieren informacién estructural o funcional de las proteinas a analizar.
Una de las estrategias mas utilizadas es la fusiébn de las proteinas de interés a reporteros de

plegamiento. En esta estrategia el reportero de plegamiento posee una funciéon o actividad



biolégica que pueda detectarse y con ello poder ser seleccionada. Dos de los métodos mas
utilizados son la fusién a la proteina verde fluorescente (GFP) y la fusion a la proteina

cloranfenicol acetil transferasa (CAT) (Ver figura 4).

La proteina verde fluorescente (GFP) es cominmente utilizada como reportero de
plegamiento, de tal manera que la proteina a analizar es expresada como el dominio amino
terminal en fusion con GFP, de este modo la fluorescencia transmitida depende de la actividad
del reportero y esta a su vez se correlaciona con la estabilidad de la proteina fusionada [103].
Por ejemplo, las células que expresen la GFP en fusion con otra proteina que este bien plegada
provocara un efecto detectable de fluorescencia, lo que las separa de las células que no la

expresen (las cudles tienen fusionadas a proteinas insolubles).

(a) .
Linker
Proteina blanco es
soluble
CAT es funcional
Proteina blanco
Reportero: CAT
(b)
Proteina blanco es CAT no es funcional
insoluble

Figura 4. Principio de seleccién de proteinas solubles por fusion a la proteina cloranfenicol acetil
transferasa (CAT) como reportero de plegamiento. La proteina cloranfenicol acetil transferasa es fusionada
a la proteina blanco a través de un linker flexible. (a) Cuando la proteina blanco es soluble, la proteina CAT
se pliega sin problema y es funcional y por lo tanto la célula presenta resistencia (crecimiento) en un medio
suplementado con el antibiotico cloranfenicol, debido a que la funcion de CAT es degradar el cloranfenicol.
(b) Cuando la proteina blanco es insoluble o tiene problemas para plegarse, la funcién de CAT es afectada
y por lo tanto la célula no presenta resistencia (crecimiento) en un medio suplementado con cloranfenicol.
De esta manera el ensayo s6lo depende de la actividad del reportero (CAT). Imagen modificada del articulo
original de Waldo [104].

La GFP es usada solamente como monitor de la produccién de la proteina en estudio en
forma soluble, la cual subsecuentemente es expresada sin fusion a GFP para corroborar su
solubilidad. Aplicando este método de fusibn a GFP, Hecht y colaboradores encontraron

variantes mas solubles de la proteina a/B42, la cudl es precursora de Alzheimer [105].



Por otro lado, Davidson y colaboradores demostraron que la sobrevivencia de células de
E. coli en medio suplementado con el antibidtico cloranfenicol es correlacionado con la
solubilidad de distintas proteinas expresadas como el amino terminal en fusién con la proteina
cloranfenicol acetil transferasa (CAT). De esta manera el crecimiento de células en medio que
contiene niveles progresivos de cloranfenicol provee una presion de seleccidon de proteinas
plegadas (Ver figura 4). Este método les permitié encontrar variables solubles de la integrasa del

virus VIH a partir de un banco de integrasas insolubles [106].

Otro trabajo es el de Arnold y colaboradores, quienes usaron el método de fusion a CAT
para seleccionar proteinas solubles de un banco de variantes de citocromos P450, con el
objetivo de separarlas de la membrana y hacerlas mas solubles [107]. Esta aproximacion fue un
primer filtro para analizar en su ensayo de actividad enzimética solamente las proteinas
seleccionadas como solubles y con ello tener un menor ndmero de variantes a muestrear. Esta
seleccion también les ayudd a eliminar todas las variantes que no eran completamente

traducidas (con marco de lectura cambiado).

Recientemente Sterner utilizé el sistema de fusion a CAT para seleccionar proteinas con
el plegamiento de barril TIM formadas a partir de mitades procedentes de diferentes barriles,

obteniendo proteinas quiméricas mas estables con mitades diferentes [108].

La identificacion de proteinas quiméricas en forma soluble mediante la fusion a CAT
ilustra un ejemplo de la aplicacién satisfactoria de las técnicas de evolucién dirigida para
seleccionar proteinas solubles dentro de grandes bancos de variantes de proteinas. En el
presente trabajo utilizamos este sistema para seleccionar proteinas solubles dentro de los

diferentes bancos de asas intercambiadas en la enzima de PRAI wt Cre-lox.



2. ANTECEDENTES

2.1 Ingenieria de asas en barriles

Existen diversos trabajos de ingenieria de asas en barriles TIM, por ejemplo, mediante la
manipulacion de los residuos de las asas cataliticas de la enzima triosa fosfato isomerasa se ha
logrado incrementar su termoestabilidad conservando practicamente intacta la catalisis [109].
También se flexibilizé su cara catalitica, de tal forma que lograron incrementar la actividad de la
enzima termdfila hasta igualar la actividad de su homoéloga mesdéfila [110], ademéas acortando
éstas asas se ha podido cambiar la dinamica de unién del sustrato [111-116]. Por otro lado, a
una variante monomérica de esta enzima pero sin actividad, le fue recuperada su funcién
mediante modificaciones en las asa B/a2 [117]. Se han logrado cambios de especificidad
mediante la manipulacién de las asas en diversas enzimas con este plegamiento [118-121] asi
como cambios de estéreo-selectividad hacia muestras racémicas de distintos sustratos [122-

124]. Pero intercambio de asas entre barriles TIM aun no han sido reportados.

Recientemente se publicé un trabajo en el cudl cambiaron una seccion del asa 6 de
PRAI (Ser385-GIn387) por una secuencia de un epitope de unién a un anticuerpo, dicho epitope
es 11 aminoacidos mas grande que el asa 6 de PRAI. Con este trabajo demostraron mediante
dicroismo circular que la enzima mantenia practicamente intacto su plegamiento pero habia
perdido la funcién, proponiendo que esta enzima puede ser un buen molde de los barriles (B/a)g
para insercion de asas en el disefio de nuevas proteinas [125]. Este trabajo apoya la posible
division del plegamiento del barril TIM en su cara catalitica y su cara de estabilidad, discutido en

secciones anteriores

Miriam Altamirano y colaboradores llevaron a cabo un intercambio de asas entre PRAI e
IGPS pero dicho trabajo fue retractado, debido a que la nueva funcién que ellos atribuian a la
nueva proteina era producto de una contaminacion por la enzima silvestre que normalmente

llevaba a cabo dicha funcién [126, 127].

Los trabajos mencionados anteriormente son los mas relacionados con el intercambio de
asas en barriles, pero ninguno ha aplicado la idea de realizarlo entre enzimas que poseen este
plegamiento. Existen muchos trabajos de intercambio de asas en otros plegamientos, tal es el
caso de las inmunoglobulinas. En este tipo de proteina se ha observado que es posible cambiar
su especificidad y mantener su estructura mediante el intercambio de diferentes asas, asi como

la aleatorizacion de las mismas [128]. Algunos ejemplos seran discutidos en la siguiente seccién.



2.2 Ingenieria de asas en otros plegamientos

En la literatura encontramos diversos ejemplos que muestran intercambio de asas en
distintos plegamientos al barril TIM. Un caso que llama la atencién es el de una quimiciona, a la
cual le intercambian un asa por la de una pepsina. Dicha modificacién no afecté la estabilidad de
la enzima, pero disminuy6 la afinidad por su sustrato y se observé una disminucién de su
actividad enzimatica [129, 130].

Por otra parte, estudios realizados sobre un citocromo C mostraron que las regiones de
asas denominadas omega, pueden ser intercambiadas por asas homodlogas, conservando su
actividad con respecto a la proteina original [131]. Ademas por intercambio de asas se ha
logrado cambiar la especificidad por el sustrato en distintos plegamientos sin afectar su
estabilidad [132, 133], por ejemplo, al sustituirle una asa a la lisozima, se encontré una
disminucién de su actividad pero se conservo su estructura [134]. Todos estos trabajos muestran
la flexibilidad de las asas de distintas proteinas para ser cambiadas sin comprometer la
estabilidad del plegamiento y con ello permitir el disefio de nuevas proteinas, potencialmente con

actividades de novo.

Los anticuerpos son indiscutiblemente la herramienta molecular mas poderosa en la
ciencia biomédica para generar unién hacia distintas moléculas o antigenos [135]. La alta
diversidad generada en las regiones variables (CDR) hace posible la gran diversidad de unién a
sus correspondientes antigenos. Esta diversidad puede ser generada por métodos de bancos

sintéticos o por ejemplo, utilizando el sistema inmune de un animal [136].

Las regiones CDR estdn compuestas basicamente por 6 asas, y dentro de la ingenieria
de anticuerpos ha sido extensivamente utilizado el llamado “loop grafting” o injerto de asas, que
basicamente es un proceso mediante el cudl se translocan asas de un anticuerpo a otro para
trasladar los sitios de unién o especificidad del antigeno [137]. Este injerto de asas es utilizado
principalmente en la humanizacion de los anticuerpos, proceso mediante el cual un anticuerpo
humano recibe las regiones de otro anticuerpo generado comdnmente en un animal, como un
ratobn o un caballo [138]. Dicho anticuerpo es producido en un animal contra un determinado
antigeno, posteriormente se lleva a cabo la translocacion de las asas que poseen dicha
especificidad (CDR) a un anticuerpo humano, permitiendo asi una mejor aceptacion de este
anticuerpo hibrido por el sistema inmune del humano [138]. De esta manera se mantiene el
molde del anticuerpo y sélo se insertan las regiones variables, conformadas en su mayoria por

asas, que confieren la especificidad a determinadas moléculas [137].



Existen muchos ejemplos de éxito de la humanizacién de anticuerpos [139], pero en
muchos otros casos es necesario un paso de aleatorizacién de todo el anticuerpo hibrido para
generar la flexibilidad y el correcto acomodo de las nuevas asas dentro del nuevo molde [140].
Generalmente ésta aleatorizaciéon es producida mediante técnicas como PCR mutagénica y es

analizada por seleccion mediante despliegue en fagos [136].

Ademas de las inmunoglobulinas, se han estudiado otro tipo de plegamientos capaces
de tener una gran diversidad de unidn a moléculas especificas, tal es el caso de las lipocalinas
[141, 142], ankirinas [143], fibronectinas tipo Il [144] y “affibodies” [128, 145, 146] . En estas
nuevas proteinas el injerto de asas también ha resultado positivo en el desarrollo de unién a
determinados antigenos, tal es el caso de la proteina neocarzinostatina (NCS). En esta proteina
se insertaron las regiones CDR1 y CDR3 correspondientes a una inmunoglobulina (antilisozima)

y se logro el cambio de especificidad hacia la lisozima [147].

El intercambio de asas en la ciencia biomédica es una nueva estrategia para la
generacion de diversos sitios de unién a diferentes moléculas en distintas proteinas molde,
manteniendo la estructura [135]. Con ello se ve favorecida la posibilidad de generar bancos de

asas en distintos plegamientos para buscar nuevas funciones enziméaticas.

Recordemos que en el barril (B/o)s las asas p/a. son las responsables de la versatilidad
funcional del plegamiento, por lo cudl nuestro trabajo plantea la idea de utilizar el mismo
andamiaje estructural para modificar éstas asas y con ello abrir la posibilidad de catalizar
reacciones muy diversas sobre un mismo molde [94, 148]. Con esto surgen situaciones
interesantes: ¢ Qué pasaria si trasladamos toda la constelacién catalitica de una enzima con este
plegamiento a otra enzima con distinta actividad pero con el mismo plegamiento? ¢Si se realiza
una combinatoria de asas encontraremos distintos mecanismos de reaccién enzimatica?
¢Lograremos un cambio de actividad o un cambio de especificidad? ¢O simplemente esta

proteina mantendra su estructura al cambiarle asas?

Responder a estas preguntas resulta atractivo. Desarrollar nuevas actividades cataliticas
disefiadas en una enzima molde con el plegamiento de barril TIM, abre un paso para
revolucionar la industria quimica, alimentaria y farmaceutica, y aporta un gran conocimiento para
avanzar en el entendimiento sobre de la estructura y funcion de las proteinas y poder disefiar
con ello proteinas de novo.

El presente trabajo lleva a cabo un acercamiento semiracional, para modificar la cara

catalitica de nuestra enzima molde, la fosforribosil antranilato isomerasa de E. coli (llamada



también PRAI o TrpF) que ha sido modificada en nuestro laboratorio y que ahora posee un sitio
Cre-lox [102, 149, 150]. Se construyo un banco de distintas asas de diferentes enzimas sobre
esta enzima molde, y ademas los residuos de las hojas beta que preceden a estas asas fueron
mutados a saturacion con el objetivo de ayudar a que la nueva asa se acomode en la estructura
y también para cambiar la composicidon de aminoacidos en esta regién que sera la zona de union

a nuevos ligandos.

Se determinara el porcentaje de plegamiento en los bancos construidos mediante la
fusion al reportero de plegamiento de la proteina cloranfenicol acetil transferasa (CAT), y
posteriormente se analizaran las clonas sin fusion a CAT. Solamente seran intercambiadas a
PRAI wt Cre-lox las asas de las posiciones 2, 4 y 6, por ser éstas las mas relacionadas con la

catdlisis y la unién a sustrato de nuestras enzimas en estudio.

Las asas que seran transplantadas provienen de distintas proteinas que tienen el
plegamiento de barril (B/c)s y corresponden a las siguientes enzimas: dihidrodipicolinato sintasa,
aldolasa clase Il, mandelato racemasa, subunidad alfa de la triptéfano sintetasa, adenosin

deaminasa, tiamino fosfato sintasa, ureasa y porfobilinégeno sintasa.

2.3 Enzimas en estudio

Como se menciond en el parrafo anterior, para el presente estudio fueron seleccionadas
8 enzimas que poseen el plegamiento de barril TIM, de las cudles fueron tomadas las
respectivas asas que serdn insertadas en la enzima molde (PRAI wt Cre-lox). Los criterios

generales utilizados para la selecciéon de estas enzimas fueron:

(@) Para el caso en el que las proteinas estuvieran formadas por mas de una
subunidad proteica (dimero, trimero, etc), la actividad enzimatica no debia
depender de una interaccion por el lado del sitio activo y por lo tanto por las

asas cataliticas.

(b) Las proteinas seleccionadas no debian utilizar cofactores para llevar a cabo

su actividad enzimética.
(c) Dentro de las enzimas seleccionadas deben de estar representadas todas
las actividades cataliticas de los barriles TIM (oxidoreductasas, transferasas,

liasas, hidrolasas e isomerasas).

(d) Todas las enzimas deben de estar presentes en E. coli



Estos criterios fueron seleccionados de tal forma que la adquisicion de las nuevas
funciones enzimaticas por la enzima molde no dependiera de variables extras como el pegado
de algun cofactor o la necesidad de oligomerizar por el sitio activo. Por otro lado, nos interesa
que las enzimas seleccionadas presenten todas las actividades cataliticas de los barriles TIM
para ser buscadas en la enzima molde y ademas que E. coli posea estas enzimas para poder
estudiarlas en esta bacteria.

En la tabla 2 se muestran los datos de la estructura de cada enzima asi como el nimero
asignado por la comision de enzimas (EC).

Nombre de la enzima Cédigo de la estructura Numero de EC

3544
Adenosin deaminasa

2ada
42.1.24
Porfobilindgeno sintasa
116s
Dihidrodipicolinato sintasa 49152
1dhp
Tiamina fosfato sintasa
2.5.1.3

1xi3




Subunidad alfa de la Triptéfano

sintetasa

2513

1xca

Fructosa bifosfato aldolasa

4.1.2.13

1dos
Mandelato racemasa 5.1.2.2

Imdr
35.15

Ureasa
1fwe

Tabla 2. Nombre, estructura y EC de las enzimas utilizadas en el presente estudio.



3. HIPOTESIS

La insercion de asas de otros barriles (B/a)s en la enzima fosforribosil antranilato

isomerasa, ademas de las mutaciones en los Ultimos residuos de las hojas beta que preceden a

estas asas debe de generar un gran nimero de variantes estables que permitan la blsqueda de

nuevas actividades cataliticas.

3.1 OBJETIVO GENERAL

Disefiar y construir diferentes bancos de asas de la posicion 4 de diversos barriles TIM

en el molde de la enzima fosforribosil antranilato isomerasa (PRAI wt Cre-lox), para el analisis de

la estabilidad de su estructura.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

>

Andlisis de la estructura tridimensional de las 8 enzimas de interés: dihidrodipicolinato
sintasa, aldolasa clase Il, mandelato racemasa, subunidad alfa de la tript6fano sintetasa,
adenosin deaminasa, tiamino fosfato sintasa, ureasa y porfobilinogen sintasa; para la

ubicacidn estructural de las 8 asas cataliticas de la posicion 4 en estos barriles TIM.
Disefio y sintesis de los oligonucle6tidos para cada una de las 8 asas correspondientes a
la posicion 4 y sus adaptadores universales, asi como los sitios donde llevaran variacion
a saturacion.

Construccion de los 8 bancos con las nuevas asas en el molde de PRAI wt Cre-lox.

Secuenciar una muestra de los bancos construidos para evaluar el porcentaje de la

correcta construccién de las variantes con las diferentes asas insertadas.

Fusién de los bancos al reportero de plegamiento de CAT y andlisis de porcentaje de

plegamiento de cada uno de los bancos.

Secuenciacién de una muestra obtenida bajo presién de seleccion de plegamiento para

analisis de variabilidad en los sitios variables.

Andlisis de la expresion de proteinas fusionadas mediante “western blot” utilizando

antcuerpos contra CAT.

Sobreexpresién de manera soluble de diferentes variantes con las nuevas asas sin
fusion a CAT.



» Purificacién de diferentes variantes para llevar a cabo un andlisis estructural mediante

dicroismo circular.



4. METODOLOGIA

La estrategia experimental la podemos dividir en cuatro partes. La primera comprende el
disefio y construccién de cada asa de las diferentes enzimas en estudio en la posicion del asa 4
de la secuencia del gen de PRAI, asi como el analisis de dichas construcciones mediante
secuenciacion. Este primer punto permitié construir los 8 bancos del gen de PRAI. En la segunda
parte procedimos a fusionar cada uno de estos bancos al gen de CAT (reportero de plegamiento)
y con ello pudimos determinar si nuestros bancos tenian variantes plegadas. Ademas de los
ocho bancos construidos en este trabajo, también fusionamos otros tres diferentes bancos con
diferentes asas en la posicién 2 y dos bancos con diferentes asas correspondientes a la posicion
6, que habian sido construidas previamente en el laboratorio. También en esta seccién se
disefiaron y construyeron los controles para el sistema de seleccion de plegamiento, de tal
manera que se fusionaron diferentes proteinas reportadas anteriormente como proteinas no
plegadas. En la tercer parte, determinamos el porcentaje de variantes plegadas de cada banco y
analizamos las secuencias de diferentes variantes crecidas en presencia de cloranfenicol
(presion de seleccion de plegamiento). Posteriormente llevamos a cabo un andlisis de “western
blot” para demostrar la existencia de nuestras variantes fusionadas con CAT en la fraccion
soluble de los cultivos celulares. En la udltima seccion de la metodologia se realizé la
sobreexpresion en la fraccion soluble de diferentes variantes sin fusién a CAT. Ademas, se
purificaron 4 variantes y fueron sometidas a un andlisis de dicroismo circular para determinar si
aln mantenian estructura secundaria. La sintesis de oligonucleétidos asi como las secuencias
de DNA fueron realizadas por las Unidades de Sintesis y de Secuenciacion, respectivamente del
Instituto de Biotecnologia de la UNAM.

4.1 Disefio de oligonucledtidos para la insercion de asas

Para cada asa se sintetizaron dos oligonucleétidos, uno correspondiente a la cadena de
ADN codificante y el otro a la cadena no codificante. Cada oligo codificante fue disefiado para
gue en su extremo 3" poseyera una citosina que quedaria desapareada; mientras que el oligo no
codificante fue disefiado para tener en su extremo 3" una adenina que también quedaria
desapareada. Con ello, al hibridar los dos oligos de cada asa obtenemos un casette de DNA con
una adenina colgando en un extremo y una citosina colgando en el otro extremo (Figura 5).
Usando esta estrategia fueron sintetizados los 16 oligos correspondientes a las 8 asas de las
proteinas en estudio.



C Asa 4 de
- - dihidrodipicolinato
A sintasa
C
- = Asa 4 de aldclasa
A
C Asa 4 de ureasa
A

Figura 5. Disefio de oligonucle6tidos que codifican para cada una de las asas.

El siguiente paso fue disefiar los conectores que uniran cada asa con el gen de PRAI. El
primer conector se denomind amino y corresponde a la region de la beta 4 de PRAI, el segundo
conector se denomind carboxilo y corresponde a la region de la hélice 4 de la enzima. Para el
conector amino se disefiaron dos oligos, uno codificante (posee en su extremo 3" una timina) y
otro no codificante. Los dos oligos llevan dos sitios de mutagénesis, estos sitios corresponden a
las posiciones Q79 y H81. La posicion Q79 se disefié con la combinacion de nucleétidos NNS,
mientras que la posicion H81 con la combinacién NNT. En estas posiciones de mutagénesis la
letra N significa que puede estar presente cualquiera de las 4 bases posibles, es decir, A
(adenina), T (timina), C (citosina), G (guanina); y la letra S representa a citosina y a guanina.
Estos dos aminoacidos posicionados en la beta 4 apuntan hacia el sitio activo por lo tanto estan
en la region que deseamos variar. Para el conector carboxilo se sintetizaron otros dos oligos, uno
correspondiente a la hebra codificante y el otro a la no codificante (el cudl tiene disefiado en el

extremo 3" una guanina). (Ver figura 6).

Diferentes asas

Conector amino C Conector carboxilo
|

NNS NNT

Figura 6. Disefio de oligos correspondientes a los conectores, para insertar las diferentes asas 4 al molde de
PRAI.

Las secuencias y el nombre de los oligonucleotidos utilizados para la construccion de los

bancos se encuentran en el anexo 1.



4.2 Insercién de asas en la secuencia del gen de PRAI

Todos los oligos anteriormente mencionados fueron purificados por electroforesis en gel
de poliacrilamida (ver protocolo 1 anexo 2) y posteriormente fosforilados selectivamente (ver
protocolo 3). De cada asa se fosforilaron los dos oligos, mientras que del conector amino el
codificante y del conector carboxilo el no codificante. La fosforilacion fue realizada para agregar
un fosfato al extremo 5 de cada oligo (el cual es necesario en el proceso de ligacion).
Posteriormente estos oligos fueron hibridados (ver protocolo 4), es decir, de cada asa se hibrido
el oligo correspondiente a la hebra codificante con el oligo de la hebra no codificante. De esta
menera obtuvimos DNA de doble cadena para cada una de las asas y los dos conectores. El
siguiente paso fue unir cada asa con los conectores y para ello por cada asa se hicieron dos
reacciones de ligacién aprovechando el disefio de las bases salientes de los oligos (ver protocolo
5), de tal manera que por un lado ligamos cada asa con el conector amino (hibridando la timina
del conector amino con la adenina del asa) y por otro lado la misma asa con el conector
carboxilo (hibridando la citosina del asa con la guanina del conector amino) tal como se observa

en la figura 7.

Megaprimer amino

1

Conector amino

Asa 4 de ureasa

Asa 4 de ureasa Megaprimer carboxilo

Conector carboxilo

7 —

Figura 7. Proceso de ligacidn de cada asa con su conector para obtener los “megaprimers”.

Los productos de estas dos ligaciones fueron purificados independientemente por
electroforesis en gel de poliacrilamida (ver protocolo 5), y posteriormente utilizados como

“megaprimers”, para insertar cada asa en el gen de PRAI por medio de PCR.

Se hicieron dos reacciones de PCR, una para armar el fragmento del gene
correspondiente al extremo amino de PRAI y la otra para armar el fragmento del gene
correspondiente a la mitad carboxilo de PRAI (ver protocolo 6). En ambas reacciones se utilizo
como templado el plasmido pDAN5-PRAI (que tiene clonado el gen de PRAI). Para la primer
PCR usamos el oligo Hind3-Bivi y el megaprimer del conector amino; el oligo Hind3-Bivi esta
disefiado para agregar en el inicio de la secuencia un sitio de restricciéon Hindlll, un Shine-

Delgarno (sitio de union al ribosoma) y un codén de inicio del gen de PRAI. En la segunda PCR



usamos el oligo Nhel-Bivi y el megaprimer del conector carboxilo; el oligo Nhel-Bivi hibrida en el

codén de paro de PRAI e introduce un sitio de restriccion Nhel. rio abajo del gene. Ver Figura 8.

Oligo Hindlll
— ADN Templado
o
Megaprimer amino
A
Producto de PCR
[ |
Mitad amino del gen con
la nueva asa insertada
ADN Templado Megaprimer carboxilo
[ ]
Oligo Nhel
B

Producto de PCR

Mitad carboxilo del gen con la
nueva asa insertada

Figura 8. (A) Reaccién de PCR para amplificar la mitad amino de cada gen con distinta asa. (B) Reaccién
de PCR para amplificar la mitad carboxilo de cada gen con distinta asa.

Los productos de las reacciones anteriores corresponden a cada una de las dos mitades
del gen de PRAI, pero ahora tienen en la posicion del asa 4, la secuencia de la nueva asa
(determinada por el megaprimer utilizado). Cada uno de los productos de PCR de las 8 asas fue
purificado por electroforesis en gel de agarosa al 1% utilizando el “kit” de Roche (“High pure PCR

product purification Kit").

Después de haber amplificado por PCR las 2 mitades del gen de PRAI con la nueva asa,
procedimos a armarlo por extensién del “megaprimer” mediante otra PCR (ver protocolo 7). Para
esta reaccion se utiliz6 como templado las mitades amplificadas anteriormente, aprovechando la
estrategia de que las dos mitades hibridan en la region del asa insertada. Ademas se usaron los

oligos Hind3-Bivi y Nhel-Bivi para amplificar el producto asi obtenido. Ver figura 9.



Mitad amino Nhel

[ | Mitad carboxilo R
e - ||
Hindlll
Asa
Ureasa

Figura 9. Reaccion de PCR para la construccion de todo el gen de PRAI con la nueva asa insertada, a partir
de las mitades amino y carboxilo.

De esta manera se construyeron los ocho genes (bancos) que corresponden a cada asa
de las proteinas en estudio. Posteriormente el producto de PCR de cada uno de los 8 bancos fue
purificado por medio de electroforesis en gel de agarosa al 1% utilizando el “kit” de Roche,
digerido con las enzimas de restriccién Hindlll y Nhel (ver protocolo 8) y ligado al vector pDAN5-
PRAI (ver protocolo 10), el cual estaba previamente digerido con las mismas enzimas de
restriccién y purificado por medio de electroforesis en gel de agarosa al 1% utilizando el “kit” de
Roche (ver protocolo 9). Los productos de estas ligaciones se precipitaron con butanol (ver
protocolo 2) y se utilizaron para transformar células electrocompetentes XL1-Blue (ver protocolo
11), las cuéles después de una hora de recuperacion a 37°C se platearon e incubaron por 12
horas a 37° C en cajas de LB (ver medios) con ampicilina (Amp) ya que el vector pDAN5-PRAI
porta el gen de resistencia a ampicilina. De cada transformacion se cuantific6 el tamafio de la
ligacion mediante el conteo de colonias crecidas en las anteriores cajas. El resto del volumen de
cada transformacion se llevo a 5 ml de LB (Amp) liquido y se dejo crecer a 37° C por 12 horas.
Posteriormente se extrajo el plasmido utilizando el “kit” de Roche para aislamiento de plasmidos
(“High Pure Plasmid Isolation Kit"). De esta manera cada plasmido constituye el banco de genes

de cada asa.

4.3 Secuenciacion de los bancos

De cada ligacién se picaron aproximadamente 20 colonias y se crecieron en 5 ml. de LB
(Amp) liquido por 12 horas a 37 °C. Posteriormente se purificé el plasmido utilizando el “kit” de
Roche para aislamiento de plasmidos (“High Pure Plasmid Isolation Kit"). Todos los plasmidos
purificados se mandaron a secuenciar para analizar la variabilidad presente en las posiciones
que estamos mutando a saturacion (Q79 y H81) y ademas se evalu6é la calidad de la
construccion de los bancos, es decir, si existe redundancia hacia un codén o aminoacido en
particular, si existen clonas que posean la secuencia silvestre de PRAI o la presencia de

secuencias mal construidas, producto del proceso de armado y ligacién del gen.



4.4 Fusion de los bancos al gen del reportero de plegamiento (CAT)

Para fusionar los bancos a CAT modificamos el vector pDAN5-PRAI. En primer término
eliminamos de este vector un sitio de restriccion BamHI, el cual interferia porque CAT fusionada
a PRAI esta clonada con este sitio de restriccion. Esta delecién del sitio de restriccion fue hecha
con el protocolo de sintesis del plasmido completo (ver protocolo 12) usando los oligos
pdanCodBAM- y pdanNoCodBam-. En este nuevo vector subclonamos la fusion de PRAI con
CAT usando los sitios de restriccion Hindlll al inicio del gen de PRAI y Nhel al final del gen de
CAT (ver figura 10). Para ello se realizo una reaccion de PCR sobre el vector PT4 (el cual posee
la fusién del gen de PRAI silvestre con el de CAT y que fue construido en el laboratorio del Dr.
Lorenzo Segovia en el IBT-UNAM) con el oligo Hind3-Bivi (hibrida al inicio del gen de PRAI y
posee el sitio de restriccion Hindlll) y el oligo Nhel-rev-CAT (hibrida en el final del gen de CAT y
posee el sitio de restriccibn Nhel). El producto de esta PCR fue purificado por medio de
electroforesis en gel de agarosa al 1% y digerido con las enzimas de restriccion Hindlll y Nhel, y
ligado al vector anteriormente construido, el cual estaba previamente digerido con las mismas
enzimas de restriccion y purificado por medio de electroforesis en gel de agarosa al 1%
utilizando el “kit” de Roche. El producto de esta ligacién fue precipitado con butanol y se utilizd
para transformar células electrocompetentes XL1-Blue, las cuales después de una hora de
recuperacion a 37°C se platearon e incubaron por 12 horas a 37° C en cajas de LB (ver medios)
con ampicilina (Amp). Posteriormente se picaron 3 colonias y se inocularon cultivos de 5ml de LB
(Amp) liquido que se dejaron crecer en agitaciéon 12 horas a 37°C. De estos cultivos se purificé el
plasmido con el “kit” de Roche y se analizé en este nuevo vector la existencia de la fusion PRAI-
CAT, mediante digestion con las enzimas de restriccion Hindlll, Nhel y BamHI y posteriormente
se mandd secuenciar para analizar la posible existencia de mutaciones no deseadas dentro de
los genes clonados.

Este nuevo vector (denominado pDAN5-PRAI-CAT) quedo disefiado para que al digerirlo
con las enzimas Hindlll y BamHI se libere el gen de PRAI y quede CAT disponible para

fusionarse con el gen que sea clonado con estos sitios de restriccion. Ver Figura 10.

MET BamHI stop
l linker i
Vector pDan5 v
# PRAI M CAT ;
Hindlll Nhel

Figura 10. Disefio de la fusion del gen de PRAI con el gen de CAT en el vector pPDAN5-PRAI-CAT



De esta manera todos los bancos fueron subclonados a este vector denominado pDAN5-
PRAI-CAT. Para subclonarlas se realizé una PCR sobre cada uno de los bancos (ver protocolo
13), utilizando los oligos Hind3-Bivi y BamHI sinSTOP. El oligo BamHI sinSTOP posee un sitio de
restriccion BamHlI, e hibrida sobre el final del gen de PRAI pero elimina el codon de paro
existente en este gen dejando de esta manera a PRAI y a CAT como un solo gen y por lo tanto
un solo polipéptido. Cada producto de PCR fue purificado por medio de electroforesis en gel de
agarosa al 1% utilizando el “kit” purificacién de Roche (“High pure PCR product purification Kit") y
digerido con las enzimas Hindlll y BamHI (ver protocolo 8). Por otro lado el vector pDAN5-PRAI-
CAT fue digerido con las enzimas de restriccion Hindlll y BamHI y purificado por medio de
electroforesis en gel de agarosa al 1% utilizando el “kit” purificacién de Roche (ver protocolo 8).
Cada producto de PCR digerido fue puesto en una ligacién con el vector pDAN5-PRAI-CAT
previamente digerido y purificado. El producto de la ligacion se precipité con butanol y se utilizo
para transformar células electrocompetentes XL1-Blue, las cudles después de una hora de
recuperacion a 37°C se platearon e incubaron por 12 horas a 37° C en cajas de LB con
ampicilina (ver medios). Se verificé el tamafio de los bancos por conteo de colonias y se aseguré

fueran mayor a 2000 variantes para tener representadas todas las variantes de cada banco.

4.5 Construccion de controles para el sistema de seleccion de plegamiento

Como se menciond en la introduccién, si CAT se pliega tendra funcién y por lo tanto la
célula va a presentar resistencia en presencia de cloranfenicol, de esta manera si la proteina que
esta fusionada a CAT no se pliega, CAT tampoco lo hara y por lo tanto no habra resistencia a
cloranfenicol y la colonia no crecera. Para la construcciébn de los controles negativos
seleccionamos dos proteinas que normalmente no se pliegan. La primera proteina fue un
anticuerpo construido por el Dr. Joel Osuna Quintero (IBT-UNAM), y caracterizado como una
proteina insoluble. Para clonar este anticuerpo al vector de fusion a CAT (pDAN5-PRAI-CAT)
procedimos a hacer una reaccion de PCR usando como templado el plasmido que tiene el
anticuerpo (pT4-Vh-papa) con el oligo HIND3-VH-pDAN y el oligo BamHI-SS-VH-pda (ver
protocolo 13). El oligo HIND3-VH-pDAN esta disefiado para agregar en el inicio de la secuencia
un sitio de restriccion Hindlll, un Shine-Dalgarno (sitio de unién al ribosoma) y un codén de inicio
del gen del anticuerpo, mientras que el oligo BamHI-SS-VH-pda hibrida sobre el final del gen del
anticuerpo pero elimina el codén de paro existente en este gen permitiendo de esta manera que
el anticuerpo quede fusionado a CAT como un solo gen. El producto obtenido de esta PCR fue
purificado por electroforesis en gel de agarosa al 1% utilizando el “kit” de Roche y posteriormente

digerido con las enzimas de restricciéon Hindlll y BamHI.

Nuestro segundo control negativo fue una permutacion circular de PRAI previamente

reportada como insoluble [151]. Los oligos fueron disefiados acorde al articulo publicado. La



variante seleccionada se denomina B4/3. Esta es una permutacion en donde la beta 4 de PRAI
gueda ahora como el extremo amino y la hélice alfa 3 como el extremo carboxilo de la
permutacién. Para la amplificacion del nuevo segmento amino terminal del gen se utilizaron en
una PCR los oligos HIinD3 permutaci y el oligo p-Linker-B PRAI. Por el otro lado el nuevo
extremo carboxilo fue amplificado en otra PCR con los oligos Bamhl Permutaci y p-Linker-A
PRAI, ambas amplificaciones se hicieron sobre el Vector (pUC18 PRAI WT) (ver protocolo 13).
Ambos productos de PCR fueron purificados por medio de electroforesis en gel de agarosa al
1%. Los dos productos de las anteriores reacciones de PCR fueron usados como templado para
la siguiente PCR, en presencia de los oligos HinD3 permutaci y Bamhl Permutaci (ver protocolo
14). Este producto de PCR fue purificado por medio de electroforesis en gel de agarosa al 1% y

posteriormente digerido con las enzimas de restriccion Hindlll y BamHI.

Un tercer control negativo fue la fusién de PRAI con CAT pero con dos codones de paro
al término del gen de PRAI, de tal manera que CAT no pueda transcribirse y por lo tanto no debe
presentar resistencia en presencia de cloranfenicol. Para la construccién de esta variante,
llevamos a cabo una PCR sobre el templado que tiene la fusion de PRAI y CAT (plasmido
pDAN5-PRAI-CAT) con los oligos Hind3-Bivi y BamH1 PRAI (ver protocolo 13). El oligo BamH1
PRAI fue disefiado de tal manera que insertara dos codones de paro al final de PRAI y ademas
tuviera el sitio de restriccion BamH1. Este producto de PCR fue purificado por medio de
electroforesis en gel de agarosa al 1% y posteriormente digerido con las enzimas de restriccion
Hindlll y BamHI.

Cada uno de los tres productos de PCR anteriormente construidos fue ligado con
nuestro vector pDAN5-PRAI-CAT previamente digerido con las enzimas de restriccion Hindlll y
BamH1 y purificado por electroforesis en gel de agarosa al 1%. El producto de cada ligacion fue
precipitado con butanol y transformado en células electrocompetentes XL1-Blue, las cuéles
después de una hora de recuperacion a 37°C se platearon e incubaron por 12 horas a 37° C en
cajas de LB (ver medios) con ampicilina. Posteriormente se aisl6 plasmido con el “kit” de Roche
de 3 colonias de cada ligacién y fue digerido para corroborar la presencia del gen clonado en
dichos plasmidos. Se seleccion6 un plasmido de cada ligacién que tuviera insertado el gen

clonado y se mando secuenciar para corroborar la correcta secuencia de las variantes clonadas.

4.6 Analisis del porcentaje de plegamiento de los bancos

Los plasmidos de cada banco fusionado a CAT se transformaron en células
electrocompetentes MC1061AthiE. Después de una hora de recuperacion a 37 ° C se les midid
la ODggo, para calcular el nimero de células y normalizar el cultivo de tal manera que en un

mililitro de cultivo, el nimero de células fuera igual a 1 x 10°. De alli se hicieron diluciones hasta



obtener 300 células en un volumen de 60 ul. De este volumen se utilizaron 20 ul y fueron
depositados en forma de gota en una caja de LB solido con ampicilina y otra gota de 20 ul en
una caja de LB solido con ampicilina y cloranfenicol, estas cajas fueron incubadas a 30° C por 18
horas. Se hicieron 3 transformaciones independientes de cada banco y fueron goteadas de la
forma explicada anteriormente. Posteriormente se analiz6 el nimero de colonias crecidas en
presencia y ausencia de cloranfenicol determinando de esta manera el porcentaje de
plegamiento. Es decir, se contaron el nimero de colonias crecidas en la gota depositada en
ausencia de cloranfenicol y se compararon con el nimero de colonias en la gota crecida en
presencia de cloranfenicol. Por ejemplo, supongamos que para la gota de un banco, contamos
100 colonias en ausencia de cloranfenicol y 80 colonias en presencia de cloranfenicol, esto
significa que el 80% de las proteinas de ese banco esta plegado. Ademas este porcentaje se
normalizé por el nimero de secuencias silvestres encontradas bajo presion de seleccién de

plegamiento (crecidas en presencia de cloranfenicol).

4.7 Secuenciacién bajo presiéon de seleccion

Cada banco fue transformado en células electrocompetentes MC1061AthiE, las cudles
después de una hora de recuperacion a 37°C se platearon e incubaron por 12 horas a 37° C en
cajas de LB con ampicilina y cloranfenicol. De cada banco se picaron alrededor de 20 colonias y
se inoculé un cultivo de 5 ml de LB liquido (Amp/Cm-20 (g/ml) por cada colonia, se dejaron
crecer en agitaciéon por 12 horas a 37 °C. Posteriormente se aisld plasmido con el “kit” de Roche
y se mandaron secuenciar para analizar que aminoacidos se estaban seleccionando en las
posiciones variables (Q79 y H81) bajo presién de selecciéon de plegamiento. Con ello se comparo
la frecuencia de aparicion de residuos en presencia de presion de seleccion con respecto a las
secuencias obtenidas en ausencia de dicha seleccion.

4.8 Analisis de “Western blot”

El siguiente paso de nuestra estrategia experimental fue analizar si la actividad
(resistencia a cloranfenicol) presentada por nuestras variantes se debia a la presencia de la
fusion de nuestras proteinas con CAT o si esta actividad era producto de la producciéon de CAT
sin estar fusionada a nuestras proteinas. Para ello procedimos a realizar un analisis de “western
blot” utilizando un anticuerpo contra la enzima cloranfenicol acetil transferasa (CAT). Se llevd a
cabo el andlisis para tres bancos, uno del asa 2, otro del asa 4 y finalmente otro del asa 6, de las

cuales se analizo la presencia de las fusiones en la fraccién soluble.

Se transform6 independientemente el plasmido de cada uno de los 3 bancos descritos
anteriormente en la cepa MC1061AthiE. Después de una hora de recuperacion a 37°C fueron

plateadas en cajas de LB sdlido con ampicilina y se incubaron por 12 horas a 37 ° C. De cada



banco se picaron 10 colonias y con cada colonia se inocul6 un cultivo de 5 ml de LB (Amp)
liquido y se dejd crecer en agitacion por 12 horas a 37 ° C. Posteriormente se extrajo el plasmido
de la manera descrita anteriormente y se mandé secuenciar. También de cada colonia se inoculd
otro cultivo de 5ml de medio super rico (Amp) liquido para el analisis por “western blot”. Estos
cultivos se incubaron por 15 horas a 18°C y posteriormente fueron colectados por centrifugacion
y resuspendidos en “buffer” de lisis para ser sonicados (ver protocolo 15). Del cultivo sonicado se
separo6 la fraccién soluble de la insoluble por centrifugacion y se corrié un gel de poliacrilamida al
13% para separar las proteinas presentes en la fraccion soluble. Posteriormente se transfirieron
las proteinas de este gel a una membrana de nitrocelulosa y se llevé a cabo el proceso para
detectar la presencia de CAT a través del anticuerpo que reconoce a CAT (ver protocolo 16). De
cada banco se determiné el porcentaje de plegamiento reportado por la presencia de fusién en el

“western blot”.

4.9 Sobreexpresién en la fraccion soluble de las variantes sin fusiéon a CAT

El siguiente paso fue demostrar que las proteinas reportadas como plegadas por la
fusiébn a CAT seguian siendo solubles al quitarles CAT. Para ello seleccionamos 5 proteinas
diferentes (de 5 bancos diferentes de asas) que mostraron resistencia en presencia de
cloranfenicol. Cada uno de los 5 genes fueron subclonados del vector donde estaban en fusion
con CAT (Pdan5-PRAI-CAT) al vector de expresion Pet28b+ (Invitrogen).

En cada una de las reacciones de PCR se utiliz6 como templado el respectivo plasmido
con fusién a CAT y se utilizaron los oligos Pet28Ncol y Pet28HINDIII (ver protocolo 13). El oligo
Pet28Ncol hibrida en la region del codon de inicio de PRAI e incluye un sitio de restriccion Ncol,
mientras que el oligo Pet28HINDIII hibrida en la regién terminal del gen de PRAI, inserta una cola
de 6 histidinas (“His-Tag"), dos codones de paro y un sitio de restriccion Hindlll. Cada producto
de PCR fue purificado mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% con la utilizacién del “kit”
de Roche. Posteriormente cada producto fue digerido con las enzimas de restriccion Hindlll y
Ncol y ligado al vector Pet28b+ previamente digerido con las mismas enzimas y purificado por
electroforesis en gel de agarosa al 1% con la utilizacion del “kit” de Roche. El producto de cada
ligacion fue precipitado con butanol y transformado en células electrocompetentes XL1-Blue, las
cuales después de una hora de recuperacién a 37°C se platearon e incubaron por 12 horas a 37°
C en cajas de LB con kanamicina (Km). Posteriormente se picaron dos colonias de cada banco y
fueron inoculadas en cultivos de 5ml de LB (Km) liquido por 12 horas a 37°C. A estos cultivos se
les extrajo el plasmido y se mandaron secuenciar para asegurar que cada uno de los 5 genes de
las variantes de PRAI estaba en correcto marco de lectura y no poseian mutaciones extras.
Cada uno de los plasmidos (Pet28 con las mutantes de asa) fue transformado en células calcio

competentes de la cepa de expresion Rosetta 2 y después de una hora de recuperacion a 37°C



fueron plateados en cajas de LB sdélido suplementadas con kanamicina y cloranfenicol.
Posteriormente se llevd a cabo la sobreespresion de cada una de las variantes siguiendo el
protocolo 17. La fraccién soluble de cada variante fue utilizada para ser purificada mediante
afinidad a niquel usando la estrategia descrita en el protocolo 18. Se analiz6 en que
concentracion de imidazol encontramos de manera mas pura a nuestras proteinas mediante un

gel de poliacrilamida al 13% (SDS-Page).

4.9.1Purificaciéon de proteinas

Fueron sobreexpresadas 4 proteinas para su posterior purificaciéon (una variante del asa
2, una variante del asa 4 y una variante del asa 6, ademas de la enzima PRAI Cre-lox WT) (ver
protocolo 19 y 20). La fraccion soluble de cada proteina fue purificada inicialmente por columna
de niquel usando el equipo de FPLC. La fraccion eluida en donde se encontré nuestra proteina

fue posteriormente inyectada a una columna de permeacion en gel sephacryl S200.

4.9.2 Dicroismo circular

Para llevar a cabo el andlisis de dicroismo circular (CD) de nuestras mutantes fue necesario
dializar cada una de nuestras proteinas por medio de membrana de dialisis contra un “buffer”
10mM de fosfatos con 1 Mm de EDTA y 1 mM de B-mercaptoetanol. Finalmente cada proteina
fue ajustada a una concentracion final de 0.41 ug/ul en un volumen de 500 ul. Este volumen fue
depositado en la celda del equipo de dicroismo circular y fueron tomados los respectivos

espectros.



5. RESULTADOS

5.1 Insercidén de las asas en la secuencia del gen de PRAI
Todos los bancos fueron construidos usando el procedimiento descrito en la seccion de
metodologia. En la figura 11 se muestra el resultado de las hibridaciones de algunos pares de

oligos y las ligaciones de un asa con sus respectivos conectores.

200
nucleétidos

Figura 11. Electroforesis en gel de acrilamida de las hibridaciones y ligaciones de oligos. 1-Marcador de
peso molecular (200 nucleétidos), 2-Producto de la ligacidn del conector amino con el asa de la ureasa (102
nucledtidos), 3-Hibridacion del conector amino (66 nucleétidos), 4-Hibridacion del asa de la ureasa (36
nucledtidos), 5-Producto de la ligacion del conector carboxilo con el asa de la ureasa (97 nucleétidos), 6-
Hibridacion del conector carboxilo (61 nucleétidos)

Como se observa en la figura 11, la eficiencia de la ligaciéon no es del 100%, esto debido
a gque aun existe hibridacion de los conectores y del asa que no pudo ligarse. Aln asi, la
eficiencia de esta ligacion fue suficiente para obtener cada uno de los “primers”, que sirvieron
para la amplificacion por PCR de la mitad amino y de la mitad carboxilo del gen de PRAI con

cada una de las 8 diferentes asas.

En la figura 12 observamos los productos de la reaccion de amplificacion por PCR
correspondientes a cada una de las mitades del gen para el banco de la ureasa. De manera

similar se obtuvieron los productos de PCR con los “primers” de las demas asas.
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Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa de los fragmentos amino y carboxilo del gen de PRAI con la
insercion del asa de la ureasa. 1- Marcador de peso molecular, 2- Mitad amino con la insercion del asa de la
ureasa (280 pb.), 3- Mitad carboxilo con la insercion del asa de la ureasa (430 pb.).

Posteriormente se armé cada uno de los bancos en una tercera reaccion de PCR, donde

a partir de las dos mitades de cada asa se amplificO completamente cada banco. Ver figura 13.
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Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa de la amplificacion por PCR para armar los diferentes bancos a
partir de sus correspondientes mitades. 1- Marcador de peso molecular, 2- Banco con el asa de la ureasa, 2-
Banco con el asa de la aminolevulinico sintasa, 3- Banco de la subunidad alfa de la triptéfano sintasa.

De la manera anteriormente detallada se obtuvieron todos los bancos y los resultados de
la eficiencia de construcciéon se muestran en la tabla 3. La eficiencia se determiné por el nimero
de clonas correctamente construidas (en correcto marco de lectura y que no sean silvestres)
entre el nimero de clonas secuenciadas de cada banco. Los bancos del asa 4 deben tener un
tamafio mayor a 512 variantes, que constituyen el nUmero de combinaciones posibles para los
dos sitios que estamos mutando. Es decir, 32 combinaciones para el sitio NNS (Q79) (N= 4
nucleétidos y S= 2 nucledtidos) y 16 combinaciones para el sitio NNT (H81), las cuales al ser
combinadas tienen un tamafio de 512 variantes. Las eficiencias de construccion van desde el
87% hasta el 100% (Ver tabla 3). Esto significa que en el peor de los casos, de 10 clonas
secuenciadas por lo menos 8.7 estan bien construidas o no son silvestres. Ademas el tamafio de
los bancos construidos sobrepasd por mucho a las 512 variantes esperadas, permitiéndonos

tener bien representada a cada banco.



Libreria Tamaiio de la Eficiencia de construccion

libreria
Ureasa 24,200 95.8
Porforribinogen sintasa 25,400 95.8
Mandelato racemasa 350,000 87.5
Aldolasa 210,000 95.8
Adenosin deaminasa 382,000 100
Dihidrodipicolinato sintasa 98,000 100
Tiamino sintasa 312,000 100
Sub. A de tript6fano sintasa 450,000 100

Tabla 3. Tamafio de los bancos construidos del asa 4

En la figura 14 podemos observar la estructura tridimensional de PRAI, con los sitios que
fueron mutados tanto del asa 4, como del asa 2 y del asa 6. Los sitios modificados a saturacion
nos muestran que ademas de cambiar las asas de PRAI por otras, estamos cambiando la

estructura del sitio activo, lo cual era una pieza fundamental para el desarrollo de este proyecto.

Figura 14. Estructura tridimensional de PRAI sefialando los sitios mutados para las asas 2, 4 y 6. Del asa 2
(129) del asa 4 (Q79 y H81) y del asa 6 (V124 y D126).

Las diferentes asas insertadas en el molde de PRAI constituyen secuencias muy
variables en tamafio y composicion fisicoquimica (tabla 4). Esto nos muestra la gran diversidad

de asas insertadas y por lo tanto las diferentes proteinas quiméricas obtenidas.



Enzima y actividad enzimatica Secuencia del asa insertada Longitud en

aminoacidos

Asa fra 2

Mandelato racemasa (isomerasa) GYPAL 5
Aldolasa clase IT (liasa) SNGGASFIAGKGVKSDVPQ 19
Ureasa (hidrolasa) GGTGPAAGTHATTCIPG 17
Fosforribosil antranilato isomerasa PRAI (isomerasa) VATSPRCVN 9
Asa fre 4

Dihidrodipicolinato sintasa (liasa) PYYNRPS 7
Tiamina fosfato sintasa (transferasa) LGQEDLH 7
Mandelato racemasa (isomerasa) EPTLEHD 7
Aldolasa clase IT (liasa) DLSEES 6
Subunidad alfa de Triptofano sintasa (liasa) DVPVQQS 7
Ureasa (hidrolasa) EDWGAT 6
Adenosin deaminasa (hidrolasa) GDELGFPGSLF 11
Porfobilinogen sintasa (liase) AAMDG 5
Fosforribosil antranilato isomerasa PRAI (isomerasa) GNEE 4
Asa fra 6

Dihidrodipicolinato sintasa (liasa) TGNL 4
Porfobilinogen sintasa (liasa) PAGAY 5
Fosforribosil antranilato isomerasa PRAI (isomerasa) NGQGGSGQRFD 11

Tabla 4. Datos de las asas insertadas en PRAI Cre-lox WT.

5.2 Secuencias de los bancos sin seleccion

Los resultados de la secuenciacion de cada banco se muestran en la tabla 5. Esta tabla
muestra los aminoacidos codificados en los 8 bancos del asa 4, para el sitio NNS (Q79) y para el
sitio NNT (H81).



NUmero Ureasa Porfobilinoge ~ Adenosin Tiamina Mandelato  Dihidrodipicolinato  Subunidad Aldolasa

dela n sintasa deaminasa fosfato racemasa sintasa alfa de clase I
clona sintasa triptéfano
sintasa

Q79 H8lL Q79 H8l Q79 H8L Q79 H8L Q79 Hs8l Q79 H8L Q79 H81 Q79 Hsl

1 L T S R R G D P D N \Y Y T P R P
2 L S S C Cc | D Cc D D K T G | R D
3 L P \Y% Y R A | P P P E R Stop Y L \Y
4 | S \Y \Y G Y | \Y P C P S K T C N
5 | T \Y A \% A P P | P S L | S \ D
6 R P Cc P H \Y% P \% | \Y G \Y \Y P \Y F
7 R S C H w G P C | N R \Y S \Y S Y
8 R L T \% M R H F | | D A K P S |
9 R T T I Y G H S | L \Y S Y S H P
10 P H T D F R M N E H F S A \% T N
11 G N L N F Y M Cc H N T C \Y% S T |
12 F P L R | H R C H F Y T | F T F
13 \% F L S L G R H M C L C D D P S
14 \Y R | | K Cc L F Q F W S H D N S
15 Y | | S L N L A Q A P \Y H S N F
16 Y R H N A D \Y% R K P P Cc F S | N
17 A Q H R H P G D K H K N w | | A
18 A | P \% S | G R G H G | R D | L
19 S A P Y A P \% R K A
20 S \Y K F S N S N Y A
21 S S R H S P W D G T
22 K R Y | S I G \Y
23 K P Y \% S S G L
24 w N

Tabla 5. Secuencias obtenidas sin presion de seleccion para los residuos Q79 y H81 de los diferentes
bancos del asa 4.

Ademas se muestran los resultados de las secuencias para los bancos del asa 2 (tabla
6) y del asa 6 (tabla 7), previamente construidas por otros miembros de nuestro grupo de

investigacion.

Nimero Ureasa Mandelato Aldolasa
de la racemasa  clase Il
clona 129 129

N}
©
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Tabla 6. Secuencias obtenidas sin presion de seleccién para el residuo 129 de los diferentes bancos del asa
2.



NUmero Phorfobilinogen Dyhidrodipicolinato
de la sintasa sintasa
clona V124 D126 V124 D126

1 v Y T S
2 N L M S
3 p L | c
4 A Y v C
5 p H T G
6 R c Q [
7 v D R [
8 R A L c
9 p T | R
10 T F S T
11 Y c L L
12 D S P v
13 A D v L
14 N P S S
15 w G S L
16 G G G T
17 S A A S
18 N T E F
19 E V;
20 L R
21 T H
22 N T
23 S F

Tabla 7. Secuencias obtenidas sin presion de seleccidn para los residuos V124 y D126 de los diferentes
bancos del asa 6.

Los resultados de las secuencias muestran la existencia de variabilidad en los sitios
mutados, ademas dicha variabilidad esta en acuerdo con la disefiada te6ricamente para la
combinacion de bases de cada sitio mutado, es decir, el sesgo observado para determinados
residuos es debido a que ese residuo tiene un mayor nimero de codones para una determinada
combinacion de bases. Es importante sefialar que ninguna combinacién fue encontrada dos
veces para cada banco, lo cual era de esperarse debido a la pequefia poblacion muestreada. Si
hubiese existido una combinacién repetida podria ser indicativa de un sesgo en el banco hacia

esos codones.

Este analisis de la distribucion de residuos encontrados para cada asa se compar6 con
los residuos encontrados en las mismas posiciones pero bajo presion de seleccion de
plegamiento y con ello se identificaron residuos que son indispensables para mantener el

plegamiento de nuestras proteinas quiméricas después de la insercion de una determinada asa.

5.3 Fusion a CAT y andlisis de los controles para el sistema de plegamiento

La viabilidad de los bancos construidos fue evaluada por la fusién de los mismos a CAT
como reportero de plegamiento [106]. Para fusionar nuestros bancos al gen de CAT llevamos a
cabo modificaciones en el plasmido pDAN5-PRAI, eliminando un sitio de restriccion BamHI que
interferia con la clonacion debido a que PRAI fusionada a CAT esta clonada con este sitio de
restriccion. Ya eliminado este sitio del vector, clonamos la fusion PRAI-CAT procedente del

plasmido pT4, la cual fue amplificada mediante PCR y clonamos en este nuevo vector (pDAN5-



PRAI-CAT) todos los bancos de tal manera que quedaran en fusidon con CAT. Se fusionaron los
ocho bancos construidos en este trabajo, y ademas, tres bancos del asa 2 y dos bancos del asa
6.

Para validar nuestro sistema de seleccion de plegamiento fusionamos a CAT dos
proteinas previamente reportadas como insolubles, las cuales constituyen nuestros controles
negativos de seleccion de plegamiento. Por un lado fusionamos un anticuerpo (donado por el Dr.
Joel Osuna IBT-UNAM) y por otro lado una permutacién circular de PRAI [151, 152].

En la tabla 8 podemos observar los resultados del crecimiento de colonias de la cepa
MC1061AthiE transformadas con diferentes fusiones a CAT y crecidas en diferentes

concentraciones de cloranfenicol.

Nombre de la Numero de colonias por placa en diferentes concentraciones de
muestra cloranfenicol
0 5 10 15 20 40 100
pa/ml po/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/mi pag/ml
Anticuerpo
fusionado a CAT 846 813 150 0 0 0 0
Permutacion circular
fusionada a CAT 921 895 123 0 0 0 0
Cepa MC1061-Thie 0 0 0 0 0 0 0
PRAI fusionada a
CAT 953 967 942 956 940 925 903
PRAI con codon de
paro entre la fusién 985 0 0 0 0 0 0
con CAT

Tabla 8. Crecimiento de colonias de diferentes proteinas fusionadas a CAT. Todas las placas de LB estaban
suplementadas con ampicilina y la correspondiente concentracion de cloranfenicol.

A partir de la tabla 8 podemos observar que nuestros controles negativos (proteinas
insolubles) ya no crecen en la concentracion de 15 pg/ml de cloranfenicol, por lo tanto,
determinamos que esta es la minima concentracion de cloranfenicol para reportar proteinas
plegadas. Es decir, lo que crece por encima de esta concentraciéon corresponde a proteinas
plegadas o menos insolubles, por ejemplo, la fusion de PRAI con CAT. Por debajo de esta
concentracioén los resultados son falsos positivos debido a que nuestros controles negativos a 10
ug/ ml de cloranfenicol muestran crecimiento y por lo tanto resistencia, siendo reportadas como
solubles, cuando nosotros sabemos que no lo son. Basados en estos resultados decidimos
utilizar la concentraciéon de 20 ug de cloranfenicol para la seleccion de plegamiento de nuestros

bancos (ver figura 15).
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Figura 15. Esquema general del proceso de seleccidn de plegamiento mediante crecimiento en presencia de
cloranfenicol.

El porcentaje de plegamiento para cada banco fue calculado por el nimero de colonias
crecidas en presencia de cloranfenicol entre el nimero de colonias crecidas en ausencia de este
antibiotico (ver figura 15). De esta manera obtuvimos los distintos porcentajes de plegamiento
para cada banco de las asas 2, 4 y 6. Ademas estos porcentajes se normalizaron por el nimero
de colonias en las que su secuencia correspondia a la enzima silvestre. En las graficas 1, 2y 3

se muestran los resultados para las tres asas y sus respectivos bancos.
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Graéfica 1. Porcentajes de plegamiento para los 8 bancos del asa 4.
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Graéfica 2. Porcentajes de plegamiento para los 3 bancos del asa 2.
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Gréfica 3. Porcentajes de plegamiento para los 2 bancos del asa 6.

En las gréficas 1, 2 y 3 podemos observar una ligera diferencia de porcentaje de
plegamiento para los diferentes bancos, pero cada asa se comporta de manera diferente en lo
gue respecta al porcentaje de plegamiento y no existe una relacion directa entre el tamafio o la
composicion de residuos del asa con el porcentaje de plegamiento o la posicion de la insercién
del asa. Los porcentajes de plegamiento obtenidos son bastante buenos porque nos indican que
tenemos desde el 25% hasta el 70% de proteinas plegadas. Lo que abre la posibilidad de
encontrar proteinas nuevas con actividades potencialmente novedosas, porque al menos

mantienen la estructura.



5.4 Secuencias obtenidas bajo presiéon de seleccion

Para analizar qué residuos se estaban fijando en las posiciones variables con la presion
de seleccién de plegamiento, mandamos a secuenciar clonas de cada asa, de los diferentes
bancos, pero seleccionadas en presencia de 20 ug/ml de cloranfenicol. Los resultados de la
variabilidad obtenida en los sitios mutados se muestran en las tablas 9, 10 y 11.

Numero Ureasa Porfobillinogen ~ Adenosin Tiamina Mandelato  Dihidrodipicolinato ~ Triptéfano Aldolasa

de la sintasa deaminasa fosfato racemasa sintasa sintetasa clase Il
clona sintasa
Q79 H81 Q79 H81L Q79 H81L Q79 H81L Q79 H81 Q79 H81 Q79 H81L Q79 H81
1 G R P S K S K G | H \Y G S A G H
2 Q H | | R P R T F S K N K G N P
3 P H P \Y% | R S F M N E | | R Q N
4 S T \Y P S C N D Vv L \Y T F G H L
5 D T | N \Y H S | H Y F D | D S A
6 L Y H A L H R L T v T Y H L | R
7 C P L S M R L S W | L H N P K G
8 K P T N S R R N C P D Y Q N L G
9 S T T G N R S L R S S S G H R D
10 AT F R R Y S N P N R \Yi G D T N
11 D T C S K H \Y \Y W A P R T Y G T
12 R D S H G N P H N D Y D Vv H R A
13 N P Y S cC H L N P N T P H N Y D
14 M A E C R C C N P T R P L L H \Y
15 T Y T Y A \Y C D W S A N L D W T
16 N P H A K D M C T v A C Y C R H
17 M H G A Q T R S N A \Y | G S A P
18 P T S T S R R G P S R vV I H G L
19 L H N T P D Y | P | E H K T
20 E R S A Y P

Tabla 9. Secuencias obtenidas con presion de seleccion para los residuos Q79 y H81 de los diferentes
bancos del asa 4. En color naranja y subrayados, las combinaciones de residuos que se repiten

Nimero Ureasa Mandelato Aldolasa
dela racemasa  clase Il
clona 129 129 129

<SUOUU0UUO>»>»>P>UVUTUIUID
wOoZZoZouA4A4A 44444444

S
S
S
S
S
[
[
F
A
A
1 A
F
F
\Y
L
L
Q
K

Tabla 10. Secuencias obtenidas con presion de seleccion para el residuo 129 de los diferentes bancos del asa
2.



Numero  Porfobilinogen  Dihidrodipicolinato

de la sintasa sintasa
clona V124 D126 V124 D126
1 \Y G T C
2 D H T |
3 T T L H
4 F T R T
5 K | C C
6 H C C Y
7 Y L A L
8 L R G T
9 E C P T
10 Y W T C
11 L P K F
12 P F S \Y
13 T C \Y L
14 L A R P
15 T C P |
16 R \ L P
17 P H F L
18 P R S T

Tabla 11. Secuencias obtenidas con presion de seleccion para los residuos V124 y D126 de los diferentes
bancos del asa 6. En color naranja y subrayados, las combinaciones de residuos que se repiten.

Uno de los primeros resultados obtenidos de las tablas anteriores, son las

combinaciones repetidas de secuencias para algunos bancos (Ver tablas 12 y 13).

Diferentes librerias del asa 4
Ureasa Porfobilinogen  Adenosin ~ Mandelato  Dihidrodipicolinato
sintasa deaminasa racemasa sintasa

Q79 HS8L Q79 H8L Q79 H8L Q79 HSL Q79 H81
S I H Vv S R I A4 R Vv
D I P N

N P

Tabla 12. Secuencias obtenidas por duplicado para las posiciones Q79 y H81 en diferentes bancos del asa 4
de PRAI

Diferentes librerias del asa 6
Porfobilinogen  Dihidrodipicolinato
sintasa sintasa
V124 D126 V124 D126
T C T C

Tabla 13. Secuencias obtenidas por duplicado para las posiciones V124 y D126 en diferentes bancos del
asa 6.

La probabilidad de encontrar 2 veces la misma clona dentro del tamafio de nuestro
banco es de 3.8 x 10, lo que nos habla de que existe una seleccién para esta combinacioén de
residuos en esas posiciones especificas, ya que al azar es imposible encontrar la misma clona

dos veces repetida en las 18 clonas que secuenciamos (como lo demuestra el hecho de que



cuando secuenciamos sin presion de seleccidn no observamos este tipo de combinaciones de

residuos).

Para los bancos del asa 4 encontramos que algunas asas realmente muestran una
preferencia para la combinacion de residuos especificos, mientras que otras no. Por otro lado,
para los dos bancos del asa 6, se encontrd6 la misma combinacidon de residuos (T-C). La
preferencia por ciertas combinaciones de aminoacidos encontrada para el asa 6
independientemente del asa insertada, aporta informacion sobre el distinto comportamiento de la
estructura del barril, dependiendo de la posicién de insercidn de las asas, por ejemplo para el
asa 4 no encontramos combinaciones en comun para todas las asas insertadas, como se

observa para el asa 6, a pesar de haber insertado sélo dos asas.

Otro resultado interesante, es que en ninguna clona, de ninguna asa encontramos los
residuos que PRAI tiene normalmente en estas posiciones, lo que puede implicar que estos
aminoécidos no son los 6ptimos en el contexto de un barril con asas diferentes, o bien, que estos
residuos pudieran haber sido seleccionados por un papel mas funcional que estructural en la
enzima PRAI silvestre.

Para determinar qué residuos se estaban seleccionando positiva o0 negativamente
comparamos las frecuencias de aparicion de cada residuo bajo presion de seleccion con
respecto a las frecuencias de aparicion en ausencia de presion de seleccién, de esta manera
también se normaliza por la diferente representacion de codones para cada aminoacido. Las
diferencias entre las dos frecuencias fueron analizadas para cada sitio de mutagénesis y para
cada asa. Estas diferencias las podemos observar en las gréaficas 4-8 y son sefialados en color
rojo los residuos que con un 95% de confianza demuestran estar siendo seleccionados

positivamente o negativamente.
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Gréfico 4. Diferencias entre frecuencias de aparicion para el residuo Q79 (NNS), de los residuos obtenidos
en presencia de seleccion con respecto a los residuos sin seleccion para las diferentes asas 4. En color rojo,
los residuos que tienen una seleccion estadisticamente significativa. 1- tiamina fosfato sintasa; 2-
porfolibinogen sintasa; 3- subunidad alfa de la triptéfano sintetasa; 4- mandelato racemasa; 5- aldolasa
clase Il; 6- adenosin desaminasa; 7- ureasa; 8- dihidrodipicolinato sintasa.
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Grafico 5. Diferencias entre frecuencias de aparicion para el residuo V124 (NNS), de los residuos
obtenidos en presencia de seleccién con respecto a los residuos sin seleccion para las diferentes asas de la

posicién 6. En color rojo, los residuos que tienen una seleccion estadisticamente significativa. 1-
porfobilindgeno sintasa; 2- dihidrodipicolinato sintasa.

Frecuencas

LRSPTVAGCWHQI MNKD EFY X
Aminoacidos

Gréfico 6. Diferencias entre frecuencias de aparicion para el residuo 129 (NNS), de los residuos obtenidos
en presencia de seleccion con respecto a los residuos sin seleccion para las diferentes asas de la posicion 6.
En color rojo, los residuos que tienen una seleccion estadisticamente significativa. 1- ureasa; 2- aldolasa; 3-
mandelato racemasa.
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Grafico 7. Diferencias entre frecuencias de aparicion para el residuo H81 (NNT), de los residuos obtenidos
en presencia de seleccion con respecto a los residuos sin seleccién para las diferentes asas 4. En color rojo,
los residuos que tienen una seleccidn estadisticamente significativa. 1- tiamina fosfato sintasa; 2-
porfolibinogen sintasa; 3- subunidad alfa de la triptéfano sintetasa; 4- mandelato racemasa; 5- aldolasa
clase I1; 6- adenosin desaminasa; 7- ureasa; 8- dihidrodipicolinato sintasa.
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Grafico 8. Diferencias entre frecuencias de aparicion para el residuo D126 (NNT), de los residuos
obtenidos en presencia de seleccién con respecto a los residuos sin seleccion para las diferentes asas de la

posicién 6. En color rojo, los residuos que tienen una seleccion estadisticamente significativa. 1-
porfobilindgeno sintasa; 2- dihidrodipicolinato sintasa.

Los resultados en forma resumida de los residuos que estan presentando una seleccion

de plegamiento se muestran en las tablas 14, 15y 16.

Enzima de la cudl proviene el Q79 H81
asa
Tiamina fosfato sintasa R (+) P()
Porfobilinogen sintasa -- SH, TH)
Sub. Alfa de triptéfano sintetasa -—- S()
Mandelato racemasa I(-) S(+)

Aldolasa clase Il - -

Adenosin deaminasa - G(-)
Ureasa
Dihidrodipicolinato sintasa G (-) S(-)

Tabla 14. Seleccién de residuos para las posiciones Q79 y H81 del asa 4. Seleccidn positiva (+), seleccion
negativa (-).

Podemos observar para los bancos del asa 4 que el residuo seleccionado en cada
posicion depende directamente del asa insertada (tabla 14). Por ejemplo, los bancos del asa de
la porfobilinégeno sintasa y la mandelato racemasa presentan una seleccién positiva por serina,
mientras que este residuo es incompatible en el contexto de las asas correspondientes de la
subunidad alfa de triptéfano sintetasa y de la dihidropicolinato sintetasa. Ninguna de estas asas
tienen parecido alguno entre si, ni de tamafo, ni de caracteristicas fisicoquimicas, lo cual

corrobora la seleccién dependiendo del asa.



Enzima de la cual proviene el V124 D126

asa
Porfobilinogen sintasa L (+), K(-)
Dihidrodipicolinato sintasa C(H) S()

Tabla 15. Seleccion de residuos para las posiciones V124 y D126 del asa 6. Seleccion positiva (+),
seleccidn negativa (-).

Para los bancos del asa 6 (tabla 15), observamos un comportamiento similar al del asa
4, es decir los residuos seleccionados positiva 0 negativamente dependen del asa insertada en
esa posicion y no del sitio de insercion. Pero si existen combinaciones de residuos que son
seleccionadas, aunque los residuos de cada posicidén por si solos no hayan sido seleccionados.
Por ejemplo, para los dos bancos del asa 6 encontramos que se selecciona la combinacion (T-

C), mientras que estos residuos no se encuentran seleccionados de manera independiente.

Enzima de la cuél proviene el 129
asa
Ureasa SH),AMH).T(E)
Aldolasa clase Il L), TH)
Mandelato racemasa R (+), W (-)

Tabla 16. Seleccion de residuos para la posicion 129 del asa 2. Seleccion positiva (+), seleccion negativa (-

)-

Para los bancos del asa 2 observamos el mismo comportamiento que para las demas
asas, es decir el residuo seleccionado depende directamente del asa insertada. Por ejemplo,
mientras que para el asa insertada de la ureasa, la treonina se selecciona negativamente, para el

asa de la aldolasa clase Il se selecciona positivamente.

Por otro lado el asa de la aldolasa clase Il presentd una alta presion de seleccion de
treonina con una frecuencia de aparicién por arriba del 0.4. Siendo esta asa la Unica que tuvo

una fuerte presion a un residuo en particular.

5.5 Analisis in vitro del plegamiento (“Western-blot”)

Para confirmar los resultados obtenidos por el método de seleccion in vivo a través de la
resistencia a cloranfenicol, llevamos a cabo un analisis de “western blot” con un anticuerpo
contra CAT de diferentes bancos para analizar la presencia in vitro de las proteinas fusionadas a
CAT en la fraccion soluble del extracto celular. En la figura 16 mostramos el resultado de los 3

diferentes “western blot” para tres diferentes bancos.
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Figura 16. Andlisis de “western blot” para diferentes bancos. (A) Banco 4 de ureasa. (B) Banco 2 de
mandelato racemsa. (C) Banco 6 de porfobilindgeno sintasa. Carriles: 1- Marcador de peso molecular, 2-11
diez colonias tomadas al azar de cada banco, 12- CAT, 13- PRAI WT en fusién con CAT, 14- clona
seleccionada de cada banco en presencia de cloranfenicol (20 ug/ml), 15 PRAI Cre-lox WT

Pesos moleculares: CAT = 22 Kda; PRAI = 23 Kda; Fusion = 45 Kda.

Es importante sefialar que la banda correspondiente a PRAI WT en fusién con CAT de la
figura 16 se observa por debajo del peso molecular de las diferentes variantes seleccionadas,
debido a que las variantes fueron construidas en la PRAI que tiene insertado el Cre-Lox, lo cual
aumenta su tamafio. En la seccidon de anexos (anexo 4) pueden observarse las imagenes

completas de cada “western blot”.

Las clonas utilizadas para el “western blot” fueron secuenciadas (ver tabla 17 y 18) y con
ello se determind el porcentaje de plegamiento reportado por la presencia de nuestras quimeras
en fusion con CAT. Los resultados de las secuencias para las 10 colonias del asa 4 del banco de
la ureasa demostraron que las 10 clonas tenian una secuencia en buen marco de lectura y
correspondian a nuestras proteinas quiméricas fusionadas a CAT, por lo tanto, como
observamos presencia de fusion en 6 de las 10 clonas, esto significa que tenemos un 60%

plegado en ese banco por el andlisis de “western blot”.

Para el caso del banco del asa 2 de mandelato racemasa soélo 7 secuencias
corresponden a nuestras quimeras, por lo tanto como se observa sélo la fusion de 2 clonas, esto
representa el 28% de proteinas plegadas para ese banco. Las otras 3 secuencias resultaron ser

monstruos, productos del proceso de construccion del gen con el asa insertada.

Del banco del asa 6 de porfobilindgeno sintasa sélo 7 secuencias corresponden a
nuestras quimeras, por lo tanto como sélo se observa la fusion de 3 clonas, esto representa el 43
% de plegamiento. Las secuencias de las 3 clonas faltantes de las 10 analizadas para esta asa,

mostraron ser genes mal construidos.



Las secuencias de las clonas encontradas en la fraccién soluble en forma de fusién de
los diferentes bancos se ilustran en la tabla 17, mientras que las secuencias de las clonas en

donde no se observé una fusiéon con CAT se ilustran en la tabla 18.

Secuencias de las diferentes librerias
Nombre dela  Asa4 de ureasa Asa 6 de porfobilinogen  Asa 2 de mandelato

clona sintasa racemasa

Q79 H81 V124 D126 129

1 H H A L w

2 R S A Y R

3 L ) V H

4 S N

5 G A

6 N H

Tabla 17. Secuencias de las diferentes posiciones mutadas que presentaron fusién a CAT de manera
soluble.

Secuencias de las diferentes librerias

Nombre de Asa 4 de ureasa Asa 6 de porfobilinogen Asa 2 de mandelato
la clona sintasa racemasa
Q79 H81 V124 D126 129
1 N H H L N
2 Vv G N L F
3 P N X H F
4 H \% T H

Tabla 18. Secuencias de las diferentes posiciones mutadas que no presentaron fusién a CAT

Como habia de esperarse, ninguna secuencia de las clonas que no presentaron fusién a
CAT se encontré en las secuencias obtenidas bajo presion de seleccién en cloranfenicol (ver
tablas 9, 10 y 11). Esto corrobora que el sistema de seleccion de plegamiento funciona

correctamente para seleccionar variantes plegadas en fusion a CAT.

Es interesante sefialar, que de las 7 secuencias correspondientes a las construcciones
del asa 2, dos secuencias correspondieron a las clonas observadas en la fraccién soluble (ver
cuadro 16). De las otras 5 secuencias restantes, 3 secuencias fueron las que se encontraron sin
fusion a CAT (ver cuadro 17) y las otras 2 que tampoco mostraron fusion a CAT resultaron tener

el marco de lectura cambiado y por ello no selecciono algun residuo.



5.6 Sobreexpresion de variantes sin fusién a CAT

Para demostrar que nuestras variantes permanecian solubles cuando les quitdbamos la
fusion de CAT, seleccionamos 5 variantes seleccionadas en presencia de cloranfenicol y
procedimos a hacer las construcciones correspondientes para sobreexpresarlas y a purificarlas
de la fraccién soluble mediante afinidad a niquel. En la figura 17 podemos observar los
resultados de las proteinas encontradas en la fraccion soluble, después del proceso de

purificacion.

30 KDa

20 KDa

Figura 17. Fotografia de un gel de SDS con las fracciones solubles de las siguientes proteinas: 1- Marcador
de peso molecular; 2- Cepa con plasmido vacio, 3- PRAI Cre-lox WT; 4- PRAI con el asa 4 de ureasa; 5-
PRAI con el asa 6 de la subunidad alfa de la triptéfano sintetasa; 6- PRAI con el asa 6 de la
porfobilindgeno sintasa; 7- PRAI con el asa 2 de aldolasa clase II. El recuadro de color rojo muestra a las
proteinas de interés.

Como podemos observar en la figura 17, obtuvimos a nuestras 4 variantes en forma
soluble en el extracto celular, lo cual es interesante porque tenemos proteinas que tienen nuevas
asas insertadas y demuestran estar en forma soluble. Esto habla de la capacidad del
plegamiento de la enzima PRAI wt Cre-lox para soportar la insercién de asas manteniendo su
estructura. Ademas estas 4 variantes fueron seleccionadas al azar y ninguna fue insoluble, esto
refuerza la idea de que lo reportado en los demas bancos son ciertamente proteinas solubles.
Pero para obtener un andlisis méas fino de los cambios estructurales por la insercién de asas en

PRAI, procedimos a purificar 4 variantes para ser analizadas mediante dicroismo circular.

5.7 Purificacion de proteinas para analisis de dicroismo circular.

Se purificaron 4 variantes, dichas variantes son: PRAI wt Cre-lox, una variante con el asa
4 de la subunidad alfa de la triptéfano sintetasa, una variante con el asa 2 de la aldolasa clase Il
y una Ultima variante con el asa 6 de porfobilinégeno sintasa.

La proteina PRAI Cre-lox WT fue purificada primero por una columna de niquel y
posteriormente por exclusion molecular. En la figura 18 (A) se observa el cromatograma

resultado de la purificacion por la columna de niquel.
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Figura 18. Cromatogramas de purificacion de PRAI Cre-lox WT. (A) Purificacion por afinidad a niquel.
(B) Purificacion por permeacién en gel en la columna Superosa 12. En las lineas azules se indica la
absorbancia a 280 nm, correspondiente a la concentracién de proteina. Los picos sefialados con una flecha
en color rojo corresponden a la proteina PRAI Cre-lox WT.

Observamos que nuestra proteina se unié muy ligeramente a la columna debido a que
eluydé con una baja concentracion de imidazol (25 mM) y por lo tanto se encuentra adn
contaminada con otras proteinas. Por lo cual procedimos a purificarla por medio de una columna
de exclusion molecular. Para ello utilizamos una columna de permeacion en gel de baja

definicién (Superosa 12). El resultado de la purificacion por esta columna lo podemos observar
en la figura 18 (B).

Debido a que nuestra proteina todavia presentaba otras proteinas que la contaminaban,
procedimos a llevar a cabo un tercer paso de purificacién utilizando otra columna de exclusién
molecular de alta definicion (Sephacryl S200). Los resultados obtenidos de esta purificacién se

muestran en la figura 19 (A). Como resultado obtuvimos finalmente a nuestra proteina con un
nivel alto de pureza (ver figura 20).

Ya estandarizado el proceso de purificacion para la proteina silvestre (PRAI Cre-lox WT),
procedimos a purificar las demas variantes, primero por afinidad a niquel y posteriormente por
exclusiéon molecular. La purificacién por afinidad a niquel la llevamos a cabo por medio de “batch”
utilizando la columna empacada con sefarosa para flujo rapido de Amersham (ver protocolo 18).
De esta manera colectamos de cada mutante las fracciones correspondientes a los “buffers” Ay
B (10 y 20 mM de imidazol respectivamente) debido a que ya sabiamos que en estas fracciones
eluye nuestra proteina. Posteriormente la concentramos y las inyectamos en la columna
Sephacryl S200. Los cromatogramas de los resultados obtenidos por la columna de exclusién

molecular para las diversas variantes se muestran en la figura 19 secciones B, Cy D.



Figura 19. Cromatogramas de purificacion de PRAI y variantes en la columna Sephacryl S200. (A) PRAI
Cre-Lox wt (B) variante con el asa 4 de la subunidad alfa de la subunidad alfa de la triptéfano sintetasa. (C)
variante con el asa 2 de la aldolasa clase Il (D) variante con el asa 6 de la porfobolinogeno sintetasa. En
linea azul se indica la absobancia a 280 nm, correspondiente a la concentracion de proteina. El pico
sefialado con una flecha de color rojo corresponde a las respectivas proteinas.

Se pudo observar que todas las proteinas eluyeron en el mismo volumen de “buffer” en
exclusién molecular y los cromatogramas fueron muy similares. Posterior a esta purificacion
procedimos a analizar por un gel de acrilamida (“SDS-PAGE”") la pureza y la presencia de
nuestras proteinas. En la figura 24 podemos observar a las cuatro proteinas después de todos
los pasos de purificacion y que son finalmente las que utilizaremos para el analisis por dicroismo

circular.
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Figura 20. Gel de SDS, donde se muestran nuestras proteinas al final de todos los pasos de purificacion. La
flecha roja indica la presencia de nuestras proteinas. Carril 1-Marcador de peso molecular. Carril 2-
Variante de PRAI Cre-Lox con el asa 6 de la porfobilindgeno sintasa. Carril 3-Variante de PRAI Cre-Lox
con el asa 4 de la subunidad alfa de la triptofano sintetasa. Carril 4-Variante de PRAI Cre-Lox con el asa 2
de la aldolasa clase 1. Carril 5-PRAI Cre-lox WT.

5.8 Anélisis de dicroismo circular
Los resultados de los espectros obtenidos del dicroismo circular se muestran en la figura

21y representan el promedio de seis mediciones para cada una de las variantes.

Como resultado de los espectros de dicroismo circular, podemos observar que si bien,
existe un cambio estructural en nuestras variantes con respecto a la proteina silvestre, dicho
cambio no es muy drastico. Estos espectros tomados en el UV-lejano muestran que la variante
gue conserva mas su estructura con respecto a la proteina silvestre es la que tiene insertada el
asa 4 de la subunidad alfa de la trptéfano sintetasa mientras que la variante que sufre los
mayores cambios estructurales es la proteina que tiene insertada el asa 6 de porfobilindgeno
sintasa. Mientras que la proteina que tiene insertada el asa 2 de la aldolasa clase Il mostré las
menores perturbaciones estructurales. Pero basicamente todos los espectros son superponibles

entre si.
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Figura 21. Andlisis por dicroismo circular (CD) en el UV-lejano. La proteina silvestre es denominada
(PRAI Cre-lox WT), la variante que tiene insertada el asa 2 de la aldolasa clase 1l (PRAI Cre-lox asa 2), la
variante que tiene insertada el asa 4 de la subunidad alfa de la triptéfano sintetasa (PRAI Cre-lox asa 4) y la
variante que tiene insertada el asa 6 de porfobilindgeno sintasa (PRAI Cre-lox asa 6).

Con los datos obtenidos del dicroismo circular procedimos a realizar una prediccién de
estructura secundaria utilizando el programa CDSSTR. Con este programa obtuvimos los
resultados presentados en la tabla 19.

% dealfa % de hojas beta % desordenado % Total
hélices
PRAI Crelox WT 14 35 50 99
PRAI Crelox asa 2 28 28 44 100
PRAI Crelox asa 4 14 38 49 101
PRAI Crelox asa 6 27 26 47 100

Tabla 19. Prediccion de estructura secundaria para cada una de las variantes de PRAI

La mutante con la insercion del asa 4 de la subunidad alfa de la triptéfano sintetasa, es
la que menos cambios estructurales produjo al ser comparada con el contenido de hojas beta y
alfa hélices de la enzima silvestre (PRAI Cre-lox WT). La mutante del asa 2 aumento

considerablemente el contenido de alfa hélices y disminuy6 el contenido de hojas beta, asi como



el porcentaje de estructura desordenada. Interesantemente en la estructura tridimensional de la
enzima aldolasa clase dos (PDB: 1dos) el asa dos se encuentra formando una hélice, lo que
podria explicar el aumento en contenido de alfa hélices para esta mutante, esto abre la

posibilidad de que en PRAI esta asa este adoptando también la estructura de alfa hélice.

Por otro lado, la mutante del asa 6 también aumento su contenido de alfa hélices y
disminuy6 la proporcion de hojas beta lo que nos indica un cambio conformacional mayor al
provocado por la insercién del asa 4. Curiosamente el asa insertada es muy pequefia (solo esta
compuesta por 5 aminoacidos) comparada con el asa 6 de PRAI que esta compuesta por 12
residuos (ver tabla 4). En la estructura de la enzima porfobiliinogen sintasa (PDB: 116s) esta asa
no posee ningun tipo de estructura secundaria. En este sentido no explicaria porque en PRAI
provoca un aumento en la composicion de alfa hélices, aunque probablemente esté
contribuyendo a que la hélice 6 de PRAI (que solo tiene una vuelta de hélice) se propague,
formando asi una hélice mas larga y ello explique el aumento de este tipo de estructura. Sin
embargo, esta ganancia en contenido helicoidal es a expensas del contenido de hebras B y no

de proteina no estructurada.

El asa 4 de la subunidad alfa de la triptéfano sintetasa fue la que menos cambios
estructurales ocasiond. Probablemente debido a que tiene una estructura, longitud y secuencia
muy parecida al asa 4 de PRAI y por eso se acomodo estructuralmente igual en esta posicion.
Ademas cabe resaltar que hay fuertes evidencias estructurales de la relacién evolutiva entre

estas dos proteinas [98].



6. DISCUSION

La distribucién de residuos encontrada en las posiciones mutadas a saturacion sin
presion de seleccion muestra estar de acuerdo con el nimero de codones representados en el
disefio de los oligonucleétidos para cada aminoacido. Lo cual es un indicativo de que los bancos
no estan sesgados hacia determinados residuos como resultado del proceso de construccion de

los mismos o de una mala sintesis de los oligonucleétidos.

El disefio de los controles negativos para el método de seleccién de plegamiento nos
permitio evaluar la veracidad del mismo como reportero de proteinas plegadas, ademas esto nos
permitid analizar el comportamiento de las diferentes fusiones en distintas cepas de E. coli, lo
gue nos llevd a evaluar con mayor precision la cantidad de proteinas plegadas de cada banco,

asi como la concentracion adecuada de cloranfenicol para obtener proteinas plegadas.

Inicialmente probamos el sistema de fusion a CAT en la cepa XL1-Blue, pero en esta
cepa obtuvimos muchos falsos positivos. Por ejemplo, la fusién de PRAI con CAT pero con
codones de paro entre la fusidn crecia hasta altas concentraciones de cloranfenicol, lo que
significaba que CAT se estaba transcribiendo a pesar de estar en un marco de lectura incorrecto.
También, las construcciones de las proteinas insolubles en fusion con CAT mostraban crecer en
presencia de altas concentraciones de cloranfenicol. Ademas, obteniamos de nuestros bancos
gue so6lo alrededor del 1% de la poblacion estaba de forma plegada. Esto nos llevé a probar
diversas cepas y encontramos que la cepa MC1061AthiE aportaba los mejores resultados. En
esta cepa todos los controles funcionaban de manera correcta por lo que procedimos a hacer
todos nuestros analisis de plegamiento utilizando esta cepa. Probablemente las diferencias
genéticas entre estas dos cepas ocasionaban que una funcionara de manera correcta mientras
gue otra no funcionara adecuadamente. Recientemente Sterner y colaboradores publicaron un
trabajo donde utilizaron el sistema de fusién a CAT para obtener proteinas solubles de grandes
bancos, y curiosamente el 95% de las variantes que ellos seleccionan como plegadas (en
presencia de 350 u ug/ml de cloranfenicol) son falsos positivos [108]. Analizando més a fondo en
su trabajo nos dimos cuenta que ellos utilizaron la cepa XL1-Blue para seleccionar plegamiento,
lo que corrobora los resultados obtenidos por nosotros en la misma cepa. De tal manera que al
cambiar de cepa obtuvimos muy buenos resultados y sin ningun falso positivo, de hecho todas
nuestras proteinas seleccionadas bajo este sistema y expresadas sin CAT fueron solubles,

contrastando los resultados obtenidos en su trabajo.

En PRAI los residuos que preceden a cada asa y que en este trabajo fueron mutados a
saturacion estan altamente conservados, probablemente debido a que en este barril tienen un

compromiso mas funcional que estructural, esto debido a que de todos los bancos construidos



s6lo encontramos una clona (del asa 4 de la ureasa, ver tabla 8) que tenia la combinacion de
residuos silvestres en las posiciones mutadas. Ademas en la diversidad de proteinas plegadas
gue tenemos encontramos una gran variabilidad de residuos en estas posiciones, aunado a ello
fue posible el intercambio de asas totalmente diferentes a las asas silvestres manteniéndose la

estructura de PRAI.

Los porcentajes de plegamiento observados para los diferentes bancos varian incluso
entre asas de la misma posicion, lo que hace imposible correlacionar este porcentaje con

caracteristicas generales de las asas insertadas, como tamafio 0 composicién fisicoquimica.

Interesantemente una prediccion de estructura secundaria con el algoritmo PSIPRED
[153], a partir de la secuencia de la proteina que tiene el asa 2 de mandelato racemasa, predijo
gue ciertamente la region que ganaba hélices alfa era precisamente el asa insertada. Ademas
esta asa en su contexto original esta formando precisamente una hélice, esto sugiere que el asa

intercambiada probablemente conservo su estructura en este nuevo molde proteico.



7. CONCLUSIONES

Durante nuestro proyecto de investigacion, construimos variantes de PRAI Cre-lox WT a
las cuales les reemplazamos las asas 2, 4 y 6 por las mismas asas de otras proteinas que
conservan el plegamiento de barril TIM, pero que realizan distintas funciones enzimaticas,
ademas mutamos a saturacion las posiciones que preceden a cada asa para mejorar su

insercion en el molde de PRAL.

La insercion de sitios de mutagénesis “bisagras” permitié el correcto posicionamiento de
cada asa, debido a que bajo presion de seleccion de plegamiento solo una clona del asa 4 de la
ureasa mostré conservar los residuos que la proteina silvestre mantenia en esas posiciones y

ademas cada asa seleccion6 diferentes residuos para adaptarse mejor a la estructura de PRAI.

El método de seleccion genética de plegamiento y el analisis de “western blot” muestran
valores en porcentaje de plegamiento muy similares para los bancos analizados lo que valida

nuestro sistema para obtener proteinas plegadas.

La fusion a CAT de los distintos bancos demostré tener desde un 25% hasta un 75% de
proteinas plegadas, lo cual representa una gran poblacion de proteinas que pueden ser

analizadas en busqueda de nuevas funciones.

La gran variabilidad encontrada en los sitios mutados a saturacion nos indica la gran
flexibilidad del sitio activo del barril TIM, lo que sugiere que muy probablemente el barril TIM esta
evolucionado para permitir grandes cambios en la cara catalitica permitiendo asi la gran

diversidad de funciones que hoy encontramos en este plegamiento.

Todas las proteinas analizadas sin fusibn a CAT demostraron ser solubles y mantener
estructura, demostrando que este sistema de fusion a CAT es un buen reportero de plegamiento
para barriles TIM. La estructura de la enzima PRAI demostro que este barril es capaz de soportar

la insercion del sitio Cre-lox y ademas la insercion de diferentes asas manteniendo su estructura.

El alto porcentaje de proteinas plegadas producto del intercambio de asas en la cara
catalitica de PRAI asi como la amplia variabilidad encontrada en los residuos mutados a
saturacion confirman la versatilidad del plegamiento del barril TIM para dirigir la mutagénesis a
estas areas especificas. La mutagénesis dirigida de esta forma, nos permite ampliar la
exploracion del espacio de secuencia de una proteina, sin alterar la integridad del plegamiento,

lo cual es imposible de explorar por las estrategias tradicionales de mutagénesis generando una



nueva herramienta de evolucion dirigida para investigar nuevas actividades cataliticas en barriles
TIM.

Este trabajo sugiere que las asas cataliticas de los barriles TIM estan disefiadas y han
sido evolucionadas dentro del contexto del barril TIM para ser intercambiadas, soportando la idea
de que en las primeras etapas de evolucion, la recombinacion de pequefios fragmentos como lo
constituyen las asas jugaron un papel importante en la diversificacion de funciones en barriles
TIM manteniendo la estructura del barril pero variando las asas, ademas permitiendo la insercion

de dominios mas grandes en estas asas.

Nuestro trabajo fundamenta la teoria de que ancestralmente existian proteinas
homologas que tenian diferentes secuencias entre ellas precisamente en las asas y que
mediante recombinacion se fueron intercambiando las asas (que eran las regiones no homologas
entre si) diversificando las funciones de las proteinas originales, tal como recientemente ha sido
sugerido por Tawfik, como un mecanismo para diversificar funciones enzimaticas [86] y como lo

demuestra nuestro trabajo dicho acercamiento puede ser aplicado en barriles TIM.

Este trabajo constituye el primer trabajo reportado donde se involucre una combinatoria
de asas en barriles TIM proponiendo una nueva estrategia de exploracion de secuencia en

busqueda de nuevas actividades cataliticas.



8. ANEXOS

Anexo 1. Secuencias de oligonucleétidos

Tabla 20. Tabla de oligonucleétidos que codifican las asas y los conectores

Nombre

L4MaRCod
L4MaRNoCod
L4ThiCod
L4ThiNoCod
L4AldCod
L4AldNoCod

L4UreCod
L4UreNoCod

L4NHCod2

L4NHNoCod

L4ADACod
L4ADANoCod
L4AlevCod
L4AlevNoCo
L4DiPCod
L4DiPNoCod

LATrpSCod

L4ATrpSNoCo

L4CONoCod

L4COCodbis

Secuencia (5'---3")

GAG CCG ACG CTT CAACAC
GAC

TC GTG TTG AAG CGT CGG
CTCA

TTG GGG CAG GAAGAT TTG
CAC

TG CAAATCTTC CTG CCC
CAA A

GAC CTG TCT GAA GAATCC

GATTC TTC AGA CAG GTC A

GAA GAC TGG GGA GCT ACC
GT AGCTCCCCAGTCTTCA

TTATCG CTG GCG GCA GTG
NNS CTG NNT

NN CAG SNN CAC TGC CGC
CAG CGATAACACCTT AGC
TTTG

GGT GAT GAACTT GGT TTC
CCG GGAAGTCTGTTC

AA CAG ACT TCC CGG GAA
ACC AAG TTC ATC ACCA
GCC GCG ATG GAC GGC

CC GTC CAT CGC GGC A

CCT TAC TAC AAT CGT CCG
TCC

GA CGG ACG ATT GTA GTA
AGG A
GAT-GTG-CCA-GTT-GAA-
GAG-TCC

GAC-TCT-TCA-ACT-GGC-ACA-
TCA

CAG-CGT-ATC-GAT-ATA-CAG-
CTG-G
CAG-CTG-TAT-ATC-GAT-ACG-
CTG-CGT-GAA-GCT-CTG-
CCA-GCA

Asa correspondiente

Asa 4 codificante de
mandelato racemasa
Asa 4 no codificante de
mandelato racemasa
Asa 4 codificante de
tiamina sintasa

Asa 4 no codificante de
tiamina sintasa

Asa 4 codificante de
aldolasa

Asa 4 no codificante de
aldolasa

Asa 4 codificante de ureasa

Asa 4 no codificante de
aldolasa
Conector amino codificante

Conector amino no
codificante

Asa 4 codificante de
adenosin desaminasa
Asa 4 no codificante de
adenosin desaminasa
Asa 4 codificante de
aminolevulinico sintasa
Asa 4 no codificante de
aminolevulinico sintasa
Asa 4 codificante de
dihidrodipicolinato sintasa
Asa 4 no codificante de
dihidrodipicolinato sintasa
Asa 4 codificante de la
subunidad alfa de la
triptéfano sintasa

Asa 4 no codificante de la
subunidad alfa de la
triptéfano sintasa
Conector carboxilo no
codificante

Conector carboxilo
codificante



Tabla 21. Tabla de oligonucledétidos utilizados en el proyecto.

Nombre
Hind3-Bivi
Nhel-Bivi

Pet28HINDIII

Pet28Ncol
pdanCodBAM-
pdanNoCodBAM-
Nhel rev CAT
BamHI sinSTOPPR
p-Linker-A PRAI
p-Linker-B PRAI
Bamhl Permutaci

HinD3 Permutaci

HIND3-VH-pDAN

BAMH1-SS-VH-pda

BamHI PRAI

Secuencia (5'---3")

A TGA CAG TCC GAA GCT TCA GGA GGG
GTG TTG ATG

ATT GGT TTG CCG CTA GCT CAT TAATAT
GCG CG

CTGCGAAAGCTTTCATTAGTG GTG GTG
GTG GTG GTG GGATCC ATATGC GCG
CAG

TAT ATA CCATGG GGG AGA ATA AGG TAT
GTG GC

TGG CTT TAATGA GGG TCC ATTCGT TTG
TGA

TCA CAA ACG AAT GGA CCC TCATTA AAG
GCA

T GCC GCT AGC TTAGTG GTG GTG GTG
GTG GTG AGATCT TTA

T GCC GGA TCC ATA TGC GCG CAG CGT
CTG GAAA

TAC GAT CCC TCT GGC GGG CTC GAG
AAT AAA GTATGT

CCC GCC AGA GGG ATC GTAATATGC
GCG CAGCGTC

T GCC GGA TCC GTG ATC CGA TAA CAC
CTTAGCTTTG

AG TCC GAA GCT TCAGGA GGG GTG TTG
ATG CGC GAT CTG GCA GTC CAACTG
CAT GG

AG TCC GAA GCT TCAGGA GGG GTG TTG
ATG GAC GTC CAG CTC CAG CAG TCT
GGA

T GCC GGA TCC ACT AGT GAC AGT GAC
CAG AGT ACCTTG

T GCC GGATCC TCATTAATATGC GCG
CAGCGTC



Anexo 2. Protocolos de Biologia Molecular

Protocolo 1- Purificacion de oligonucleétidos
La purificacion de oligos se llevo a cabo en geles de poliacrilamida al 20%, 8M de Urea.
Cada gel fue corrido a 200 volts en una fuente de poder Bio-Rad por aproximadamente 2 horas,
posteriormente se visualizaron las bandas de DNA correspondientes al tamafio de cada oligo con
una lampara de luz ultravioleta. Estas bandas son cortadas e introducidas en un tubo Eppendorf
de 1.5 mly se les realiz6 el siguiente procedimiento:
- Agregar 1 ml de “buffer” de elusién para oligos e incubar a 80°C con agitacién
por 4 horas
- Centrifugar por 5 minutos a 14,000 RPM vy transferir el sobrenadante a un tubo
eppendorf limpio
- Secar en Savant hasta reducir el volumen a aproximadamente 300 pl.
- Precipitar el oligo con n-butanol (ver protocolo 2)
- Resuspender el oligo con 100 ul de agua grado milliQ
Después de la purificacion del oligo se tomaron 2 pl para verificar su pureza y
concentracion en un gel delgado (0.75 mm) de poliacrilamida 20%, 8M Urea.

Protocolo 2- Precipitacidon con n-Butanol
- Agregar n-Butanol en volumen 1:1 con el DNA
- Agitar fuertemente hasta homogenizar el butanol y el medio acuoso en el que
esta el DNA
- Centrifugar por 10 min. a 14,000 RPM
- Extraer el n-butanol con pipeta
- Secar en Savant por 5 minutos
- Resuspender la pastilla con 100 ul de agua grado milliQ

Protocolo 3- Fosforilacion de oligonucleétidos
Se fosforilaron 800 pmoles de cada oligo, en un volumen final de 100 pl. La reaccion de

fosforilacion es la siguiente:

- Xul de oligonucleétido purificado

- 10 pl de “buffer” PNK (Polynucleotide Kinase, New England Biolabs ® de un stock 10X)

- 15 pl ATP (de un stock 10mM)

- 2 ulde Kinasa (New England Biolabs ®)

- Completar el volumen con agua grado milliQ

Esta reaccion se incubd por una hora a 37°C. Posteriormente se inactivé la enzima
incubando la reaccién por 10 minutos a 65°C.

Protocolo 4- Hibridacidn de oligonucleotidos

En un tubo Eppendorf de 1.5 ml. mezclamos 800 pmol. de cada uno de los dos oligos
complementarios (uno correspondiente a la hebra codificante y el otro a la no codificante)
anteriomente fosforilados. Colocamos el tubo en un bafio de agua hirviendo y posteriormente
retiramos el agua de la fuente de calor y dejamos enfriar hasta llegar a temperatura ambiente.
Después de este proceso nuestros dos oligos estan ahora en doble cadena de DNA (ya
hibridados).

Protocolo 5- Ligacion de asas con sus respectivos conectores y purificacién de las
mismas
Las reacciones de ligacidon de cada asa con su respectivo conector se llevaron a cabo en
un volumen de 100 ul y fueron preparadas de la manera siguiente:
Para la ligacién del asa con el conector amino:
- Xl del conector amino hibridado (800 pmol)
- Xul del asa hibridada (800 pmol)
- 20 pl de “buffer” de ligasa de Invitrogen ® (de un stock 5x)




- 10 pl ATP (de un stock 10mM)
- 3 uldeligasa de Fermentas ®
- Completar el volumen con agua grado milliQ
Para la ligacion del asa con el conector carboxilo:
- X ul del conector carboxilo hibridado (800 pmol)
- X ul del asa hibridada (800 pmol)
- 20 pl de "buffer” de ligasa de Invitrogen ® (de un stock 5x)
- 10 pl ATP (de un stock 10mM)
- 3 uldeligasa de Fermentas ®
- Completar el volumen con agua grado milliQ

Cada una de estas reacciones se incubd por 12 horas a 16° C. Posteriormente cada
ligacion fue purificada en un gel nativo de Acrilamida al 10%, después de correr el gel a 200 volts
con una fuente de poder de BioRad por aproximadamente 2 horas, procedimos a tefiir el gel con
bromuro de etidio y se corté la banda correspondiente al tamafio para cada una de las
ligaciones. Las bandas cortadas se colocaron en un tubo Eppendorf® con 1 ml de “buffer” de
Elusién de Oligos y se incubaron a 65°C en agitacion por 3 horas. Posteriormente se centrifugo
cada tubo por 5 minutos a 14,000 RPM y se transfiri6 el sobenadante a un tubo limpio. Dicho
tubo fue puesto a secar en Savant hasta que el volumen se redujo a aproximadamente 300 0I.
Se procedi6 a precipitar el oligo con n-butanol hasta observarse la formacion de una pastilla. Ya
formada la pastilla se lava con 1 ml de etanol absoluto friio ( -20 °C). Posteriormente, se
centrifugaron a 14,000 rpm por 10 minutos y se removié cuidadosamente el sobrenadante,
dejandose la pastilla que posteriormente se puso a secar en Savant. Finalmente, se resuspendi6
la pastilla con 100 pl de agua grado milliQ.

Protocolo 6- Reaccién de amplificacién por PCR del extremo amino y carboxilo terminal
del gen de PRAI
La reaccidn de PCR para amplificar el extremo amino de PRAI fue hecha en un volumen

de 100 pl utilizando los siguientes reactivos:

- 1yl Templado: plasmido pDAN5-PRAI (stock de 50 ng/ul)

- 1yl Oligo Hind3-Bivi (stock de 25 pmol/ul)

- 10 ul Producto de la ligacién del asa con el conector amino (100 ng)

- 10w “buffer’ de PCR para Pfu polimerasa (10X)

- 10w dNTP’s (2.5 mM)

- 5yl Enzima Pfu polimerasa (purificada en el laboratorio)

- 63 u  Agua grado milliQ

La reaccién de PCR para amplificar el extremo carboxilo de PRAI fue hecha en un

volumen de 100 pl utilizando los siguientes reactivos:

- 1yl Templado: plasmido pDAN5-PRAI (stock de 50 ng/ul)

- 1yl Oligo Nhel-Bivi (stock de 25 pmol/ul)

- 10w Producto de la ligacion del asa con el conector carboxilo (100 ng)

- 10u “buffer” de PCR para Pfu polimerasa (10X)

- 10y dNTP’s (2.5 mM)

- 5yl Enzima Pfu polimerasa (purificada en el laboratorio)

- 63 u  Aguagrado milliQ

Las condiciones de las dos reacciones de PCR fueron: primer ciclo de desnaturalizacién
94°C 5 min., 30 ciclos con las siguientes condiciones: 94°C 1 min., 60°C 1:30 min., 72°C 1 min. y
una extension final de 72°C 10 min. Todas las reaciones de PCR se hicieron en un termociclador
iCycler de Bio-Rad®. Cada uno de estos productos de PCR fue purificado por electroforesis en
gel de agarosa al 1% utilizando el “kit” de Roche (“High pure PCR product purification Kit”) y
resuspendido en 100 ul de agua grado milliQ.



Protocolo 7- Reaccidn de amplificacién por PCR para armar el gen de PRAI a partir de las
mitades amino y carboxilo
Esta reaccion de PCR fue hecha para armar cada uno de los 8 genes con distintas asas

insertadas y se us6 como templado las mitades amplificadas para cada banco. Se hizo en un
volumen de 100 pl utilizando los siguientes reactivos:

- 15y Mitad amino de cada asa (400 ng)

- 15yl Mitad carboxilo de cada asa (400 ng)

- 1yl Oligo Hind3-Bivi (stock de 25 pmol/ul)

- 1yl Oligo Nhel-Bivi (stock de 25 pmol/ul)

- 10w “buffer” de PCR para Tag polimerasa (10X)

- 10w dNTP’s (2.5 mM)

- 4y MgCI2 (50 mM)

- 5yl Enzima Taq polimerasa (purificada en el laboratorio)

- 39u  Aguagrado milliQ

En esta reaccion de PCR se agregaron los oligos Hind3-Bivi y Nhel-Bivi hasta el décimo

ciclo. Por lo cudl fueron 10 ciclos sin oligos y 20 ciclos con oligos. Las condiciones utilizadas
fueron: primer ciclo de desnaturalizacion 94°C 5 min., 30 ciclos con las siguientes condiciones:
94°C 1 min., 60°C 1:30 min., 72°C 1:30 min. y una extension final de 72°C 10 min. Todas las
reaciones de PCR se hicieron en un termociclador iCycler de Bio-Rad®. Cada uno de estos
productos de PCR fue purificado por electroforesis en gel de agarosa al 1% utilizando el “kit” de
Roche (“High pure PCR product purification Kit") y resuspendido en 100 ul de agua grado milliQ.

Protocolo 8- Reaccion de digestion de productos de PCR
Las reacciones de digestién para los productos de PCR se hicieron en un volumen de

100 pl y utilizando los siguientes reactivos:

- 70 pl del producto de PCR (1.5 pg)

- 1yl de enzima de restriccion Hind 11l (New England Biolabs)

- 1 ul de enzima de restriccion Nhel (New England Biolabs)

- 1 ulde BSA (New England Biolabs)

- 10 pl de “buffer” 2 (New England Biolabs 10X)

- 17 pl de agua grado milliQ

Las enzimas utilizadas dependen del sitio de restriccién con el que nos interesa cortar el
DNA, asi como el “buffer” a utilizarse que sera el indicado para cada enzima.

Esta reaccion fue incubada por 12 horas a 37° C y posteriormente purificada, cortando la
banda correspondiente al tamafio del gen en un gel de agarosa al 1% y se extrajo el DNA
usando el “kit” (“High PCR Purification Isolation” de Roche).

Protocolo 9- Reaccidn de digestidén de plasmido

El vector pDAN5-PRAI se sometié a una reaccion de restriccion con las enzimas Hindlll
y Nhel. Para la reaccion de digestion se adiciond el volumen necesario de vector purificado
correspondiente a 1 pg, 10 ul de “buffer” 2 de New England Biolabs (10x), 1 ul de BSA (100x),
1.5ul de cada enzima de restriccion y se complet6 el volumen con agua (grado milliQ) para tener
un volumen final de 100 pl. esta reaccion fue incubada por 12 horas a 37°C. Esta digestion fue
posteriormente corrida en un gel de agarosa al 1% y se cort6 la banda que corresponde al
tamafio del vector sin el inserto. Posteriormente se extrajo el DNA del gel de agarosa utilizando
el “kit” de Roche “High PCR Purification Isolation de Roche”.

Las enzimas de restriccion utilizadas, dependen de los sitios de restriccién que se van a
usar para clonar.

Protocolo 10- Reaccién de ligacidon de vector con inserto




La relacién molar de inserto: vector fue de 3:1, respectivamente. Se hizo un control
negativo de esta reaccién para asegurar la eficiencia de la digestion del vector, el cual no debe
recircularizarse en ausencia de inserto. Las reacciones se llevaron a un volumen final de 100 pl
de la manera siguiente:

- Xul de inserto previamente digerido (0.7 ug)
- X ul de vector previamente digerido (0.7 ug)

- 10 pl de “buffer” de ligacion (Fermentas 10X)
- 2ul de ligasa (Fermentas 1U/pul)

- Xul de agua grado milliQ

Esta reaccion fue incubada por 12 horas a 16°C. Posteriormente fue purificada mediante
precipitacion con butanol, secada en Savant por 5 minutos y resuspendiad en 10 ul de agua
grado milliQ.

Protocolo 11- Transformacidn de células electrocompetentes

Se transformaron 5 pyl de plasmido (1 pg de DNA) en 50 ul de células
electrocompetentes XL1-Blue usando celdas de 0.1 cm y un electroporador Gene Pulser, todos
ellos de Bio-Rad. Cada transformacion se recuperé en 980 ul de medio SOC, 10 pul de Glucosa
(2M) y 10 pl de MgCl, (1M) a 37°C en agitacion por 1 hora. Posteriormente se platearon 10 pl, 50
pl y 100 pl del cultivo celular recuperado en cajas de medio LB solido suplementado con el
antibiotico al que posee resistencia el plasmido.

Protocolo 12- Sintesis del plasmido completo mediante PCR
Esta es una reaccion de PCR en donde se amplifica completamente el plasmido

insertando las mutaciones o cambios disefiados en los oligos utilizados. La reaccion asi como
sus componentes fueron ajustados a un volumen final de 100 ul y los reactivos utilizados son los
siguientes:

- 1 ul de vector pDAN5-PRAI (25 ng)

- 1 ul de oligo pdanCodBAM- (25 pmol/ul)

- 1 ul de oligo pdanNoCodBAM- (25 pmol/ul)

- 5yl “buffer” de PCR para Pfu polimerasa (stock 10X)

- 5y dNTP’s (2.5 mM)

- 5 ul de Pfu polimerasa (purificada en el laboratorio)

- 2 ulde Taqg polimerasa (purificada en el laboratorio)

- 30 ul de agua grado milliQ

Las condiciones para esta reaccion fueron: primer ciclo de desnaturalizacién 95°C 5 min., 16
ciclos con las siguientes condiciones: 95°C 1 min., 60°C 1 min., 68°C 6 min. y una extension final
de 72°C 10 min.

Posteriormente esta reaccién fue llevada a un volumen final de 100 ul con “buffer” de la
enzima de restriccion Dpnl y agua grado milliQ, ademas se adicioné 1 ul de la enzima Dpnl y se
incubd por una hora a 37°C. Esta reaccion fue precipitada con butanol y secada en Savant por 5
min. y resuspendida en 10 pl de agua y fueron transformados 4 pl en células electrocompetentes
XL1-Blue.

Protocolo 13- Reaccidn general de PCR
Esta reaccién fue utilizada para amplificar segmentos de DNA de manera normal. Es

decir, se utiliz6 para hacer subclonaciones de un vector a otro y lo Unico que cambia en las
diferentes reacciones son los oligos usados para la amplificacion. Los reactivos a utilizarse
guedan de la siguiente manera:

- 1yl Templado (generalmente plasmido en un concentracion de 50 ng/pl)

- 1yl Oligo 1 (stock de 25 pmol/ul)

- 1yl Oligo 2 (stock de 25 pmol/ul)




- 10w “buffer’ de PCR para Pfu polimerasa (10X)

- 10u dNTP’s (2.5 mM)

- 5y Enzima Pfu polimerasa (purificada en el laboratorio)
- 72yl Agua grado milliQ

Las condiciones de las dos reacciones de PCR fueron: primer ciclo de desnaturalizacién
94°C 5 min., 30 ciclos con las siguientes condiciones: 94°C 1 min., 60°C 1:30 min., 72°C 1 min. y
una extension final de 72°C 10 min. Todas las reaciones de PCR se hicieron en un termociclador
iCycler de Bio-Rad®. Cada uno de estos productos de PCR fue purificado por electroforesis en
gel de agarosa al 1% utilizando el “kit” de Roche (“High pure PCR product purification Kit”) y
resuspendido en 100 pl de agua grado milliQ.

Protocolo 14- Reaccidon de amplificacién por PCR para armar el gen de la permutacion
circular de PRAI
Esta reaccion de PCR fue hecha para armar la permutacion circular de PRAI. Se hizo en

un volumen de 100 pl utilizando los siguientes reactivos:

- 15y Mitad producto de la amplificacion amino terminal del gen (300 ng)

- 15yl Mitad producto de la amplificacion carboxilo terminal del gen (300 ng)

- 1yl Oligo Hind3 permutaci (stock de 25 pmol/ul)

- 1yl Oligo BamHI permutaci (stock de 25 pmol/ul)

- 10ul “buffer” de PCR para Tag polimerasa (10X)

- 10w dNTP’s (2.5 mM)

- 4yl MgCI2 (50 mM)

- 5yl Enzima Taq polimerasa (purificada en el laboratorio)

- 39u  Aguagrado milliQ

En esta reaccion de PCR se agregaron los oligos Hind3 permutaci y BamHI permutaci
hasta el décimo ciclo. Por lo cual fueron 10 ciclos sin oligos y 20 ciclos con oligos. Las
condiciones utilizadas fueron: primer ciclo de desnaturalizacién 94°C 5 min., 30 ciclos con las
siguientes condiciones: 94°C 1 min., 60°C 1:30 min., 72°C 1:30 min. y una extension final de
72°C 10 min. Todas las reaciones de PCR se hicieron en un termociclador iCycler de Bio-Rad®.
Cada uno de estos productos de PCR fue purificado por electroforesis en gel de agarosa al 1%
utilizando el “kit” de Roche (“High pure PCR product purification Kit") y resuspendido en 100 ul de
agua grado milliQ.

Protocolo 15- Expresién de proteinas para el andlisis por “western blot” de fusiones a
CAT
- Inocular 5 ml de medio rico (Amp/Cm) con una colonia de células transformadas de la
cepa MC1061AthiE con el plasmido de la fusién pDAN 5-PRAI-CAT.
- Incubar por 12 horas a 37°C a 250 rpm
- Inocular de nuevo un tubo de 5 ml de medio rico (Amp/Cm) con 200 ul del cultivo anterior
- Incubar por 15 horas a 20 °C a 250 rpm
- Centrifugar los cultivos en tubos eppendorf de 2 ml a 4000 rpm por 5 min a 4 °C
- Desechar sobrenadante
- Resuspender en 200 ul de “buffer’ PBS suplementado con Complete™ (inhibidor de
proteasas)
- Sonicar incubando en un bafio de hielo con punta chica 5 veces por 10 segundos cada
vez, cuidar de no tocar las paredes del tubo ni hacer espuma
- Centrifugar a 11,000 rpm por 20 min a 4°C
- Transferir el sobrenadante a un tubo limpio lo cual constituye la fraccion soluble
- Resuspender el pellet en 100 pl de “buffer” PBS-Complete™ con 1% de SDS, incubar 10
minutos a 95°C. Esta es la fraccion insoluble
- Conservar las muestras a 4 °C para analizarlas por SDS-PAGE.




El uso de IPTG para inducir la produccion de proteina en esta cepa provocé que todas

nuestras variantes se fueran a cuerpos de inclusion, por lo que decidimos expresar sin IPTG.

Protocolo 16- Analisis por “western-blot” (“semi dry transfer”)

Preparar el gel de arcrilamida al 13% (SDS-Page)

Correr a 150 volts por aproximadamente 2 horas. Tener cuidado de que no baje el
“buffer” nunca de nivel

Antes de que las muestras salgan del gel preparar la camara de transferencia

Retirar el gel, siempre humectando con agua y depositarlo en una bandeja con agua
Cortar de 6 papeles filtro y una membrana de nitrocelulosa del tamafio del gel. Remojar
los papeles y la membrana en “buffer” de transferencia por 5 minutos.

Colocar 3 papeles filtro en el anodo de la camara, luego poner el gel con SDS y
posteriormente la membrana de nitrocelulosa y encima los tres papeles filtro restantes.
Cerrar la camara y colocar un peso fuerte para asegurar contacto. Correr una hora y
media a 80mA.

Después de la transferencia tomar la membrana y ponerla en un recipiente

Bloquear la membrana con 20 ml de TBST + 1mg de leche (leche Svelties Nestlé). Dejar
por 12 horas a 4°C

Lavar 3 veces con TBST por 10 minutos cada vez.

Incubar con el primer anticuerpo anti-CAT por una hora. Este anticuerpo esta en relacion
1:3000 en “buffer” TBST con 0.1% de leche. Incubar por una hora en agitacion
constante.

Lavar 3 veces con TBST por 10 minutos cada vez.

Incubar con el segundo anticuerpo (anti-Dig) acoplado a fosfatasa alcalina. Este
anticuerpo esta en relacion 1:5000 en “buffer” TBST con 0.1% de leche. Incubar por una
hora en agitacion constante

Lavar dos veces con TBST

Reveler con aproximadamente un mililitro de BCIP/NBT- blue (SIGMA)

Parar la reaccion de revelado con EDTA/agua 0.005 molar

Enjuagar con agua grado milliQ

Secar en medio de papel absorbente y digitalizarlo para su analisis

Protocolo 17- Sobreexpresién de proteinas en Vector pET28

Inocular 5 ml de medio LB (Km/Cm) con una colonia de células transformadas de la cepa
Rosetta 2 con el plasmido pET28

Incubar por aproximadamente 5 horas a 37 °C a 280 rpm (hasta alcanzar una OD600 =
0.5)

Incubar nuestro cultivo en hielo por 10 minutos

Agregar al cultivo 1mM de IPTG (Isopropil B-D-1-tiogalactopiranosido) para inducir la
expresion de nuestra proteina.

Incubar nuestro cultivo recién inducido en hielo por 10 minutos

Incubar los tubos en agitacién (280 rpm) por 14 horas a 20 °C

Centrifugar los cultivos en tubos eppendorf de 2 ml a 4000 rpm por 5 min a 4 °C
Desechar sobrenadante

Resuspender la pastilla del cultivo en 400 pl de “buffer” de sonicacion (fosfatos 10 mM,
pH 7.5, (0.5bmM EDTA pH 7.7, 50mM de NacCl, 5% glicerol, 0.1 mM DTT, 0.1 mM de
PMSF y 2.5 mg de lizosima).

Sonicar en hielo con punta chica 6 veces por 10 segundos cada vez, cuidar de no tocar
las paredes del tubo ni hacer espuma

Centrifugar a 11,000 rpm por 20 min a 4 °C

Transferir el sobrenadante a un tubo limpio. Esta constituye la fraccién soluble
Resuspender el pellet en 100 ul de “buffer” PBS-Complete con 1% de SDS, incubar 10
minutos a 95 °C. Esta es la fraccion insoluble.

Conservar las muestras a 4°C para analizarlas por SDS-PAGE.



Protocolo 18- Purificacidon por afinidad aresina de niquel (en pequefa escala)

16.
17.

18.
19.

20.

21.

22.

Agregar a un tubo eppendorf 200 pul de soporte de sefarosa (fast flow de Amersham).
Agregar 900 pl de agua para remover el etanol en el que estaba guardada para su
conservacion.

Centrifugar 3 minutos a 4 °C a una velocidad de 4000 rpm

Extraer la fraccion soluble (agua) de la columna de sefarosa

Repetirel paso 2y 3

Agregar 900 pl de una solucién de 10 mg/ml de NiCl, en 50mM de NaAcO pH 4.0.
Incubar en agitacion por 10 minutos a temperatura ambiente

Centrifugar por 3 minutos a 4 °C a 4000 rpm

Remover el sobrenadante (NiCl,) de la columna

Agregar 900 pl de agua e incubar en agitacion por 3 minutos

. Centrifugar 3 minutos a 4 °C a una velocidad de 4000 rpm
. Remover el agua de la columna
. Agregar a la columna, la fraccidn soluble de la sobreexpresion de nuestra proteina e

incubar a 4 °C en agitacién por 30 minutos.

. Centrifugar 4 minutos a 4 °C a 4000 rpm y desechar sobrenadante
. Agregar a la columna 700 pl de “buffer” A e incubar a 4 °C en agitacion por 5 minutos
. Centrifugar por 3 minutos a 4 °C a una velocidad de 4000 rpm y tomar sobrenadante en

un tubo (esta serd la fraccién de proteinas eluidas en nuestro “buffer” A)

Agregar a la columna 700 pl de “buffer” B e incubar a 4 °C en agitacion por 5 minutos
Centrifugar por 3 minutos a 4 °C a una velocidad de 4000 rpm y tomar sobrenadante en
un tubo (esta serd nuestra fraccién de proteinas eluidas en nuestro “buffer” B)

Agregar a la columna 700 pul de “buffer” C e incubar a 4 °C en agitacion por 5 minutos
Centrifugar por 3 minutos a 4 °C a una velocidad de 4000 rpm y tomar sobrenadante en
un tubo (esta sera nuestra fraccion de proteinas eluidas en nuestro “buffer” C)

Agregar a la columna 900 pl de “buffer” de elusién e incubar a 4 °C en agitacién por 15
minutos

Centrifugar por 3 minutos a 4 °C a una velocidad de 4000 rpm y tomar sobrenadante en
un tubo (esta sera nuestra fraccion de proteinas eluidas en nuestro “buffer” de elucion)
Analizar en un SDS-Page al 13 % las diferentes fracciones eluidas para ubicar en que
fraccion (gradiente de imidazol) eluye nuestra proteina de interés de manera mas puray
eficiente

Protocolo 19- Sobreexpresién de las proteinas con interés de purificar

Inocular 5 ml de medio LB (Km/Cm) con una colonia de células transformadas de la cepa
Rosetta 2 con el plasmido pET28

Incubar por 12 horas a 37 °C a 280 rpm

Con el cultivo anterior inocular un matraz de un litro de LB (Amp/Cm) e incubar a 37 °C
en agitacion (280 rpm) por aproximadamente 5 horas (hasta alcanzar una ODgy= 0.7)
Ya obtenida la densidad Optica especificada anteriormente poner el cultivo en hielo por
15 minutos

Agregar al cultivo IPTG (Isopropil B-D-1-tiogalactopiranosido) a una concentracion final
de 1 mM para inducir la expresién de nuestra proteina.

Incubar nuestro cultivo recién inducido en hielo por 15 minutos

Posteriormente incubar a 20 °C por 15 horas en agitacion (280 rpm)

Centrifugar los cultivos a 4000 rpm por 5 min a 4 °C y desechar el sobrenadante
Resuspender la pastilla del cultivo en 25 ml de “buffer” de sonicacion (fosfatos 10 mM,
pH 7.5, (0.5mM EDTA pH 7.7, 50mM de NacCl, 5% glicerol, 0.1mM DTT, 0.1 mM de
PMSF y 2.5 mg de lizosima).

Sonicar en hielo con punta grande 6 veces por 20 segundos cada vez, cuidar de no tocar
las paredes del tubo ni hacer espuma

Centrifugar a 17,000 rpm por 20 min a 4°C

Transferir el sobrenadante a un tubo falcon limpio y esa es la fracciéon soluble que sera
transferida a la columna de niquel para la purificacion de la proteina



Protocolo 20- Purificaciéon por afinidad a resina de niquel (a gran escala)
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Agregar 3 ml de soporte de sefarosa (fast flow de Amersham) en un tubo falcon
de 50 ml. Agregar 10 ml de agua para remover de la columna el etanol en el que
estaba guardada.

Centrifugar 3 minutos a 4 °C a una velocidad de 4000 rpm

Extraer la fraccion soluble (agua y etanol) de la columna de sefarosa

Repetir el paso 2y 3

Agregar 8 ml de una solucion de 10 mg/ml de NiCl, en 50 mM de NaAcO pH 4.0.
Incubar en agitacién por 10 minutos a temperatura ambiente

Centrifugar por 3 minutos a 4°C a 4000 rpm y remover el sobrenadante (NiCl,)
de la columna

Agregar 8 ml de agua e incubar en agitacién por 3 minutos a temperatura
ambiente y centrifugar por 3 minutos a 4°C a una velocidad de 4000 rpm
Remover el agua de la columna

Agregar a la columna, la fraccion soluble de la sobreexpresion de nuestra
proteina e incubar a 4 °C en agitacion por 30 minutos.

Centrifugar 4 minutos a 4 °C a 4000 rpm y desechar sobrenadante

Agregar a la columna 8 ml de “buffer” A e incubar a 4 °C en agitacion por 5
minutos

Centrifugar por 3 minutos a 4 °C a una velocidad de 4000 rpm y tomar
sobrenadante en un tubo (esta sera nuestra fraccion de proteinas eluidas en
nuestro “buffer” A)

Agregar a la columna 8 ml de “buffer” B e incubar a 4 °C en agitacion por 5
minutos

Centrifugar por 3 minutos a 4 °C a una velocidad de 4000 rpm y tomar
sobrenadante en un tubo (esta serd nuestra fraccién de proteinas eluidas en
nuestro “buffer” B)

Agregar a la columna 8 ml de “buffer” C e incubar a 4 °C en agitacion por 5
minutos

Centrifugar por 3 minutos a 4 °C a una velocidad de 4000 rpm y tomar
sobrenadante en un tubo (esta sera nuestra fraccion de proteinas eluidas en
nuestro “buffer” C)

Agregar a la columna 13 ml de “buffer” de elucién e incubar a 4 °C en agitacion
por 15 minutos

Centrifugar por 3 minutos a 4 °C a una velocidad de 4000 rpm y tomar
sobrenadante en un tubo (esta serd nuestra fraccién de proteinas eluidas en
nuestro “buffer” de elucion)

Analizar en un SDS-Page al 13 % las diferentes fracciones eluidas para ubicar
en que fraccidn (gradiente de imidazol) eluye nuestra proteina de interés de
manera mas pura y eficiente



Anexo 3. Soluciones

1.LB (1 litro)

0 10 g de triptona.

0 10gde NaCl

0 5 g de extracto de levadura

o0 Completar con agua miliQ a 1 It.
Para medio sélido

0 Agregar 15 g de bacto agar

2- PBS 1X (1 litro)
0 1.44 g Na2HPO4 (8mM)
0o 0.24 g KH2PO4 (1.5 mM)
o 0.2gKCI(3mMm)
0 8grde NaCl (137 mM)
AjustarelpHa 7.4

3-S0C
0 20 g de triptona
0 5 g de extracto de levadura de cerveza
o0 10 ml de NaCl 1M
o0 2.5mlKCl1M
Completar con agua milliQ a 1 It.

4- Ampicilina
0 200 pg de ampicilina/ml
0 Agua como solvente
0 Para esterilizarse se filtra
0 Guardar a -20°C

5- “Buffer” de sonicacion
o 10 mM fosfato de potasio pH 7.6
0.5 mM EDTApH 7.7
50 mM NaCl
5% glicerol
0.1 mM DTT (agregar en fresco)
0.1 mM de PMSF
1 mg/ml de lizosima

O O0OO0O0O0O0

6- “Buffer” de purificacién para permeacion en gel
o0 10 mM fosfato de potasio pH 7.6
0 1mMde EDTA
o 04mMDTT

7- “Buffer” A (50 ml)
o 50 mM fosfato de potasio pH 7.6
0 1 Mde NaCl
0 10 mM de imidazol

8- “Buffer” B (50 ml)
o 50 mM fosfato de potasio pH 7.6
0 1Mde NaCl
0 20 mM de imidazol

9- “Buffer” C (50 ml)
o 50 mM fosfato de potasio pH 7.6



o 100 mM de NaCl
o 100 mM de imidazol

10- “Buffer” de elucién
o 50 mM fosfato de potasio pH 7.6
o 100 mM de NaCl
o0 500 mM de imidazol

11- “Buffer” de regeneraciéon de columna de niquel
0 10 mg/ml NiCl,
0o 50 mM NaAc pH 4.0



Anexo 4. Figuras del analisis de “western blot”

Figura 22. Andlisis para el banco del asa 4 de ureasa

Figura 23. Andlisis para el banco del asa 2 de mandelato racemasa

Figura 24. Andlisis para el banco del asa 6 de porfobilindgeno sintasa
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