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RESUMEN

El género Streptomyces pertenece al grupo de los Actinomicetos, bacterias Gram-positivas con alto
contenido de guanina-citosina en su genoma que presentan un ciclo de vida muy complejo parecido al de
los hongos. Han sido reconocidos por su capacidad de producir una gran variedad de compuestos con
actividad biolégica importante como antifingicos, inmunosupresores, herbicidas y antibiéticos, entre
otros. A estos compuestos se les clasifica como metabolitos secundarios al ser producidos en la etapa
tardia del crecimiento de la bacteria. Dada la importancia industrial y farmacéutica de estos compuestos,
los estreptomicetos han sido objeto de una extensa investigacién sobre los mecanismos que regulan la
sintesis de los productos bioactivos. Uno de los més frecuentes es la represion catabdlica por carbono,
que consiste en la utilizacion preferencial de una fuente de carbono sobre otras fuentes presentes y que
afecta directamente la sintesis de metabolitos secundarios. El sistema de fosfotransferasa ha sido
descrito como el principal mecanismo de represién catabdlica en bacterias como Escherichia coli y
Bacillus subtilis, con algunas variaciones entre ellas. Sin embargo, el mecanismo de represion catabdlica
por carbono global para los estreptomicetos no parece tener relacion con el sistema de fosfotransferasa y
aln no ha sido esclarecido. En el caso de Streptomyces coelicolor, el organismo més estudiado de este
género, se sabe que la glucosa cinasa desempefia un papel regulador importante para dicho mecanismo.
No presenta dominios de unién a ADN y su actividad reguladora es independiente de la actividad
enzimética. Se sospecha que la forma en la que actla es uniéndose a otras proteinas reguladoras como
por ejemplo, el represor del oper6n de maltosa. Mediante técnicas de biosensores se observd que la
glucosa cinasa se une a una proteina no identificada. En Streptomyces peucetius var. caesius, productor
del antitumoral doxorrubicina, la glucosa cinasa también parece formar parte importante en el mismo
sistema de regulacién por carbono. Aun cuando la glucosa cinasa de S. coelicolor es muy parecida a la
de S. peucetius var. caesius, presentan diferencias de estabilidad: la de este Ultimo es muy inestable en
su conformacion como tetrdmero y sélo se estabiliza en presencia de un exceso de glucosa. Aln con
esta pequefia diferencia se propone que la glucosa cinasa de S. peucetius var. caesius también se une a
proteinas para ejercer su papel como regulador. El objetivo de este trabajo fue evaluar la capacidad que
presenta la glucosa cinasa de S. peucetius var. caesius para unirse a otras proteinas. Se emple6 la
metodologia de unidn proteina-proteina por far-western y pull-down. Sin embargo, no se pudo identificar
alguna proteina que establezca una union estable con la glucosa cinasa bajo las condiciones evaluadas.
Quiza esto sea debido a que la glucosa cinasa requiera de alguna modificacion post-traduccional para
poder unirse a otras proteinas, 0 quiza la unién podria darse con alguna proteina ubicada en membrana,

las cuales no fueron incluidas en este estudio.
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1. INTRODUCCION

1.1 ;,Qué son los Streptomyces?

El género Streptomyces pertenece a la familia Streptomycetaceae y a la clase Actinobacteria. Son
bacterias Gram-positivas con alto contenido de guanina y citosina en su genoma, generalmente aerobias
estrictas, distribuidas principalmente en suelos. Presentan en su ciclo de vida una diferenciacién morfo-
fisiolégica Unica dentro de los procariontes. A diferencia de la mayoria de las bacterias que son
unicelulares y se multiplican por fisidn binaria, los Streptomyces presentan un crecimiento vegetativo
miceliar parecido al de los hongos, que se nutre principalmente de polimeros insolubles, como almidén y
celulosa presentes en las plantas, mediante la secrecién y accién de una variada gama de enzimas

hidroliticas extracelulares (Hodgson, 2000).

Una vez que los nutrientes se han agotado, se inicia un proceso complejo de diferenciacion, el cual
comienza con el surgimiento de hifas aéreas que crecen nutriéndose de la lisis del micelio vegetativo.
Posteriormente, las hifas aéreas se enroscan y se septan para dar lugar a la formacién de esporas que al

germinar vuelven a generar micelio vegetativo (Figura 1).
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Figura 1. Ciclo de vida de Streptomyces. Tomado y modificado de Chater 1998.




El complejo ciclo de vida de los Streptomyces culmina con la formacion de un micelio aéreo esporulante,
la produccion simultanea de antibidticos y de enzimas extracelulares capaces de solubilizar polimeros

complejos de las plantas le permiten desarrollar el micelio aéreo (Figura 2).

Micelio aéreo
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primario

Micelio aéreo
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Micelio
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Figura 2. Fotografia del crecimiento de una colonia en agar. El diagrama y la fotografia muestran coémo la presencia del
antibidtico (en rojo) protege los nutrientes liberados de las células muertas (en blanco) lo cual permite el desarrollo del micelio aéreo

y la formacion de esporas (en negro). Tomado y modificado de Chater (2006).

Este género es importante debido a que durante la fase estacionaria de crecimiento produce una gran
variedad de metabolitos secundarios con propiedades bioldgicas relevantes. El metabolito secundario
mas familiar es la geosmina, el cual imparte a los suelos su olor caracteristico a “tierra mojada”. Los
metabolitos secundarios mas importantes producidos por el género Streptomyces son los antibiéticos. En
los afios 90’s se tenian identificados 6000 antibidticos diferentes producidos por bacterias, de los cuales

el 85% fue identificado a partir de bacterias pertenecientes al género Streptomyces (Goodfellow y
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O’Donnell, 1992). Ademas de los antibidticos, los Streptomyces también producen otros compuestos con

diferentes actividades bioldgicas de gran importancia clinica y en la industria de alimentos (Tabla ).

Tabla I. Algunos ejemplos de compuestos producidos por el género Streptomyces (Hopwood, 2000).

ACTIVIDAD BIOLOGICA
DEL METABOLITO

METABOLITO

MICROORGANISMO

SECUNDARIO
Antibiodtico Estreptomicina S. griseus
Tetraciclina S. rimosus
Neomicina S. fradiae
Cloranfenicol S. venezuelae
Gentamicina S. griseus
Antifingico Natamicina S. natalensis
Anfotericina S. nodosus
Anticancerigeno Doxorrubicina S. peucetius
Bleomicina S. verticillus
Mitomicina S. caespitosus
Inmunosupresor Rapamicina S. hygroscopicus
Herbicida Bialafos S. hygroscopicus
Enzimas extracelulares Mananasas S. olivochromogenes
Xilanasas S. lividans
o-amilasas S. venezuelae

Al contrario de los metabolitos primarios, los metabolitos secundarios no son esenciales para el
crecimiento de los microorganismos que los producen (Vining, 1992). Sin embargo, les proporcionan
ventajas competitivas a los mismos en su habitat, como la inhibicibn del crecimiento de otros
microorganismos que compiten por los mismos nutrientes (Beppu, 1992). Sin embargo, la sintesis de los
metabolitos secundarios se encuentra regulada por la fuente de carbono disponible que tenga el
estreptomiceto (Chater et al., 2006; Sanchez et al., 2010).
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1.2 Utilizacion preferencial de las fuentes de carbono disponibles: represidon catabélica por
carbono

La mayoria de las bacterias pueden usar selectivamente los substratos de una mezcla de fuentes de
carbono. La presencia de fuentes de carbono preferenciales previene la expresion, y frecuentemente, la
actividad de sistemas catabdlicos que permiten el uso de fuentes de carbono secundarias. Este tipo de
regulacion es llamada represion catabodlica por carbono (RCC), y se puede llevar a cabo por distintos
mecanismos reguladores tales como la represién y el control de la traducciéon por alguna proteina de
union a RNAm en diferentes bacterias. Las fuentes de carbono pueden ser co-metabolizadas o la
bacteria puede usar preferentemente la mas accesible, cuyo consumo genere un crecimiento mas rapido.
En muchos organismos la glucosa es la fuente de carbono preferencial y frecuentemente previene el uso
de otras fuentes de carbono secundarias. La preferencia por glucosa sobre otras fuentes de carbono
genera la llamada represion catabélica por glucosa (RCG), o en forma mas general, RCC. En otras
bacterias como Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium longum y Pseudomonas aeruginosa la
glucosa no es de uso preferencia, los genes necesarios para la utilizacion de glucosa son reprimidos por
la presencia de su fuente de carbono preferencial, proceso conocido como RCC reversa (Collier et al.,
1996; Van den Bogaard et al., 2000; Parche et al., 2006). En la actualidad la RCC se define como un
fenémeno de regulacion por medio del cual la expresion de los genes que codifican para el uso de
fuentes de carbono secundarias y/o las actividades de las enzimas correspondientes, son limitadas en
presencia de una fuente de carbono preferencial, como la glucosa (Goérke y Stiilke, 2008). Alrededor del
5-10% de los genes de las bacterias se encuentran sujetos a regulacion por el proceso de RCC (Yoshida
et al., 2001). Sin embargo, se seba de dos bacterias patdgenas que no presentan regulacion por RCC,
Chlamydia trachomatis y Mycoplasma pneumoniae tienen un genoma pequefio y se adaptan sélo a

algunos ambientes, no requieren de regulacion (Nicholson et al., 2004; Halbedel et al., 2007)

La RCC ha sido estudiada en los microorganismos modelo Escherichia coli y Bacillus subtilis. El sistema
de describe la RCC en ambos microorganismos es conocido como sistema de fosfotransferasa
carbohidrato-fosfoenolpiruvato (PTS). En E. coli, la RCC es regulada por la prevencién de la activacion
transcripcional de genes catabdlicos en presencia de glucosa. En contraste, en B. subtilis, la RCC esta
regulada negativamente por una proteina represora expresada en presencia de glucosa (Gorke y Stilke,
2008).

1.3 ,Como funciona el sistema de represion catabodlica por carbono en E. coli?

En el mecanismo de RCC descrito para E. coli los componentes esenciales son la proteina CRP (Cyclic
AMP Receptor Protein) también llamada CAP (Catabolite gene-Activator Protein), la sefial dada por el
metabolito AMPc, la adenilato ciclasa y la enzima EIIA componente del PTS. La regulacion de la RCC

esta dada por el estado de fosforilacion de la enzima EIIA. Esta enzima se encuentra predominantemente
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desfosforilada cuando E. coli crece rapidamente en presencia de una fuente de carbono que es
metabolizada rapidamente como la glucosa (Hogema et al., 1998; Bettenbrock et al., 2007). La enzima
ElIA fosforilada ejerce su efecto regulador activando a la enzima unida a membrana, la adenilato ciclasa.
Una vez que se ha sintetizado AMPc por la adenilato ciclasa, éste se une a la proteina CRP. El complejo
CRP-AMPc activa los promotores de muchos genes catabdlicos y de operones. Estos promotores por lo
general son débiles y deben ser activados para que la ARN polimerasa pueda unirse (Busby S y Ebright
R, 1999)

AMP AMP,
Lactosa Lactosa N \
Maltosa Maltosa .
P P
Glucosa nc 13 \“/ Piruvato
Enzimal
XX Lo K
P P
".,‘ Exclusion
Glucosa 6- ., del
fosfato gloeter

o,

Figura 3. Modelo del mecanismo de represion catabdlica por carbono en Escherichia coli. En amarillo se muestra el sistema
bajo condiciones no represoras y en blanco en condiciones represoras. En el sistema de transporte de fosfotransferasa (PTS)
participan las enzimas El, HPr y EllAg. principalmente. En presencia de glucosa, el PTS internaliza y fosforila el carbohidrato
tomando el grupo fosfato a partir de la enzima EllAg, la cual ejerce la exclusiéon del inductor de otra fuente de carbono. Por el
contrario, en ausencia de la glucosa, EllAg. permanece fosforilada, activa a la adenilato ciclasa (AC). La AC sintetiza AMPc, el cual
se une a su receptor (CRP) activando la transcripcion de genes sensibles a la RCC. (Tomado y modificado de Sanchez et al., 2010).

El sistema PTS requiere de dos fosfotransferasas, la enzima | (El) y HPr (Hot shock Protein) ademas de
una gran cantidad de permeasas especificas para diferentes carbohidratos, llamadas enzimas Il (Ell). En
general, la transferencia del grupo fosfato se da desde el fosfoenolpiruvato (PEP) hacia la enzima |, luego

HPr, a la enzima Il y finalmente hacia el carbohidrato.
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El sistema PTS es el mas importante en el transporte y fosforilacién de carbohidratos en E. coli. Fosforila
y regula el transporte de carbohidratos, regula indirectamente la expresion de genes cuyos productos
estan involucrados en el catabolismo de diferentes azlcares y modula la sintesis de AMP ciclico (AMPc).
Los niveles intracelulares de AMPc activan la sintesis de muchas enzimas catabdlicas sensibles a
represién al unirse con la proteina receptora de AMPc (CRP) y actuar sobre los promotores sensibles a

RCC estimulando su transcripcién (Stilke y Hillen, 1999).

1.4 ;Y qué pasa con B. subtilis?

Los componentes principales del sistema PTS para B. subtilis son el factor transcripcional CcpA
(catabolite control protein A), la proteina HPr del PTS, la enzima bifuncional HPr cinasa/fosfatasa (HprK)
y metabolitos intermediarios de la glucolisis fructosa-1,6-bifosfato (FBP) y la glucosa 6-fosfato

(Titgemeyer y Hillen, 2002; Warner y Lolkema, 2003).

La mayoria de las sefiales en la RCC estdn dadas por el componente HPr. La enzima HPr puede ser
fosforilada por dos mecanismos diferentes, en la histidina-15 por la enzima | del PTS, y en la serina-46
por una HPr cinasa-fosfatasa dependiente de ATP, esta Ultima activada por metabolitos como la FBF
(Nessler et al., 2003).

La RCC en B. subtilis responde a dos mecanismos diferentes, la represién de genes catabdlicos y
operones por la proteina de control catabdlico CcpA, la cual previene la transcripcién de genes al actuar
en cis sobre elementos de respuesta al catabolito (cre), y segundo por la no induccién de los operones.
La enzima HPr fosforilada controla las enzimas que generan el inductor o activadores transcripcionales
(Jones et al., 1997).

La proteina HPr fosforilada Ser-46 activa a la proteina de control catabdlico (CcpA), uniéndose a ella e
induciendo una conformacion que tiene alta afinidad por elementos de respuesta a catabolitos (cre). De
esta manera el complejo CcpA y HPr (Ser-P) unido en la secuencia cre (reguladoras de los operones

sensibles a la RCC) inhibe el inicio de la transcripcion (Figura 4).




Activacion de operones catabdlicos
I ' Membrana

celular

ADP

)‘ @\

VAVAYA

Represion de genes catabdlicos

Figura 4. Modelo del mecanismo de represion catabélica por carbono en B. subtilis. La proteina HPr puede ser fosforilada en
Ser46 por la HPr cinasa/fosfatasa (HPrK). Esta fosforilacién ocurre cuando la concentracion intracelular de fructosa 1,6-bifosfato
(FBP) y de ATP son altas, reflejo de la presencia de una fuente de carbono preferencial. HPr (Ser-P) se une a la proteina CcpA,
interacciéon promovida por intermediarios de la glucélisis como FBP y glucosa 6-fosfato (Glu-6-P). El complejo CcpA y HPr (Ser-P)
se une en secuencias cre en el ADN y asi reprime la transcripcion de genes catabdlicos. La HPrK también desfosforila la HPr (Ser-
P) bajo condiciones de alta concentracion de fosfato inorganico y bajas de ATP, lo que refleja condiciones nutricionales
desfavorables. La HPr (His-P) contribuye a la RCC en ausencia de glucosa, la HPr (His-P) fosforila a la glicerol cinasa (GIpK) y
reguladores transcripcionales que contienen dominios reguladores por fosfoenolpiruvato (PRD). En presencia de glucosa, se
reprime la activacion de los reguladores PRD por su inductor, mecanismo que ha sido nombrado como prevencion de la induccion
(Tomado y modificado de Gérke y Stiilke, 2008).

1.5 ¢Qué se sabe de la RCC en Streptomyces?

En el género Streptomyces, la utilizacion preferencial de fuentes de carbono facilmente metabolizables,
la sintesis de metabolitos secundarios y la diferenciacion morfolégica estan sujetos de regulacion
catabdlica por carbono (Angell et al., 1992; Briickner y Titgemeger, 2002; Hodgson, 2000; Titgemeger y
Hillen, 2002). Aunque el fenomeno de RCC ha sido estudiado en actinobacterias pertenecientes al
género Streptomyces, en Bifidobacterium longum y Corynebacterium glutamicum, hasta el momento no

se han descubierto mecanismos comunes de RCC en este grupo de bacterias. En S. coelicolor, la RCC
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de genes que estan involucrados en la utilizacion de fuentes de carbono secundarias parece ser
independiente del sistema PTS (van Wezel et al., 2007). En S. coelicolor, S. lividans y S. griseofuscus se
han identificado dos enzimas del sistema PTS, la enzima | (El) y HPr, y la permeasa especifica de
fructosa (enzima Ell), las cuales son necesarias para la incorporacién de fructosa y para ejercer represién
sobre la glicerol cinasa de S. coelicolor. También han sido identificados los genes de las enzimas
involucradas en el sistema PTS para el transporte y concomitante fosforilacion de la N-acetilglucosamina
(El, HPr y Ell) (Nothaft et al., 2003; Titgemeyer et al., 1995; Wang et al., 2002). Sin embargo, la delecién
del gen ptsH que codifica para HPr no tiene efecto en la represién por glucosa sobre la sintesis de
agarasa, galactocinasa y glicerol cinasa, lo cual sugiere que este sistema PTS no tiene un papel global
en la RCC para el género de Streptomyces (Butler et al., 1999; Parche et al., 1999).

1.6 La glucosa cinasa parece ser un jugador central en el proceso de represion catabdlica por
carbono en el género de Streptomyces.

Se ha encontrado que la glucosa cinasa (GIk) juega un papel central en la RCC en S. coelicolor
(Hodgson, 1982). Existen reportes de mutantes en S. coelicolor resistentes al analogo no metabolizable
de la glucosa, la 2-desoxiglucosa (DOG) las cuales son deficientes en la represién por glucosa. La
pérdida de represion por glucosa en tales mutantes correlaciona con la ausencia de actividad de Glk
dependiente de ATP (Seno y Chater, 1983). Interesantemente, cuando estas mutantes fueron
complementadas con el gen glk de la bacteria Gram-negativa Zymomonas mobilis, se restablecio la
actividad de Glk, la utilizacién de glucosa, pero no la represion ejercida por este carbohidrato (Angell et
al., 1994).

De la misma forma, se realizé la complementacion con el gen glk de S. coelicolor, restaurandose la
actividad de Glk y el efecto de represion por glucosa sobre el uso de otros carbohidratos (Ikeda et al.,
1984; Angell et al., 1992). Estos resultados sugieren la existencia de la actividad reguladora, diferente de

la actividad catalitica de la enzima, necesaria para llevar a cabo la RCC en este microorganismo.

Se obtuvieron resultados similares con una serie de mutantes al azar resistentes a DOG de S. peucetius
var. caesius (Segura et al., 1996; Escalante et al., 1999), microorganismo de importancia industrial,
productor del antitumoral doxorrubicina. Una de estas mutantes (Dog"-21) presenta deficiencia en la
actividad de GIk, un fenotipo insensible a la represidn por glucosa de varios genes, incluyendo aquellos
involucrados en la sintesis de antraciclinas y la utilizacion de otras fuentes de carbono (Segura et al.,
1996). Ademas de presentar una deficiencia en la actividad de Glk, present6 una disminucion del 50% en
el transporte de glucosa comparado con lo observado en la cepa silvestre (Escalante et al., 1999). La
insensibilidad a RCC fue correlacionada con la pérdida de la actividad enzimética de Glk (Segura et al.,
1996; Escalante et al., 1999).
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Por otra parte, Kwakman y Postma (1994) demostraron que no habia efecto de represion por carbono
sobre las enzimas glicerol cinasa y agarasa en las mutantes resistentes a DOG de S. coelicolor, crecidas
en diferentes fuentes de carbono que no son metabolizadas a través de la glucosa cinasa. Debido a que
Glk no esta involucrada en el metabolismo de fuentes de carbono diferentes a la glucosa, se concluyé
que la presencia de de la glucosa cinasa, mas que el flujo a través de esta enzima, es importante para
ejercer la RCC. Adicionalmente, se demostré que la sobre-expresion del gen glkA provoca la pérdida de

represion por glucosa (Kwakman y Postma, 1994).

Interesantemente, Glk no contiene sitios de uniéon a ADN, por lo que es poco probable que regule
directamente la transcripcién (Titgemeger et al., 1994). Sin embargo, se ha propuesto que la Glk podria
transmitir eventualmente la sefial de RCC via la interaccién directa con factores reguladores de la
transcripcion (Angell et al., 1992; Mahr y Titgemeger, 2001), los cuales pueden incluir reguladores
especificos como MalR y GylIR, represores de los operones de maltosa y glicerol, respectivamente, o
reguladores generales como CcrA y BldB (Pope et al., 1996; van Wezel et al., 1997).

También se ha sugerido que la Glk podria ser activada por algin metabolito y como consecuencia podria
sufrir algin cambio conformacional, el cual le permitiria interaccionar con reguladores operén-especificos,
provocando RCC de los operones catabdlicos respectivos (Gérke y Stiilke, 2008). Existen evidencias de
que la Glk esta asociada a membrana cuando las células son cultivadas en presencia de glucosa o
cuando se sobre-produce la glucosa permeasa (GlcP). La asociacién con membrana se correlaciona con
la alta actividad de GIk y la presencia de dos isoformas de menor tamafio a Glk. Se ha supuesto que las
modificaciones post-traduccionales serian decisivas para que la Glk funcione como enzima o como

proteina reguladora (van Wezel et al., 2007).

Mahr y colaboradores (2000) demostraron mediante estudios de resonancia de plasmones de superficie
que la proteina recombinante His-Glk de S. coelicolor interacciona con otras proteinas del mismo
microorganismo. Sin embargo, la técnica no permite identificarlas. Posteriormente, trataron de determinar
qué proteinas interaccionan con Glk mediante ensayos de pull-down, inmunoprecipitaciéon y con el
sistema de doble hibrido. Sin embargo, no se encontré ninguna proteina que interaccione con Glk (Mahr
et al., 2000).

1.7 ¢ Qué caracteristicas tiene la glucosa cinasa?

La clonacién y secuenciacién de glk de S. coelicolor y S. peucetius var. caesius (Angell et al., 1992;
Ramos et al., 2004) mostraron que la Glk es un miembro de la familia de proteinas ROK (Repressor,
ORF, Kinases), presentando el 95% de identidad entre estas dos proteinas. La diferencia entre estas dos

proteinas esta dada en los Ultimos 11 amino&cidos del extremo C-terminal (Imriskova et al., 2001). La
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superfamilia ROK representa un grupo diverso de proteinas procaridticas que incluye represores de
respuesta transcripcional, los cuales exponen en el amino terminal una secuencia de union a ADN
(hélice-vuelta-hélice), como el de N-acetilglucosamina (NagC) de E.coli y el represor del operdn de xilosa
(XyIR) de B. subtilis. Esta superfamilia también incluye azlcar cinasas, las cuales poseen una estructura
primaria altamente conservada. Sin embargo, a diferencia de las proteinas represoras, la Glk de S.
coelicolor y de S. peucetius var. caesius carece de un dominio de union a ADN en la regiéon N-terminal,
presente en las proteinas represoras (Titgemeyer et al., 1994), por lo que no es probable que regulen la

transcripcion directamente.

Dentro de las cinasas de la familia ROK se encuentran las glucosa cinasas de Mycobacterium
smegmatis, Mycobacterium tuberculosis, S. coelicolor, Bifidobacterium longum, C. glutamicum y B.
subtilis. Un alineamiento de sus secuencias revel6 que alrededor del 12% de los aminoacidos se
encuentran conservados en estas especies. Entre estos residuos se encuentran los que participan en la
unién a glucosa y ATP (Pimentel-Schmitt et al., 2007). El motivo de unién al ATP se encuentra ubicado
en el extremo N-terminal y es denotado por la secuencia D-X-G-X-T (Kawai et al. 2005; Larion et al.,
2007). De manera similar, S. coelicolor, S. avermitilis, S. griseus y el propio S. peucetius var. caesius
poseen la secuencia de aminoacidos D-I-G-G-T y es muy posible que esta region constituya el sitio de
union al ATP de la Glk (Angell et al., 1994).

Imriskova et al., (2001) purifico y caracterizé la glucosa cinasa de Streptomyces peucetius var. caesius,
encontrando que el 96% de la actividad enzimatica se localiza en citoplasma y se detecta como una sola
banda en un gel de poliacrilamida nativo (zimograma), sugiriendo la ausencia de isoformas. En S.
coelicolor detectaron la presencia de isoformas de Glk de menor tamafio mediante western-blot obtenido
a partir de un gel SDS-PAGE (van Wezel et al.,, 2007). Sin embargo en estos estudios se utilizaron
diferentes medios de cultivo, medio YMG (0.3% Yeast, 0.3% Malt y 1.8% Glucose) y medio minimo
complementado con 1% de glucosa, respectivamente. Al realizar la comparacion entre las caracteristicas
de glucosas cinasas de estos microorganismos (Imriskova et al., 2005), se encontr6 que son muy
similares. Los datos de velocidad maxima y K., observados en la tabla Il demuestran que la Glk de S.
coelicolor presenta mayor eficiencia para realizar la fosforilacion de la glucosa. En ambos casos, la Glk
estd compuesta de cuatro subunidades idénticas de 317 aminoéacidos y un tamafio aproximado de 32
kDa cada una.
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Tabla Il. Propiedades bioquimicas de la glucosa cinasa de S. coelicolor y S. peucetius var. caesius. Tomado y modificado

de Imriskova et al., 2005.

Glucosa cinasa

S. coelicolor  S. peucetius var. caesius

Temperatura 6ptima de actividad 33°C 42°C

pH éptimo de actividad 7.6 7.5

Pi 8.4 8.4

Vimax (Nmol/min mg) 1666.7 + 170 1086.7 + 28.6
Km "% (mmol) 1.4+0.1 1.6+0.2
K "9 (mmol) 0.5+0.1 0.8+0.1

AUn cuando las caracteristicas de las enzimas Glk de estos microorganismos son muy parecidas, se
encontré un dato interesante (Imriskova et al., 2005). La Glk de S. coelicolor forma un homotetramero
muy estable en presencia y ausencia de glucosa y, en contraste, la Glk de S. peucetius var. caesius se
encontré6 como homotetrdmero cuya estructura es inestable en ausencia de glucosa, ésta se estabiliza en
presencia de glucosa a una concentracion de 100 mM (Imriskova et al., 2001). Al ser dos enzimas tan

similares, se puede pensar que el mecanismo mediante el cual regulan el proceso de RCC sea el mismo.

A pesar de que aparentemente la Glk es importante en el mecanismo de RCC, aln no se ha esclarecido

totalmente su funcién. Aunque se postule que GIk y GIcP interaccionan, esto no ha sido comprobado.

1.8 Deteccion de interacciones proteina-proteina
El estudio de la interaccion entre proteinas se ha vuelto fundamental para entender algunas de las tantas
funciones que desempefian dentro de una célula. Se puede llegar a conocer la funcion de alguna
proteina realizando estudios de interaccién proteina-proteina. La funcién de alguna proteina se puede
descubrir si ésta es “capturada” interaccionando con otra proteina de funcién conocida. Cuando se
establece una interaccion se pueden medir algunos parametros que permitan elucidar la funcién de la
proteina en estudio. Algunos de los cambios perceptibles en una interaccién proteina-proteina son:

e Modificacion de las propiedades cinéticas de las enzimas. Esto puede ser un cambio sutil en el

nivel de unién al sustrato o de efecto alostérico.

e Formacion de un nuevo sitio de union, por lo general pequefias moléculas efectoras.

e Inactivacion de la enzima.

e Cambios en la especificidad del sustrato.

e Funcién como regulador.
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Las interacciones proteinicas pueden ser definidas como estables o transitorias, ambas pueden ser
fuertes o débiles. Las interacciones estables son aquellas asociadas a la purificaciéon de complejos
compuestos por multiples subunidades. Un ejemplo de ello es la ARN polimerasa y la hemoglobina. Las
interacciones transitorias pueden ser rapidas o lentas y controlan la mayoria de los procesos celulares,
son temporales en la naturaleza y por lo general requieren de condiciones especificas que promuevan la
interaccién (Phizicky E y Fields S, 1995).

Tabla Ill. Métodos de andlisis de interacciones proteinicas

Andlisis Método

in vivo Sistema de doble hibrido

Reactivos “Crosslinking”

in vitro Co-inmunoprecipitacion (Co-IP)

Reactivos “Crosslinking”

Far-western

Pull-down

Resonancia de plasmones de superficie

1.9 Métodos de andlisis de interacciones proteinicas in vivo
Para determinar la interaccion de dos o mas proteinas es primordial identificar la interacciéon en

condiciones naturales. Esto se puede conocer mediante técnicas de andlisis in vivo.

1.9.1 Sistema de doble hibrido

El sistema de doble hibrido en levadura usa el proceso de transcripcion para hacer predicciones acerca
de la interaccién entre proteinas (Tabla IIl). La técnica consiste en la activacion de un gen reportero por la
accion de un factor transcripcional que se une a la secuencia reguladora UAS (upstream activating
sequence), localizada rio arriba del sitio de inicio de la transcripcién. El factor de transcripcion se
encuentra dividido en dos fragmentos, uno que reconoce UAS vy el otro que promueve la activaciéon de la
magquinaria de transcripcion. Cada uno de los fragmentos es fusionado a las proteinas cuya interaccion
se desea analizar. Si las proteinas forman un complejo entre si, los dos fragmentos del factor de

transcripcion se encontraran y el gen reportero seré transcrito (Williamson M y Sutcliffe M, 2010).

1.9.2 Reactivos Crosslinking
El “crosslinking” es el proceso de unién quimica entre dos moléculas mediante un enlace covalente
(Tabla Ill). Los reactivos crosslinking son moléculas que contienen dos extremos reactivos capaces de

reaccionar con los grupos funcionales presentes en las proteinas como amina primaria, carboxilo y
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sulfhidrilo. EIl reactivo es elegido con base en su reactividad quimica, especificidad por algin grupo
funcional o por alguna otra caracteristica como solubilidad, permeabilidad en membrana, la reversion de
la uniébn o la presencia de grupos foto-reactivos. Esta metodologia permite “atrapar” interacciones
proteicas estables o transitorias dentro de su ambiente natural. Los nuevos foto-reactivos derivados de
aminoacido (L-foto-metionina y L-foto-leucina) pueden ser sustituidos por los aminoacidos intrinsecos de
la proteina a analizar. Estas proteinas pueden ser activadas con luz ultravioleta dando lugar a la
formacion de un enlace covalente con la proteina que se encuentre interaccionando de forma natural. Las
proteinas atrapadas en el complejo con el reactivo crosslinking pueden ser detectadas por un decremento
en el corrimiento en SDS-PAGE y posteriormente por western-blot (Rehm H, 2006; Tang y Bruce, 2010).
Los métodos de analisis de interacciones proteinicas in vitro se usan comunmente solo para confirmar los

resultados obtenidos por alguna metodologia in vivo.

1.10 Co-inmunoprecipitacién

El principio de la inmunoprecipitacién consiste en que un anticuerpo (monoclonal o policlonal) contra un
antigeno especifico, forme un complejo con su antigeno en una muestra (como un lisado celular).
Después el complejo es capturado en un soporte sélido en el cual la proteina A o la proteina G ha sido
inmovilizada (la proteina A o G une al anticuerpo, el cual esta unido al antigeno). Se le llama precipitacién
al proceso de recuperar el complejo formado en la muestra. Las proteinas que no participan en el
complejo son eliminadas con lavados del sistema inmovilizado. Finalmente el complejo formado es eluido
del soporte y analizado mediante SDS-PAGE y western blot (Phizicky E y Fields S, 1995).

1.11 Pull-down

Consiste en purificacién por afinidad, muy similar al método de co-inmunoprecipitacién excepto porque la
proteina de interés es usada como anzuelo. La proteina de interés es inmovilizada mediante afinidad por
una etiqueta (por ejemplo un tallo de histidinas), generando un segundo soporte de afinidad que permita
purificar otras proteinas que establezcan una interaccion con la proteina inmovilizada. EI complejo

proteico es eluido y analizado por SDS-PAGE y western-blot (Phizicky E y Fields S, 1995).

1.12 Resonancia de plasmones de superficie

Consiste en inmovilizar la proteina de interés en una placa de metal (oro, plata o paladio). A esta placa se
le hace incidir un laser, cuando la luz incide con un angulo especifico, el cual depende de la frecuencia, el
grosor de la capa metdlica y el indice de refraccién del medio que se encuentra inmediatamente sobre la
superficie metalica y se mide la luz reflejada. Después se hace pasar el extracto proteico donde se
sospecha se encuentran las proteinas que puedan establecer una interaccion con la proteina de interés,
se lava y se vuelve a hacer incidir el laser. Si se establece una unién proteica se observan cambios en el
angulo de luz reflejada (Phizicky E y Fields S, 1995).
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2. ANTECEDENTES

En nuestro grupo de trabajo se ha estudiado el fenémeno de represion por glucosa en la bacteria Gram-
positiva Streptomyces peucetius var. caesius, el Unico microorganismo reportado como productor del
antitumoral doxorrubicina (antraciclina) (Segura et al., 1996; Escalante et al., 1999; Imriskova et al., 2001;
Ramos et al., 2004; Imriskova et al., 2005; Guzman et al., 2005a; Guzman et al., 2005b). En un medio
guimicamente definido complementado con 100 mM de glucosa se observdé que la sintesis de
antraciclinas no era afectada por la presencia de glucosa (Escalante et al., 1999). Sin embargo, en
concentraciones mayores, como 495 mM, se observé que la glucosa reprime simultdneamente tanto la

sintesis del antitumoral, como la utilizacion de diversas fuentes de carbono (Segura et al., 1996).

Se aislaron mutantes de S. peucetius var. caesius resistentes a la 2-desoxiglucosa, las cuales
presentaron afectada la represion por glucosa. El andlisis de las mutantes mostr6 afectada la
incorporacion de dicho azucar, manteniendo sélo el 30% del transporte con respecto a la cepa original y
una deficiencia del 85% en la actividad enzimatica de Glk (Escalante et al., 1999). Con el fin de
profundizar en el estudio y con base en observaciones realizadas por Angell y col. (1984) en S. coelicolor,
se buscé la complementacion de las mutantes con un plasmido unicopia (plJ513) que contenia dos
ORF’s, uno de 1.1 kb que codifica para una proteina de 20.1 kDa con funcién desconocida y otro de 1.2
kb cuyo producto es la Glk de S. coelicolor. Las transformantes revirtieron su fenotipo al de la cepa
original, presentando un aumento tanto de la actividad de Glk como del transporte de glucosa y
recuperando su sensibilidad a la represion por glucosa. Al igual que para S. coelicolor, los resultados
anteriores le confieren a la Glk un posible papel regulador en el proceso de RCC en S. peucetius var.

caesius.

Después de purificar la Glk de S. peucetius var. caesius, la enzima fue caracterizada encontrandose que
en su forma nativa esta compuesta de cuatro subunidades idénticas de 31 kDa cada una. La enzima pura
se disocia a su forma dimérica después de 2 h de almacenamiento a 4° C. Adicionalmente, en presencia
de glucosa 100 mM la enzima mantiene su forma tetramérica. Otras fuentes de carbono como fructosa,
arabinosa, galactosa o 2-desoxiglucosa no lograron la tetramerizacién de la enzima (Imriskova et al.,
2005). La maxima actividad de Glk se obtuvo a 42°C y pH 7.5. Su pl es 8.4. Asimismo, los estudios
cinéticos realizados sugieren que en la fosforilacién de la glucosa existe un mecanismo bi bi ordenado en
el equilibrio, donde la glucosa entra como primer sustrato, causando asi cambios conformacionales y la
formacion del sitio de unién del segundo sustrato (MgATP?) (Imriskova et al., 2001).

A diferencia de S. coelicolor que sélo expresa una glucosa cinasa (GIkA), en un extracto crudo de S.

peucetius var. caesius recientemente se encontraron dos enzimas con actividad de glucosa cinasa, cuya
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secuencia revelé que una de ellas es dependiente de ATP (ya reportada) y otra es dependiente de
polifosfato. Actualmente, se realiza el estudio de la cinética de expresion de la enzima dependiente de

polifosfato evaluando su posible participacion en el fenémeno de represién catabdlica por glucosa.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La glucosa cinasa forma parte del sistema de regulacion en el proceso de represion por carbono en
Streptomyces. Se sabe que no presenta dominios de unién a ADN y que la Glk de S. coelicolor
interacciona con otras proteinas. Entonces, ¢qué pasa con la glucosa cinasa de S. peucetius var.

caesius?, ¢,se unird a otras proteinas para ejercer la RCC en este microorganismo?

Con este trabajo se pretende evaluar la posible interaccion de Glk de S. peucetius var. caesius.

con otras proteinas de este microorganismo.

4. HIPOTESIS

Al carecer de dominios de union al ADN, la Glk de S. peucetius var. caesius debera ejercer su efecto en

el proceso de represién catabdlica mediante interaccion proteina-proteina.

5. OBJETIVO GENERAL

Encontrar las proteinas capaces de establecer interaccion con la glucosa cinasa de S. peucetius var.

caesius Y tratar de elucidar el mecanismo mediante el cual esta proteina ejerce su efecto en el proceso

de represién catabdlica.

5.1 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Subclonar, expresar y purificar la proteina recombinante 6xHis-Glk de S. peucetius var. caesius.

2. Realizar el ensayo de interaccion proteina-proteina por pull-down y far-western.

3. ldentificar por secuenciacion las proteinas que se hayan unido a Glk.
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6. DIAGRAMA DE TRABAJO
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7. METODOLOGIA

En 2005 Mascarefias obtuvo la secuencia de glk clonandola por medio de la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) a partir del ADN gendmico de Streptomyces peucetius variedad caesius. La secuencia
obtenida fue clonada en el plasmido pGEM-T Easy (Promega). A partir de esta construccion, glk fue
subclonada en el plasmido de expresion pBAD/HisB (Invitrogen). Una vez que se obtuvo la construccion
en marco de lectura, se realizaron varios ensayos buscando las condiciones 6ptimas de expresion de la
proteina de fusién. Sin embargo, el rendimiento fue muy bajo, por lo cual se decidio realizar una serie de
mutaciones puntuales para cambiar algunas bases nitrogenadas favoreciendo el uso de codones para E.
coli. El resultado no mejord el rendimiento en la expresién de la proteina de fusién por lo que se cambio
el pldsmido de expresién. El gen glk fue subclonado en el plasmido pQE31 (Qiagen) (Figura 5). Se
buscaron las condiciones Optimas de expresion y purificacién de la proteina para que finalmente se

realizaran los ensayos de interaccion proteina-proteina pull-down y far-western.
PCR
\\
glk E“> —_— E> pGEM-T glk

ADN genémico de
@ Digestion EcoRl

S. peucetius var.
EcoR| EcoRlI EcoRI

caesius
glk
<:] PBAD/HisB + glk
EcoRlI

/ Digestion Sacl
pQE31/ y Hindlll

Sacl, Hindlll Sacl

\piD/HisB + glk E:> pIGC |

N

Hindlll

glk

Figura 5. Subclonacién del gen glk de Streptomyces peucetius var. caesius. Se obtuvo glk por medio de PCR a partir de ADN
genomico de S. peucetius var. caesius, éste fue clonado en pGEM-T. Se extrajo glk de la construcciéon pGEM-T-glk realizando la
digestion con la enzima de restriccion EcoRlI. El gen fue insertado en el plasmido pBAD/HisB, la construccion obtenida fue llamada
pJYM. Posteriormente se obtuvo glk a partir de pJYM con las enzimas de restriccién Sacl y Hindlll y fue clonado en el plasmido

pQE31, la construccion obtenida fue llamada pIGC.
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7.1 Construccion de la proteina de fusién 6xHis-Glk

7.1.1 Subclonacion de glk

Se partié de la secuencia de glk clonada en pGEM-T Easy en la cepa de E. coli DH5a para subclonar
dicho gen en el pladsmido de expresion pBAD/HisB (Anexo 1), el cual se encuentra sujeto a la regulacion
por el operén de arabinosa.

7.1.2 Extraccion de plasmido a mediana escala (Midiprep)

Se inoculd con 10 uL de la cepa E. coli DH5a conservada en glicerol a -20°C, la cual contenia el
plasmido pGEM-T Easy-glk, en 50 mL de medio liquido Luria-Bertani (LB, 1% bacto-triptona, 0.5%
extracto de levadura, 1% NaCl) con ampicilina (100 pg/mL) contenidos en matraces Erlenmeyer de 250
mL. Se incub6 12 h a 37°C en agitacion (200 rpm), las células fueron recuperadas por centrifugacion a
10,000 rpm por 15 min a 4°C. El paquete celular obtenido se resuspendié en 6 mL de Solucién | (5 mM
sacarosa, 10 mM é&cido etilendiaminotetraacético EDTA, 25 mM Tris-HCI, pH 8.0). Después se
adicionaron 12 mL de Solucion Il (0.2 M NaOH, 1% dodecilsulfato de sodio SDS) a la suspensioén, ésta se
homogenizo6 invirtiendo los tubos. Posteriormente se adicionaron 10 mL de Solucién Il fria (3 M acetato
de potasio, pH 5.0) y la muestra, se mezclé invirtiendo los tubos, los cuales se colocaron en reposo a 4°C
durante 10 min. Para eliminar el precipitado formado, los tubos se centrifugaron a 13,000 rpm por 10 min
a 4°C, el sobrenadante fue transferido, dividiendo el volumen total, en dos tubos estériles. A cada tubo se
le afiadieron 15 mL de isopropanol frio, se agitaron y se incubaron a -20°C durante 1 h, para después
centrifugarlos a 13,000 rpm por 30 min a 4°C y eliminar el sobrenadante de los mismos. El botén formado
fue lavado con 15 mL de etanol frio al 70%. Posteriormente los tubos se centrifugaron a 13,000 rpm por
10 min a 4°C y se eliminé el sobrenadante. El botdn fue incubado a 50°C hasta la eliminacién total del
etanol. El material genético fue resuspendido en 500 uL de TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0) y
se le adicion6 RNasa (50 pg/mL), se incubd a 37°C durante 1.5 h. La mezcla de ADN y enzima fue
tratada con 500 uL de solucién fenol:cloroformo (1:1), se mezcl6 invirtiendo los tubos, y se centrifugd a
13,000 rpm por 5 min. A la fase acuosa se le adicion6 700 uL de isopropanol frio y 0.1 volumen de NacCl
1M, se incub6 a -20°C durante 1 h, se centrifugd bajo las mismas condiciones que el paso anterior. El
botén formado fue lavado con 750 puL de etanol al 70% y se centrifugé a 13,000 rpm por 10 min a 4°C. El
botdn fue incubado a 50°C hasta la evaporacién total del etanol (Mascarefas, 2005). El material genético
obtenido fue resuspendido en 40 uL de agua bidestilada estéril. De la misma forma se aisl6 el plasmido
pBAD/HisB a partir de la cepa de E. coli BL-21.

7.1.3 Digestién enzimética de pGEM-T Easy-glk y pBAD/HisB
Para obtener el fragmento que contiene al gen glk, se realizo la digestion enzimatica del plasmido pGEM-

T Easy-glk con la enzima de restriccion EcoRI bajo las condiciones que se describen a continuacion: 50
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uL de plasmido pGEM-T Easy-glk (0.28 pg/uL), 7 uL de solucién amortiguadora 10x EcoRI (Promega), 7
pL de enzima EcoRI (Promega) y 6 uL de H,O bidestilada estéril. La reaccion se incubd a 37°C durante 1
h. Al mismo tiempo, se lineariz6 el pldsmido pBAD/HisB empleando los siguientes reactivos: 150 ulL de
plasmido pBAD/HisB (0.28 pg/uL), 21 uL de solucion amortiguadora 10x EcoRl, 21 uL de enzima EcoRlI y
18 uL de H,O bidestilada estéril, la mezcla de reaccion se incubd bajo las mismas condiciones

anteriormente descritas.

7.1.4 Purificacion de ADN a partir de gel de agarosa

En un gel preparativo de agarosa al 0.8% se corrieron los productos obtenidos de la digestién enzimatica
descrita en el punto anterior. Una vez que se identificaron las bandas correspondientes al tamafio
esperado, 954 pb para glk y 4100 pb para pBAD/HisB, se realizé la extraccion del material genético a
partir del gel. Para ello, se corto la fraccion del gel que contenia cada banda, se colocé en columnas de
vidrio montadas en microtubos de 500 pL, se centrifugaron tres veces a 3,000 rpm durante 30 s. Se
extrajo la fase acuosa dos veces con soluciéon fenol:cloroformo (1:1) y dos veces mas con soluciéon de
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1). Para precipitar el ADN, se adicioné 0.1 volumen de NaCl 1 My 2
volimenes de etanol absoluto, se agitd y se dejé en reposo a -20°C durante 30 min. Se centrifugé a
13,000 rpm por 30 min a 4°C, se elimind el sobrenadante, el ADN precipitado fue lavado con etanol al
70%, se repitié el paso de centrifugacion para eliminar el sobrenadante, se incub6 a 50°C hasta la total
eliminacion del etanol y finalmente el boton obtenido fue resuspendido en 20 uL de H,O bidestilada estéril
(Mascarefas, 2005).

7.1.5 Desfosforilacion pBAD/HisB

Una vez que se obtuvo el plasmido linearizado, se realiz6 la remocion del grupo fosfato del extremo 5’
usando la enzima fosfatasa alcalina de intestino de ternera (CIAP, Invitrogen). Para ello se empled la
siguiente metodologia: se incubd a 37°C durante 30 min la mezcla de 10 uL de pladsmido, 5 pL de
soluciéon amortiguadora 10x CIAP (Invitrogen), 7.2 uL de enzima fosfatasa alcalina, 27.8 uL de H,O
bidestilada y estéril. Concluido el proceso, la enzima fosfatasa alcalina fue inactivada a 65°C durante 15
min, posteriormente se llevd a un volumen final de 500 uL con H,O bidestilada estéril. Se adicion6 500
uL de solucion de fenol:cloroformo (1:1), se mezclé invirtiendo el tubo, se centrifugé a 13,000 rpm por 5
min, la fase acuosa fue transferida a un tubo limpio. Para precipitar el plasmido lineal y desfosforilado, se
adicion6 50 uL de NaCl 1 M y 1 mL de etanol absoluto, se agitd, se incubé a -20°C durante 30 min, se
centrifugé a 13,000 rpm por 15 min, se eliminé el sobrenadante y se incub6 a 50°C hasta la total
eliminacion del sobrenadante, finalmente el botén obtenido se resuspendio en 20 uL de H,O bidestilada

estéril.
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7.1.6 Ligacion de los fragmentos glk y pBAD/HisB

Para ligar los fragmentos de glk y pBAD/HisB se mezclaron 8 uL del gen glk purificado, 8 uL del vector
pBAD/HisB desfosforilado, 2 pL de solucién amortiguadora de ligacion 10x (Promega) y 2 uL de enzima
T4 ADN ligasa (Promega). La mezcla anterior se incub6 a 16°C durante 1 h. Para verificar que la ligacién
se llevd a cabo de forma exitosa, se corrieron 5 uL de la muestra ligada y 5 pL de la construccion digerida

con la enzima EcoR1 en un gel de agarosa al 0.8%.

7.1.7 Transformacion de células de E. coli TOP10

Se us0 la construccidon pBAD/HisB-glk para transformar células de E. coli-TOP10 por electroporacion. Las
células electrocompetentes fueron transferidas de -70°C a un bafio de hielo hasta lograr que éstas se
descongelaran. Se mezcld 2 uL del plasmido con las células de E. coli, se dej6 en reposo en bafio de
hielo durante 2 min, la mezcla fue transferida a una celda de electroporacion de 0.1 cm y se le aplicé un
pulso constante de 5 ms de 1.25 kV/cm (Electroporador, PEP Personal Electroporation Pak ECM 399 de
BTX). Se agreg0 a la celda 950 uL de medio LB adicionado con glucosa al 1%. Esta mezcla se transfirid
a un microtubo de 1500 pL y se incubo6 con agitacion a 37°C durante 1 h. Las células transformadas se
sembraron en placas de agar LB con ampicilina (100 pg/mL) y se incubaron a 37°C por 18 h. De las
clonas resistentes se eligieron 5, las cuales se aislaron y cultivaron en 5 mL de medio LB con ampicilina
(100 pg/mL), y se sembraron en placa con el mismo medio en sélido. Después de 18 h de incubacion, a
partir del medio liquido se adicionaron 10 uL a 50 mL de medio LB con ampicilina, para realizar la
extraccion del plasmido a partir de estos cultivos, los cuales fueron cosechados bajo las condiciones
descritas en el punto 1.1. El plasmido obtenido de cada clona se envié para su secuenciacion a los
laboratorios Laragen Sequencing & Genotyping, Los Angeles, CA, para corroborar que el gen se
encontrara en fase. Una vez que se obtuvo la clona con el gen glk se procedié a buscar las condiciones

de cultivo para obtener la expresion de la proteina de fusion.

7.2 Expresion de la proteina de fusién 6xHis-Glk en pBAD/HisB

7.2.1 Pre-in6culo

Se inocul6é con 5 pL de la clona TOP10 pBAD/HisB-glk de reserva (conservada a -20°C en glicerol al
30%) un tubo de 10 ml con 5 mL de medio LB con ampicilina (100 ug/mL). Se incub6 12 h a 37°C en
agitacion (200 rpm).

7.2.2 In6culo
Se tomo una alicuota de 500 uL del preindculo para sembrar un tubo de 10 ml con 5 mL del mismo medio
con antibiético. Se incub6é a 37°C a 200 rpm hasta obtener un valor de densidad Optica a 600 nm

(D.O.00nm) de 0.5 — 1.0 (Espectrofotémetro, Spectronic 21D de Spectronic Instruments). Alcanzado dicho
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valor se adicion6 L-arabinosa como inductor en concentracion final de 0, 0.00133, 0.0133, 0.133, 1.33 y
13.3 mM. Se incubd bajo las mismas condiciones durante 4 h. Se tom6 una alicuota de 100 pL del cultivo

para el analisis de la proteina de fusion por western blot.

7.2.3 Deteccién de la proteina de fusién 6xHis-Glk por western blot

De las muestras del cultivo celular se elimind el sobrenadante después de centrifugar a 8,000 rpm
durante 10 min, el botén obtenido fue resuspendido con 100 pL de solucién PBS (137 mM NacCl, 10 mM
Na,HPO,7H,0, 2 mM NaH,PO,H,0, pH 7.0), después se adicion6 100 uL de solucién de carga 4x (62
mM Tris-HCI, pH 6.8, 10% glicerol, 2% SDS, 5% 2-B-mercaptoetanol, 0.05% azul de bromofenol) agitando
vigorosamente y posteriormente la muestra se llevé a ebullicion durante 5 min. De cada una de estas
muestras se colocé 15 ulL en un gel de poliacrilamida al 10% en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE; Laemmli, 1970). Después de la electroforesis, las proteinas se transfirieron a una membrana
PVDF (Immobilon P, Millipore) previamente activada en metanol durante 30 en una celda de transferencia
de electroforesis (Mini Trans-Blot, Biorad-170-3930) a 60 V por 90 min, usando solucién de transferencia
(200 mM glicina, 25 mM Tris, 10% metanol). Posteriormente la membrana se incubé en solucion TBS (10
mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, pH 7.5, 0.05% Tween 20) con 3% de leche descremada (Difco) a
temperatura ambiente durante 1 h en agitacion rotatoria. Concluido el tiempo, la membrana se lavé dos
veces con solucién TBS 1x en agitacion durante 30 s cada lavado. Después se incubd con el anticuerpo
monoclonal de ratén anti-6xHis (GeneTex) en una concentraciéon de 1:5000, en agitacion a temperatura
ambiente durante 1 h. Se recuperd la solucién del anticuerpo y se lavd la membrana dos veces con
solucién TBS 1x en agitacion durante 30 s. Se incubd bajo las mismas condiciones el anticuerpo anti-
ratén acoplado a fosfatasa alcalina (Zymed) en concentracion 1:5000. Se lavé la membrana dos veces
con la solucién TBS 1x 30 s cada vez, y finalmente fue revelada con el sustrato cromégeno 5-bromo-4-
cloro-3-indoxil fosfato y el cloruro de nitro-azul de tetrazolio (BCIP/NBT) de PerkinElmer Life Sciences y la

reaccioén se detuvo con agua destilada.

7.3 Mutagénesis dirigida

Para aumentar la expresién de la proteina de fusién se realizé el cambio de algunas bases nitrogenadas
por medio de mutagénesis dirigida, mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), en un
termociclador Gene Amp PCR System 2400. Se revis6 el uso de codones preferenciales para E. coli y
para Streptomyces encontrandose que éste es diferente. En la secuencia de glk se encontraron algunos
codones de bajo uso para E. coli, 14 codones que codifican para Arg, 4 codones para Gly, 4 para Pro, 2
para Leu, y 1 para lle, Thr, y Ser (Fig. 6). Se decidié entonces realizar el cambio de algunos nucleétidos
con la finalidad de dar codones de mayor uso para E. coli. Se cambio aquellos que se encontraban al

inicio de la secuencia para facilitar el proceso de traduccién, aquellos que se encontraban préoximos entre
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si para poder hacer el cambio de nucleotidos en un solo proceso de mutacion y de 5 tripletes que se
modificaron, 3 corresponden a aquellos que codifican para Arg, los que presentan menor frecuencia de
uso por E. coli.

ATG GGG GGT TCT CAT CAT CAT CAT CAT CAT GGT ATG GCT AGC ATG ACT GGT GGA CAG CAA
ATG GGT CGG GAT CTG TAC GAC GAT GAC GAT AAG GAT CCG AGC TCG [BBA TCT GCA GCT

Arg B8l
GGT ACC [BTA TGG GAA TTC GAT TAC TCT [AGA ABA TAT GGT CTG ACC ATC GGC GTC GAC ATC

lle [AiG Arg BEE ABE Thr

GGC GGC ACG AAG ATC GCG GCC GGG GTG GTC GAC GAG GAA GGC AAC ATC BIi€ TCG ACC

Leu
TTC AAG GTG CCG ATC CCG ACC ACG CCG CAG GCG ATC GTG GAC GCG ATC GCC GCG GCC GTC
GAG GGT GCC - GCC GGG CAC GAG ATC GTC GGC GTG GGC ATC GGT GCC GCC - TAC
Arg &l Gly

GTC AAC BBE CAG CGC TCC ACG GTC TAT TTC GCG CCG AAC ATC GAC TGG BB CAG GAG CCT

Arg Arg
BT AAG GAA GAG GTC GAG GCC BBE GTG GGC CTG CCG GTC GTG GTC GAG AAC GAC GCG AAC
Leu Arg
GCG GCT GCC TGG GGC GAG TAC AAG TTC GGC GCG GGC AAG GGC CAC CGC AAC GCC ATC TGC
ATC ACG CTG GGT ACG GGC CTG GGC GGC GGC ATC ATC ATC GGC AAC AAG CTG CGC CGC GGG
CAC TTC GGG GTC GCC GCC GAG TTC GGG CAC ATC BBE ATG GTT CCG GAC GGG CTG CTG TGG
Arg
GGC TGC GGT TCC CAG GGC TGC TGG GAG CAG TAC GCG TCC GGT CGC GCG CTC GTC - TAC
Arg
GCG AAG CAG - GCC AAC GCG ACC CCG GAG AAC GCG GAC ATCCTG CTC - CTG GGT GAC
Arg Ser
GGC ACG BB GAC GGC ATC GAG GGC AAG CAC ATC TCG ATG GCC GCG BBE CAG GGG GAC CCG
Pro Arg
GTC GCG GTG GAC TCG TAC CGC GAG CTG GCC CGC TGG GCG GGG GCC GGT CTC GCC GAC CTG
GCC TCTCTCTTC GAC - TCC GCG TTC ATC GTC GGC GGG GGG CTC TCG GAC GAG GGG GAG
Pro
TTG GTC CTC GAC CCA ATC CGC AAG TCG TAC AAG BBE TGG CTG GTC BBA GGG AAC TGG CGT

Arg Gly

Figura 6. Comparacion en el uso de codones entre E. coli y Streptomyces . Secuencia de nucleétidos de glk clonado en el
plasmido pBAD/HisB. Sombreado en gris se muestran los tripletes que presentan un valor menor a 1% del uso por E. coli. Debajo
de cada triplete sombreado se indica el aminoacido para el cudl codifican. Mediante mutagénesis dirigida se realiz6 el cambio de
algunos nucleétidos para cambiar a tripletes de mayor uso para E. coli, el cambio estd marcado en rosa. La primera ronda de

mutacién esta marcada con una linea roja, la segunda ronda esta marcada con color azul y la tercera ronda estd marcada en verde.

24

I



Para ello, se realiz6 la extraccion del plasmido pJYM a partir de la cepa de E. coli-TOP10. Para obtener la
mutacion se siguid el protocolo descrito en el manual de QuikChange Il de Stratagene. Se realizaron dos
rondas de mutacion empleando dos pares de cebadores, los cuales se encuentran descritos a

continuacion:

Primera ronda de mutacion:
Directo, 39 nucledtidos (5"-CCGAGCTCGCGTTCTGCAGCTGGTACCATCTGGGAATTC)
Reverso, 39 nucleétidos (5"-GAATTCCCAGATGGTACCAGCTGCAGAACGCGAGCTCGG),

Segunda ronda de mutacion:
Directo, 39 nucledtidos (5"-GGGAATTCGATTACTCTCGCACCTATGGTCTGACCATCG)
Reverso, 39 nucledtidos (5"-CGATGGTCAGACCATAGGTGCGAGAGTAATCGAATTCCC),

Tercera ronda de mutacion:
Directo, 39 nucledtidos (5"-GCCGTCGAGGGTGCCCGTGCCGGGCACGAGATCGTCGGC)
Reverso, 39 nucleétidos (5"-GCCGACGATCTCGTGCCCGGCACGGGCACCCTCGACGGC).

La reaccion de PCR se llevo a cabo bajo las condiciones descritas en la figura 7.

|
95.0°C : 95.0°C

/030 | 030 68.0°C | 68.0°C
/ ' 55.0°C/ 500 5:00°
/ 4.0°C
! 1:00

[c)

Figura 7. Condiciones de temperatura para realizar el PCR. Se realizaron 18 ciclos los cuales consistian en: la desnaturalizacion de
las cadenas molde de ADN a 95° C durante 1 min, el alineamiento de las cadenas simples con los cebadores a 55° C durante 1 min

y la elongacion de las cadenas a 68° C por 5 min y 20 s y un segundo periodo de elongacion a 68° C durante 5 min.

Una vez que se obtuvo el plasmido con las mutaciones requeridas, se uso para transformar células de E.
coli-TOP10 y la mutacién se corrobord por secuenciacion. De las clonas que presentaron la secuencia

correcta, se eligié una para evaluar la expresion de la proteina de fusion.

7.4 Subclonacién de glk en pQE31
Debido al bajo rendimiento en la expresion de glk con el plasmido pBAD/HisB, se decidié cambiar al

plasmido de expresion pQE31. Se partid de la cepa E. coli TOP10 que contenia la construccion en
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pBAD/HisB-glk para realizar la extraccion de plasmido. Al mismo tiempo se realizé la extraccion del
plasmido pQE31 de la cepa de E. coli BL-21. Las enzimas de restricciébn que permitieron extraer glk de
pBAD/HisB e insertarlo en pQE31 fueron Sacl y Hindlll. Las condiciones de digestion de ambos

plasmidos se muestran en la tabla IV.

Tabla IV. Condiciones de restriccion para pBAD/HisB-glk y pQE31.
pBAD/HisB-glk pQE31

Plasmido (0.28 ug/uL) 50.0 uL 150.0 pL
Solucion amortiguadora Tango 10x (Fermentas) 7.0 uL 21.0 uL
Enzima Sacl (Fermentas) 3.5uL 10.5 uL
Enzima Hindlll (Fermentas) 3.5uL 10.5 uL
H,O destilada estéril 6.0 uL 18.0 uL

Posteriormente se realiz6 la purificacion de las bandas correspondientes al peso esperado, 954 pb para
glk y 3400 pb para pQE31 a partir de un gel preparativo. Se realizé la ligacién con los fragmentos de ADN
puros, se mezclaron 10 uL del gen glk, 10 uL del vector pQE31, 3 uL de solucién amortiguadora de
ligacién 10x (Promega), 2 uL de enzima T4 ADN ligasa (Promega) y 5 pL de H,O destilada. Se incub6 a
16°C durante 1 h. Para verificar que la ligacion se llevd a cabo de forma exitosa, las muestras se
corrieron en un gel de agarosa al 0.8%: 5 pL del pldsmido digerido y 5 uL de la muestra ligada.
Posteriormente se realizé la transformacién de las células E. coli M15 con la construccién obtenida
(PQE31-glk), en esta ocasion el medio de cultivo usado para la seleccion de las clonas contenia como
antibioticos ampicilina (100 ug/mL) y kanamicina (25 ug/mL), ya que la cepa de E. coli M15 contiene el
plasmido pREP4 que codifica para el represor lac en trans y para la resistencia a kanamicina, el cual
otorga a la cepa un mayor control en la expresion de la proteina que esta bajo el control del operén de
lactosa. De las clonas que adquirieron el plasmido, se eligieron 9 para realizar los ensayos de expresion.
De las clonas que presentaron expresion de la proteina con el tamafio esperado (~40KDa) y sefial en el
western blot detectadas por medio del anticuerpo anti-His, la proteina de fusién tiene una tallo de
histidinas en el extremo N-terminal. Se aislé plasmido y se secuenci6é para verificar la secuencia de

nucleétidos.

7.5 Expresion de la proteina de fusion 6xHis-Glk en pQE31

7.5.1 Pre-inéculo

Del crecimiento de E. coli en LB sélido, se tom6 una muestra por picadura de las 9 clonas seleccionadas
y se inoculé cada una en 5 mL de medio LB con ampicilina (100 pg/mL) y kanamicina (25 pg/mL). Las

células se incubaron durante 12 h a 37°C con agitacién (200 rpm).
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7.5.2 Inéculo

Se tom0 una alicuota de 500 uL del preindculo para sembrar en un tubo estéril con 5 mL de LB mas
antibiéticos. El preindculo se incub6 a 37°C y 200 rpm hasta obtener un valor de D.O.g90nm de 0.5 — 1.0.
Después de alcanzar dicho valor, se agregé 1 mM de IPTG (isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido) como
inductor de la sintesis de 6xHis-Glk y el cultivo se incubé bajo las mismas condiciones durante 4 h mas.
De ésta condicién se tomo una alicuota de 100 pL del cultivo para el andlisis de la proteina de fusién por

western blot.

7.6 Purificacion de 6xHis-Glk

7.6.1 Lisis celular por sonicacién

Se realizé una fermentacién en matraces tipo Fernbach conteniendo 1 L de medio LB adicionando 100
mL de preinéculo (células de E. coli M15 pQE31-glk). Después de dejarlas crecer durante 12 h a 37 °C el
paquete celular fue colectado por centrifugacion (10,000 rpm, 10 min) y después de eliminar el
sobrenadante, las células fueron resuspendidas en 5 mL de solucién de lisis (50 mM Tris-HCI, pH 7.5,
500 mM NaCl, 100 mM glucosa, 1:5000 inhibidor de proteasas cocktail de SIGMA). Bajo estas
condiciones, las células fueron lisadas por sonicacién (tres pulsos de 10 s a 60 W, con 1 min de reposo
entre cada pulso a 0°C). La suspension resultante se centrifugd a 10,000 rpm por 30 min para separar el
sobrenadante y el botén fue resuspendido en 5 mL de solucion de lisis. El proceso de sonicacion y
centrifugacion fue repetido una vez mas y posteriormente se juntaron los sobrenadantes que fueron

almacenados a 4°C.

7.6.2 Purificaciéon de 6xHis-Glk por cromatografia de afinidad

El proceso de purificacion consistié en pasar 350 mL del sobrenadante obtenido en la seccion 6.1 por una
columna de 5 mL con sefarosa niquelada (His-tagged Protein Purification, GE Healthcare), la cual permite
la interaccion del Ni** con el tallo de histidinas que presenta la proteina de fusién. La purificacion se
realiz6 conectando la columna a un equipo de separacion FPLC (AKTA PRIME, Amersham Biosciences)
siguiendo el protocolo del proveedor. Se lavo la columna con 5 volimenes (25 mL) de agua destilada, se
equilibré con 5 volimenes de solucién de unién (20 mM Na,HPO,4, 500 mM NaCl, 10 mM imidazol, pH
7.4) con flujo de 1.5 mL/min. Una vez que se tuvo la columna equilibrada, se pasaron 350 mL del extracto
proteinico que contenia 10 mM de imidazol, a un flujo de 1.0 mL/min. Después se realizé el lavado de la
columna para eliminar las proteinas contaminantes pasando una soluciéon de unién al mismo flujo hasta
obtener un valor de absorbancia (280 nm) constante y cercano a cero. Posteriormente se realizé un
gradiente de 10-500 mM de imidazol. El gradiente se formé en la solucién de elucién en un volumen total
de 100 mL con flujo de 1 mL/min. Se colectaron fracciones de 1.0 y 1.5 mL en cuanto se observo un

aumento en la absorbancia y hasta el término del gradiente. Después de ello se pasé a través de la
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columna en forma manual, 15 mL de solucion de elucion Il (20 mM Na,HPO,4, 500 mM NaCl, 500 mM
imidazol, pH 7.4), se colectaron 3 fracciones de 5 mL cada una. Las fracciones obtenidas fueron

analizadas por medio de SDS-PAGE y western blot.

Una vez que se detectaron las fracciones conteniendo la proteina 6xHis-Glk pura, éstas fueron dializadas
contra una solucion que contenia 20 mM Na,HPO, y pH 7.4, 100 mM glucosa a 4°C bajo agitacién
constante durante toda la noche. Concluido el proceso de didlisis, se midié actividad de glucosa cinasa

en cada fraccion obtenida.

7.7 Determinacién de actividad enzimatica de glucosa cinasa

La actividad de glucosa cinasa, se midid en una reacciéon acoplada con la enzima glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa (G6PDH) en la que se mide la reduccién simultanea del NADP™* a 340 nm (£=6.22 cm™
mM™) (Fig. 8).

ATP ADP

Glucosa _—> Glucosa6-fosfato

(€]]4
Glucosacinasa

NADP* 340nm

\J

Glucosa6-fosfato > 6-fosfogluconolactona

G6PDH
Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa

Figura 8. Reaccion acoplada para medir la glucosa cinasa.

La mezcla de reaccion contenia: Reactivo A (100 mM Tris-HCI, pH 7.5, 5 mM MgCl,, 0.5 mM NADP, 1

mM ATP), 10 mM D-glucosa y 0.7 U/mL de glucosa 6-fosfato deshidrogenasa. Posteriormente se

adicionaron los reactivos en el orden descrito en la tabla V.
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Tabla V. Mezcla de reaccion para determinacion de glucosa cinasa.

Reactivo A H,O Glucosa Extracto enzimatico G6PDH
(uL) (uL) (L) (L) (uL)
Blanco . 1950 _ 50 -
Blanco de 1746 200 _ 50 4
reactivos
Muestra 1746 200 50 4

El reactivo A se prepar0 justo antes de realizar el ensayo, se distribuy6 en tubos de ensaye los cuales se
incubaron en bafio de agua a 42°C. Se adicioné el resto de los reactivos y la reaccion comenzo en el
momento que se adiciond la G6PDH. Se tomaron lecturas de absorbancia a A=340 nm a los 20, 40, 60,
80, 100 y 120 s, después de iniciada la reaccion. Una unidad enzimatica (U) fue definida como la
cantidad de glucosa cinasa que produce 1 nmol de NADPH min™ mg'l de proteina (Segura et al., 1996).

7.8 Ensayo de interaccién proteina-proteina por pull-down

7.8.1 Inmovilizacion de 6xHis-Glk

La proteina de fusién 6xHis-Glk purificada fue inmovilizada en la resina de sefarosa niquelada (Ni
Sepharose High Performace, GE Healthcare). Para ello se colocaron 6 mL de sefarosa en un tubo de 50
mL y después se centrifugaron a 6,500 rpm por 5 min: Se eliminé el sobrenadante y se adicionaron 5
volimenes (25 mL) de agua destilada. Lo anterior se coloco en agitacion suave durante 5 min, repitiendo
el proceso de centrifugacion y eliminacion del sobrenadante. Para equilibrar la resina se adicionaron 5
volimenes de solucién de unién (20 mM Na,HPO,, 500 mM NaCl y 10 mM imidazol, pH 7.4) y se agit6
suavemente durante 5 min, repitiendo el proceso de centrifugacion y eliminacidon del sobrenadante. Se
adicionaron 30 mL de la solucién (conteniendo 12 mg de proteina total 6xHis-GIk) y se agit6 de forma
suave durante toda la noche a 4°C para después centrifugar y separar el sobrenadante. Para corroborar
que la proteina se uni6 a la resina, se tomé una alicuota de 20 pL de la resina cargada, se adicionaron 30
uL de solucion de carga SDS 4X, y se analizé por SDS-PAGE. La proteina unida a la sefarosa se utilizo

como la proteina “carnada” para el analisis de interaccion proteina-proteina pull-down.

7.8.2 Extractos proteinicos de Streptomyces peucetius variedad caesius

Se realizé una fermentacion de S. peucetius var. caesius en medio minimo (NDM, 10 mM NaNO3, 0.8 mM
K,HPO,3H20, 0.5 mM MgS0,.7H,0, 0.2% extracto de levadura, pH 7.3) y en medio complejo (YM, 0.4%
extracto de levadura, 1% extracto de malta) suplementado con glucosa 100 y 495 mM. (Guzman et al.,
2005a)
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7.8.3 Pre-in6culo de Streptomyces peucetius variedad caesius

Se inoculd 1 mL de la cepa conservada en glicerol a un matraz de 250 mL con deflectores que contenia
50 mL de medio NDM, y otro con 50 mL de medio YM, ambos suplementados con 0.4% de glucosa. Se
incubaron a 29°C, 180 rpm durante 48 h. Las células se recuperaron en condiciones estériles,
centrifugando a 10,000 rpm por 15 min. El bot6n fue lavado 2 veces con 50 mL de solucién salina estéril

(0.75% NaCl) y fue resuspendido en 5 mL de la misma solucién salina.

7.8.4 In6culo de Streptomyces peucetius variedad caesius

Se inoculd 1 mL del preindculo en matraces de 250-mL bafleados que contenian 50 mL de medio NDM y
YM suplementados con 100 y 495 mM de glucosa. Se incubaron a 29°C, 180 rpm. Para el NMD, se tomé
muestra por duplicado de cada condicion en los tiempos de fermentacién de 0, 2, 7, 12, 24, 32 y 48 h.
Para el medio YM, se tom6 muestra a tiempos de fermentacion de 7 y 96 h. Se recupero la masa celular
centrifugando a 10,000 rpm por 15 min. Se eliminé el sobrenadante y el boton celular fue congelado a -
30°C.

7.8.5 Lisis celular

La masa celular se resuspendiéo con 1 mL de solucién de lisis Spvc (PBS, 100 mM glucosa, 1:5000
inhibidor de proteasas cocktail de SIGMA). Las células se lisaron por sonicacion (ocho pulsos de 30 s a
60 W, dando un reposo de 1 min entre cada pulso) a 4°C. La mezcla se centrifugd a 13,000 rpm por 30
min, a 4°C, para obtener la fraccion soluble en el sobrenadante. Se determiné la proteina total en cada
fraccion empleando el método de Bradford (1976) usando el reactivo comercial (Bio-Rad) y albumina
sérica bovina como estandar de proteina. El extracto proteico fue utilizado como la fuente de proteina

“presa” para realizar el ensayo de pull-down y far-western.

7.8.6 Pull-Down

La interaccion proteina-proteina se llevd a cabo con la enzima 6xHis-Glk inmovilizada en la resina de
sefarosa “anzuelo” y el extracto proteinico de S. peucetius var. caesius “presa’. Se transfirié 200 uL de la
6xHis-Glk inmovilizada en sefarosa (2 mg de proteina/mL), a microtubos de 1.5 mL. En cada microtubo
se adicionaron 600 pL de cada extracto proteinico obtenido de la fermentacién de S. peucetius var.
caesius en medio minimo y medio complejo. Para permitir que la interaccién proteina-proteina se llevara
a cabo, se incubaron los tubos en agitacion suave durante toda la noche a 4°C. Se centrifugaron a 5,000
rpm por 1 min, se eliminaron los sobrenadantes. Se realizaron 3 lavados de 600 pL con solucion de
union, con agitacion suave, se centrifugaron y se eliminaron los sobrenadantes. Se tomaron 30 uL de la
resina, se resuspendieron en 30 uL de solucién de carga SDS 4x, y se analiz6 por SDS-PAGE. En la

figura 9 se describe un ejemplo de cdmo se debe realizar el andlisis de la metodologia pull-down.

% o7}



Carnada

| Presa Marcador de peso molecular
6xHis-Glk
Sefarosa-Ni2* con extracto proteico de Streptomyces

6xHis-Glk y proteina de Streptomyces

Figura 9. Anélisis de pull-down.

Para realizar el anélisis del pull-down se emplearon geles SDS-PAGE al 10% donde se analizé cada uno
de los extractos obtenidos en los diferentes tiempos del cultivo evaluados con sus respectivos controles.
Se analiza la matriz en la que fue inmovilizada la proteina “anzuelo” para corroborar que esté limpia de
proteinas. Después se analiza la matriz que ya tiene unida la proteina “anzuelo” para verificar que sélo
contenga esta proteina. También la matriz sin Glk que fue enfrentada al extracto citosolico que contiene
las proteinas “presa” para evaluar la posibilidad de unién inespecifica de alguna proteina a la matriz.
Finalmente, la matriz que tiene inmovilizada a la Glk y por la cual se hizo pasar el extracto citosoélico que
contiene las proteinas “presa”, si hay una interaccion entre estas proteinas se espera observar una banda
de diferente tamafio a Glk ademés de ésta o un aumento en el tamafio del corrimiento de GIk.

Posteriormente para su identificacion deberan ser secuenciadas.

7.9 Far-western

Para realizar la metodologia de far-western, se emplearon los extractos proteinicos que contienen a la
proteina “presa” obtenidos de S. peucetius var. caesius y la enzima 6xHis-Glk purificada. Se corrieron 15
ug de los extractos de la proteina “presa” en geles de poliacrilamida, desnaturalizantes y no
desnaturalizantes (nativos). Las proteinas fueron transferidas a una membrana PVDF (Immobilon P,
Millipore) previamente activada en metanol durante 30 en una celda de transferencia de electroforesis
(Mini Trans-Blot, Biorad-170-3930) a 60 V por 90 min, usando soluciéon de transferencia (200 mM glicina,
25 mM Tris, 10% metanol). Posteriormente la membrana se incubé en solucién TBS (10 mM Tris-HCI,
150 mM NacCl, pH 7.5, 0.05% Tween 20) con 3% de leche descremada (Difco) a temperatura ambiente
durante 1 h en agitacion rotatoria. Concluido el tiempo, la membrana fue lavada dos veces con solucion
TBS 1x en agitacion durante 30 s cada lavado. Posteriormente, ésta fue colocada en incubacion
sumergida en 15 mL de solucién (100 mM Tris-HCI, pH 7.5) que contenia 2 mg totales de 6xHis-Glk. Para
realizar el enfrentamiento entre la proteina “anzuelo” y la “presa” se incubd en agitacién suave a
temperatura ambiente durante 12 h. Se recuper6 la proteina “anzuelo” que no se unié en la membrana.
Esta fue lavada con 25 mL de TBS 1x en agitacion muy suave durante 30 s. Después la membrana fue

incubada con el anticuerpo monoclonal de raton anti-6xHis (GeneTex) en una concentracion de 1:5000,
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en agitacion suave a temperatura ambiente durante 2 h. Se recuperé la solucién del anticuerpo y se lavé
la membrana con solucién TBS 1x en agitacion durante 30 s. Se incub6 1 h bajo las mismas condiciones
con el anticuerpo anti-raton acoplado a fosfatasa alcalina (Zymed) en concentracién 1:5000. Se lavé con
TBS 1x, en agitacion por 30 s y finalmente fue revelada con el sustrato cromdgeno BCIP/NBT, la reaccion

fue detenida con agua destilada.

Se repitié el ensayo modificando la temperatura de incubacion de la membrana con la proteina “presa” a
4°C. Posteriormente, se realizé la metodologia de far-western variando las condiciones de incubacion
donde se enfrentaron las proteinas “presa” con la proteina “anzuelo” en presencia de los sustratos de la
Glk (5 mM MgCl,, 1 mM ATP y 10 mM D-glucosa en 100 mM Tris-HCI, pH 7.5). Se realiz6 el experimento

tres veces para cada condicién de incubacién evaluada.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvo el gen glk de S. peucetius var. caesius a partir de la construccion pGEM-T-easy-glk
(Mascarefias, 2005). Se us6 el plasmido de pBAD para conseguir la proteina de fusiéon Glk con un tallo de
histidinas en el N-terminal el cual facilitaria la identificacién y purificacion de la proteina. Se realiz6 un
andlisis in silico en el que se observé que al extraer glk del plasmido pGEM-T empleando la enzima de
restriccién EcoRl, se podia obtener el gen en fase al clonarlo en el plasmido B del sistema pBAD. El gen

glk fue subclonado en el vector pBAD/HisB (Anexo |) usando el sitio de corte de la enzima EcoRI (Figura

10).

Amp'o EcoRlI
pGEM-T pBAD/HisB Amp’
(3015pb) (4100pb)
Ori
Digestién EcoRI
EcoRI EcoRlI EcoRI

pBAD/HisB Ampr + glk

(4100 pb)
EcoRI\

pIYM Amp’

(5100 pb)

Figura 10. Subclonacién de glk en pBAD/HisB. El gen glk se encontraba clonado en el plasmido pGEM-T-easy y fue
subclonado en el plasmido de expresién pBAD/HisB. Se obtuvo glk a partir del plasmido pGEM-T-glk al digerir con EcoRl, el
plasmido pBAD/HisB fue linearizado con la misma enzima. Se lig6 glk en pBAD/HisB para dar origen al plasmido pJYM.
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La construccién pGEM-T-glk fue digerida con la enzima EcoRIl. En la figura 11 (A) se observa el
fragmento correspondiente a glk (954 pb) obtenido de la digestion, éste fue ligado en el plasmido
pBAD/HisB el cual fue linearizado previamente con la misma enzima de restriccion. Se obtuvo la
construccion de pBAD/HisB-glk la cual fue nombrada pJYM. La cepa de expresion E. coli TOP10 fue
electrotransformada con el plasmido pJYM, se aislaron cinco clonas que adquirieron resistencia a
ampicilina dada por el plasmido. De éstas se extrajo plasmido y se realizé un analisis de restriccidon con
EcoRI para corroborar la presencia del gen, la muestras de pJYM sin digerir y digeridas fueron analizadas
por electroforesis en un gel de agarosa al 0.8%. En la figura 11 (B) (carril 3) se observa que el plasmido
aislado de una de las cinco clonas contenia el fragmento glk. El plasmido pJYM fue secuenciado y se

corroboré que el gen glk se encontraba completo y en fase.

1 2 3 4 1 23
pb i
pb
10, 000 s
8, 000 | PIYM
: 5, 000 .
pBAD/HisB 307> |:| pGEM-T-easy - 4 pBAD/HisB
s 3,000 ==
2,000 pGEM-T-easy-glk -

1,000 E, glk 1,000 |:| glk

Figura 11. Subclonacion de glk en pBAD/HisB. El gen glk se encontraba clonado en el plasmido pGEM-T-easy y fue subclonado
en el plasmido de expresion pBAD/HisB. (A) Gel de agarosa 0.8%. Digestion del plasmido pGEM-T-glk. Carril 1: marcador 1kb DNA
(Promega). Carril 2: plasmido puro pBAD/HisB. Carril 3: pPGEM-T-easy-glk no digerido. Carril 4: pGEM-T-easy-glk digerido. (B) Gel
de agarosa 0.8%. Digestion del plasmido pJYM. Carril 1: marcador 1kb DNA (Promega). (C) Carril 2: pJYM no digerido. Carril 3:
pJYM digerido.

Posteriormente se realizaron ensayos de expresion de la proteina de fusion en la cepa de expresion
TOP10 la cual contenia el plasmido pJYM. Las células fueron incubadas a 37°C, se evaluaron
concentraciones crecientes de L-arabinosa como inductor (0, 0.00133, 0.0133, 0.133, 1.33 y 13.3 mM).
Las muestras fueron analizadas por electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones

desnaturalizantes (SDS-PAGE) y posteriormente por western-blot (anti-His). El tamafio de Glk es de 31
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kDa (Imriskova et al., 2001). Al realizar la clonacién en el plasmido pBAD se tienen 50 aminoacidos
adicionales a la secuencia de la proteina Gk, incluyendo 6 histidinas en el extremo N-terminal, lo que
provoca que el tamafio de la proteina de fusién esperado sea de 40 kDa aproximadamente. En la figura
12 se muestra el western-blot en el que se puede observar el efecto del inductor sobre la expresion de la
proteina de fusién, se obtuvo sefial de una proteina con el tamafio aproximado para 6xHis-Glk. Conforme
aumenté la concentracion del inductor, aument6 la intensidad de la banda correspondiente, a partir de
0.133 mM de arabinosa ya no hay cambios de intensidad de la misma. Aun cuando la proporcion de la
proteina expresada es muy baja, se consider6 0.133 mM de L-arabinosa como la concentracién del
inductor adecuada para realizar el resto de los experimentos.
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Figura 12. Evaluacion de la expresion de 6xHis-Glk variando la concentracién del inductor L-arabinosa, incubando E. coli
TOP10-pJYM a 37°C. Western blot. Se analiz6 el extracto citosolico de cada muestra. Carril 1: marcador de peso molecular de bajo
espectro (BioRad). Carril 2: cepa de expresion TOP10 transformada con el plasmido pQE31 sin glk inducido con 13.3 mM de
arabinosa. Carril 3: control cepa de expresion TOP10 con plasmido pJYM sin inductor. Carril 4: cepa de expresion TOP10 con
plasmido pJYM inducido con 0.00133 mM de arabinosa. Carril 5: 0.0133 mM. Carril 6: 0.133 mM. Carril 7: 1.33 mM. Carril 8: 13.3

mM de L-arabinosa.

Posteriormente, se evaluaron cambios en las condiciones del cultivo esperando obtener un aumento en la
proporcién de 6xHis-Glk expresada. Para ello se modificé la temperatura de incubacion del inéculo y del
cultivo (20° y 30°C). A estas temperaturas se monitoreo la expresion a 2, 4, 8, 12 y 16 h de induccién con
0.133 mM de L-arabinosa. También se modifico la velocidad de agitacién a 100 y 200 rpm. Al modificar la
temperatura, agitacion y tiempo de induccion no se observd cambio en la sobreproduccién de la proteina
de fusiéon comparando con lo observado al crecer a TOP10-pJYM a 37°C. Por otra parte, se realizd la

misma serie de ensayos usando la cepa E. coli XL1-Blue. Sin embargo, los resultados fueron los mismos.
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Se reviso el uso de codones preferenciales para E. coli y para Streptomyces encontrandose que éste es
diferente. En la secuencia de glk se encontraron algunos codones de bajo uso para E. coli, 14 codones
que codifican para Arg, 4 codones para Gly, 4 para Pro, 2 para Leu, y 1 para lle, Thr, y Ser (Fig. 6). Se
decidio entonces realizar el cambio de algunos nucleétidos con la finalidad de dar codones de mayor uso
para E. coli. Se cambio aquellos que se encontraban al inicio de la secuencia para facilitar el proceso de
traduccién, aquellos que se encontraban proximos entre si para poder hacer el cambio de nucleétidos en
un solo proceso de mutacion y de 5 tripletes que se modificaron, 3 corresponden a aquellos que codifican

para Arg, los que presentan menor frecuencia de uso por E. coli.

Para el cambio de nucledtidos se realiz6 mutagénesis dirigida empleando la metodologia descrita en el
manual del kit QuikChange® Il Site-Directed Mutagenesis, el cual se basa en el cambio puntual de
nucleétidos mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) tomando como molde los cebadores
disefiados con los nucleétidos cambiados en el orden deseado. Se realizaron dos rondas de mutacion, en
las que se cambiaron algunos nucle6tidos ubicados al inicio del gen que codifican para Arg, lle y Thr. El
plasmido obtenido después de las mutaciones fue nombrado pROB, fue analizado por secuenciacién y
posteriormente utilizado para transformar E. coli TOP10. Se selecciond una de las clonas obtenidas que
contenia pROB para evaluar el nivel de expresion de la proteina de fusién en presencia de diferentes
concentraciones del inductor. Se analizé el extracto citosélico de TOP10-pROB (Figura 13).
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Figura 13. Evaluacién de la expresion de glk en pROB después del cambio de nucleétidos realizados para favorecer los
codones de uso en E. coli. Se analiz6 el extracto citosolico de TOP10-pROB inducido variando la concentracion de L-arabinosa.
Western-blot. Carril 1: marcador de peso molecular. Carril 2: extracto citosolico de la cepa de expresién sin pROB inducida con
0.133 mM de arabinosa. Carril 3: extracto citosélico de la cepa de expresion que contiene el plasmido pBAD sin glk, inducida con
0.133 mM de arabinosa. Carril 4: TOP10-pROB sin inductor. Carril 5: TOP10-pROB con 0.00133 mM. Carril 6: TOP10-pROB con
0.0133 mM. Carril 7: TOP10-pROB con 0.133 mM. Carril 8: TOP10-pROB con 1.33 mM. Carril 9: TOP10-pROB con 13.3 mM de
L-arabinosa.
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En el western-blot del extracto citosdlico de TOP10-pROB se puede observar que la banda obtenida
corresponde al tamafio esperado de 6xHis-Glk de 40 kDa. La secuenciacién de pROB muestra los
cambios deseados. Se secuenci6 todo el gen pero no la region del promotor. Sin embargo, la expresion
de la proteina de fusion fue la misma independientemente de la concentracion del inductor empleada, es
decir, se volvié constitutiva. Se secuencié todo el gen pero no la regién del promotor, donde quiza se

haya dado un cambio permitiendo que el gen sea expresado constitutivamente.

Se realizaron diferentes cultivos de TOP10-pJYMA en los que se variaron las condiciones de incubacion
temperatura, agitacion y tiempo de induccién, buscando las mas adecuadas en las que se pudieran
observar aumentos del rendimiento en la expresion de la proteina. Se obtuvo por sonicacién el extracto
citosolico de las células obtenidas en cada condicién, se midié actividad enzimatica de glucosa cinasa. La
actividad encontrada corresponde al valor del control, la cepa de expresidon que contiene el plasmido
pBAD sin glk. No hay actividad enzimatica. Tampoco se observé cambio en la proporcion de 6xHis-Glk en
ninguna de las condiciones evaluadas y en todo momento se observd expresion aun en ausencia de L-
arabinosa. La expresion obtenida fue de bajo rendimiento y en ninguna de las condiciones evaluadas se

logro incrementarla. Por ello se decidié cambiar el sistema de expresion.

Se parti6é de la construccion pJYM para obtener el gen glk e insertarlo en el plasmido de expresion pQE.
Se realiz6 un andlisis in silico en el que se observé que al usar las enzimas de restriccion Sacl y Hindlll
para obtener glk a partir de pJYM y para linearizar el plasmido pQE, nos permitiria tener el gen glk en

fase ligandolo en la versién 31 del plasmido pQE.

Se purificé el plasmido pQE31 (Anexo |) y el plasmido pJYM. Se realiz6 la digestién enzimética de ambos
plasmidos con las enzimas de restriccion Sacl y Hindlll. Los productos de las digestiones fueron corridos
en un gel de agarosa al 0.8% para purificar los fragmentos correspondientes al plasmido pQE31 y glk
(Figura 14 (A)).
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Figura 14. Subclonacién de glk en el plasmido de expresién pQE31. Se obtuvo el gen glk a partir del plasmido pJYM y fue
subclonado en el plasmido pQE31 usando las enzimas de restriccion Sacl y Hindlll para obtener glk y linearizar pQE31. Geles de
agarosa 0.8%. (A) Carril 1: marcador 1 kb DNA. Carril 2: fragmento de glk. Carril 3: plasmido pQE3L1 lineal. (B) Carril 1: marcador 1
kb DNA. C) Carril 2: pQE31-glk digerido con Sacl y Hindlll. Carril 3: construccion pQE31-glk, pISR .

Los fragmentos purificados se ligaron por los extremos cohesivos obtenidos. La construccion obtenida
pQE31-glk fue nombrada pISR. La cepa de expresién E. coli M15 fue electrotransformada con el
plasmido pISR, se aislaron cinco clonas que adquirieron resistencia a ampicilina dada por el plasmido
pISR y a kanamicina dada por el plasmido pREP4 presente en la cepa de expresion. De éstas se extrajo
plasmido y se realizé un andlisis de restriccion con Sacl y Hindlll para corroborar la presencia del gen, la
muestras de pISR sin digerir y digeridas fueron analizadas por electroforesis en un gel de agarosa al
0.8%. En la figura 14 (B) se muestra el producto de la digestion de una de las cinco clonas analizadas. En
el carril 2 se observa que el plasmido el fragmento glk. Las cinco clonas fueron empleadas para realizar
un ensayo de expresion, de esta forma podiamos corroborar que el gen se encontraba en fase y que
expresara la proteina de fusién en el tamafio aproximado que esperdbamos. Las células fueron llevadas
a una D.O.g0onm 0.5-1.0, se adicion6 1 mM de IPTG, se incub6 4 h en presencia del inductor a 37°C y
agitacion de 200 rpm. Se colect6 1 mL del medio de cultivo, se recuper6é el paquete celular por
centrifugacion y se elimin6 el medio de cultivo. Las células fueron resuspendidas en 100 puL de soluciéon
de carga SDS-2X. Se calent6 a 90°C durante 5 min. Se centrifugd a 10,000 rpm 5 min, el sobrenadante

fue analizado por electroforesis en gel SDS-PAGE y western blot.

Se observo que las cinco clonas evaluadas mostraron sefial en el western-blot correspondiente al tamafio
de 40 kDa esperado para 6xHis-Glk (Figura 15 (B)).
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Figura 15. Ensayo de expresion de glk en E. coli M15 transformada con pISR. Después de haber obtenido la construccion pISR
(PQE31-glk) se transformé la cepa de expresion E. coli M15 con este plasmido. Del proceso de transformacion se eligieron cinco
clonas para realizar un ensayo de induccion y verificar la expresion de la proteina de fusién esperada. Las células fueron incubadas
4 h a 37°C después de que se adicioné 1 mM de IPTG. Se analizé la fraccién citosolica de las células mediante (A) SDS-PAGE 10%
y (B) western-blot. Carril 1: marcador de peso molecular. Carril 2: clona 1 con 1 mM de IPTG. Carril 3: clona 2 con 1 mM de IPTG.
Carril 4: clona 3 con 1 mM de IPTG. Carril 5: clona 4 con 1 mM de IPTG. Carril 6: clona 5 con 1 mM de IPTG. Carril 7: clona 1 sin
IPTG. Carril 8: E. coli M15 con el plasmido pQE31 sin glk con 1 mM de IPTG. Carril 9: E. coli M15 sin plasmido con 1 mM de IPTG.

El plasmido aislado de cada una de las clonas fue enviado para secuenciacion y verificar que el gen se
encontrara completo y en fase. Se llevé a cabo un andlisis in silico de la secuencia del gen obtenido de
las cinco clonas y se realiz6 la traduccidén de nucledtidos a aminoécidos de las mismas, comparando con
la secuencia de aminoacidos reportada para la Glk de S. peucetius var. caesius (AAT72898.1) en la base
de datos del NCBI (National Center for Biotechnology Information). Se observé que las cinco secuencias
presentaban una mutacion en el aminoacido nimero 125 (Figura 16), correspondiente a una alanina en

lugar de una valina que es el amino&cido original reportado para la Glk de S. peucetius var. caesius.
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glucose kinase [Streptomyces peucetius subsp. caesius]

Length=317
Score = &30 bits (1624), Expect = 9e-179, Method: Compositional matrix adjust.
] Identities = 315/317 (99%), Positives = 315/317 (9%%), Gaps = 0/317 (0%)

ERI/JL\Oki Query 35 YGLTIGVDIGGTRIAAGVVDEEGNILSTFRVPTPTTPQAIVDAIARAVEGARAGHEIVEY 04
N GLTIGVDIGGTRIRARGVVDEEGNILSTFREVETPFTTPQRIVDATRRAAVEGRRAGHEIVGEV
FE Sbjct 1 MGLTIGVDIGGTRIAAGVVDEEGNILSTFRVETPTTPQAIVDAIARAVEGARAGHEIVGY &0

alanina Query 85 GIGAAGYVNRQRSTVYFAPNI DWRQEPLEEEVEARVGLEVVVENDEANALAWCEYRFGAGE 154
GIGAAGYVNRQRSTVYFAPNIDWRGQEPLEEEVEARVGLEVVVENDEANALEWGEYRFGAGR
Sbijct 61  GIGARGYVNRQRSTVYFAPNIDWRQEPLREEVEARVGLPVVVENDANARAWGEYRFGAGE 120

Quer 155 Gk CITLGIGLGEGIIIGNRLRRGHFGVAREFGHIRMVPDGLLCGCGEQECWERYRS 214
0 ¥
GE CITLGTGLGGGIIIGNELERGHFGVAREFGHIEMVEPDGLLCGCGSQGCWEQYLRS
OH Sbjct 121 GE CITLGTGLGGGIIIGNELRRGHFGVAREFGHIBMVEDGLLCGCGSQGCHWEQYAS 180
Quer 215 GRALVRYLEQRANATPENADILLSLGDGTPDGIEGEHISMALRQGDEVAVDSYRELARWL 274
MNH ¥
z GRALVEYARQRANATPENADILLSLGDGTPFDGIEGRHI SMAARQGDEVAVDSYRELARWA

valina Skjct 181 GRALVRYRRQRANATPENADILLSLGDGTPDGIEGEHISMARRQGDEVAVDSYRELARWAR 240

Query 275 GAGLADLASLFDPSAFIVGGGLSDEGELVLDPIRRSYRRWLVGGNWREVADVIARRLGND 334

GAGLADLASLEDPSAFIVGGGLSDEGELVLDPIRESYRRWLVGGNWREFVADVIARRLGHD
Sbjct 241 GAGLADLASLFDESAFIVGGGLSDEGELVLDPIRESYREWLVGGNWREVADVIAARLGHND 300
Query 335 AGLVGRADLAREPDPIM 351

LAGLVGRADLAREFDEIM
Sbjct 301 AGLVGRADLAREPDPIM 317

Figura 16. Comparacion de la secuencia de aminoacidos de Glk recombinante y la reportada en GenBank (AAT72898.1). Se
obtuvo la secuencia de nucleétidos de glk clonado en pISR, se realiz6 in silico la traduccion para obtener la secuencia en
aminoécidos. Esta (Query) fue comparada con la secuencia de aminoacidos reportada en GenBank para la secuencia de Glk de S.

peucetius var. caesius (Sbjct).

Se realiz6 un andlisis de las secuencias de nucleétidos que se obtuvieron de glk clonado en pJYM y
pROB y se observé que ya se tenia la mutacién del aminoacido 125, el cual surgié quizad durante la

clonacién de glk a partir de ADN genémico mediante PCR.

Se realiz6 un alineamiento de la secuencia de aminoacidos de la Glk reportada para otros
estreptomicetos, S. avermitilis, S. coelicolor y S. griseus, con la intencién de verificar qué tan conservado

se encontraba el aminoacido 125. En todas ellas se presenta una valina en dicha posicién (Figura 17).
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pISR GIGARAGYVNRQRITVY FAFNIDWRQEFLKEEVEARVGELEVVVENDANARRWGEYKFGAGE 119

S. peucetius var. caesius GIGALGYVHNRQRSTVYFAPNIDWRQE PLEEEVELRVGLEVVVENDANALAWGEYKFGAGE 120
S. avermitilis GIGARGYVNRQRSTVY FAPNIHWRGE FLKDEVEARVGLEVVVENDANARAWGEYKFGAGK 120
S. coelicolor GIGARGYVNRQRSTVY FAENI DWRGE PLKEKVEARVGLEVVVENDANARAWRGEYKFGGEEE 120
S. griseus GIGARGYVDDKRATVLFAENIDWRHE PLEDEVEQRVGLEVVVENDANARAWGEYRFGAGR 120
********: :*:** *****.**!****!:** ********************:**.*:
pISR Gl CITLGIGLGGSI I IGNELRRGHFGVALE FGHIRMVPDGLLCGCGSQGCREQYRAS 179
S. peucetius var. caesius CITLGIGLGGGII IGNELERGHFGVALE FGHIRMVPDGLLCGCGSQGCWEQYRAS 180
S. avermitilis G CITLGTGLEGEIIIGNKLRRGHFGVAAE FGHIRMVEDGLLOGCESQRCHEQYRS 180
S. coelicolor Gl CITLGTGLGGGIIIGNELERGHFGVALE FGHIRMVPDGLLCGCGSQGCWEQYRAS 180
S.griseus Gl CITLGTELEGGIIIGNKLERGRFGVALE FGHIRVVPDGLLCGCGSQECWEQYRAS 180
* & ********k**k*********:***********:********************
pISR GRALVEYRAKQRANAT PENADILLSLGDGI FDGIEGEHI SMARRQGDPVAVDSYRELARKE 239
S. peucetius var. caesius GRALVEYLKRANATFENADILLSLGDGT FDGIEGKHI SMARRQGDEVAVDSYRELARWA 240
S. avermitilis GRALVEYAKQRANAT PFENAEVLLALGNGT FDGIEGHEHI SVARRQGDFVAVDSYRELARKE 240
S. coelicolor GRALVEYRAKQRANAT PERAEVLLALGDGT FDGIEGEHI SVARRQGCEPVAVDSYRELARWR 240
S. griseus GRALVEYRKQRANAT PFENARVLLGLGDGSVDGIEGKHI SEARRQGDEVAVDSFRELARWR 240

khkdkhkhdhdhhddddhdhdd % okdk dhods kkdhhkdddd dhhkdk hhdkdkhkdokhddhhd

Figura 17. Comparacién de secuencias de Glk entre estreptomicetos. (pISR) secuencia de la Glk recombinante obtenida de la
construccion pQE31-glk. Streptomyces peucetius var. caesius (AAT72898.1), Streptomyces avermitilis (NP_822588.1),
Streptomyces coelicolor (NP_626383.1) y Streptomyces griseus (YP_001826889.1).

Se realizaron ensayos de actividad enzimatica para evaluar el efecto de dicha mutacién en las cinco
clonas. La actividad encontrada fue muy baja, 2.5 veces por debajo de la encontrada en S. peucetius var.
caesius. Se tiene la construccién pISR donde el gen glk se encuentra completo y en fase, que expresa la
proteina de fusién en el tamafio de 40 kDa, pero ésta no tiene actividad enzimatica, quiza debido a la

mutacién del aminoacido 125, por lo que se decidié revertir la mutacién del aminoécido 125.

Para revertir el aminoacido se uso6 el kit de mutaciones dirigidas QuikChange® Il. Después del proceso
de mutacion se obtuvo el plasmido pQE31-glk con Vall25 el cual fue nombrado pDRM, del cual verificd
por secuenciacion que se revirtié la mutacion del aminoacido 125. El plasmido se us6é para transformar la
cepa de expresion de E. coli M15. La cepa M15 que contiene pDRM fue usada para continuar con los

ensayos de expresion y purificacion.

Se realiz6 el ensayo para medir actividad de glucosa cinasa. Las células fueron incubadas 4h a 37°C
después de adicionar 1 mM de IPTG. Se midié actividad de Glk en la fraccion citosélica. Para ello se
tomé como control negativo la actividad de la cepa de expresion E. coli M15 sin plasmido (M15) y la cepa
M15 con el plasmido pQE31 sin glk (Dglk). Se evaluaron simultdneamente las cepas M15 con pISR

(Ala125) y M15 con pDRM (Vall125). Los resultados se muestran en la figura 18.
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Figura 18. Comparacién de actividad de glucosa cinasa. Se realizé la comparacién de la actividad enzimatica de Glk para
evaluar la importancia del aminoécido 125 en la secuencia de Glk. Las células fueron incubadas 4h a 37°C después de haber sido
inducidas con 1 mM de IPTG. Se medi6 actividad de Glk en la fraccion citosélica de: la cepa de expresion E. coli M15 (M15). La
cepa de expresion E. coli M15 con plasmido pQE31 sin glk (Dglk). La cepa de expresion E. coli M15 con pISR Alal25 (M15-pISR).
Cepa de expresion E. coli M15 con pDRM Val125 (M15-pDRM).

Lo que podemos observar en la figura 18 es que la actividad medida para pISR corresponde al doble de
la actividad encontrada para el control negativo (M15). Al corregir el aminoacido mutado (V125A en
pDRM), se observo6 que la actividad fue 16 veces mayor respecto a la cepa que presentaba la mutacion
(pISR). Lo cual nos mostré que la presencia de la valina en la posiciéon 125 es determinante en la funcién
enzimatica de la Glk.

Se midi6 la actividad enzimatica de Glk en la fraccién citosélica de S. peucetius var. caesius como control
positivo. Se obtuvo un valor de 73 + 18 U/mg proteina. Comparando con la actividad medida para pDRM
podemos observar que ésta es 6 veces mayor respecto a la encontrada en el estreptomiceto. Alin cuando
se esta expresando la actividad en U por cantidad de proteina, el aumento en la actividad para la proteina
recombinante podria explicarse quiza porque la proporcién de Glk encontrada en la fraccion citosélica de
Streptomyces sea menor a la encontrada para pDRM respecto de la proteina total, tomando en cuenta

que en E. coli se esta sobre-expresando la misma proteina.

Dado que la Vall25 es determinante en la actividad enzimética de la Glk, se pens6é que quiza se
encuentre formando parte del sitio activo de la proteina. Para ubicar este aminoacido en la estructura
tridimensional de la proteina se realiz6 la prediccion de la estructura 3D de la Glk. Se buscé en la base de
datos del NCBI (National Center for Biotechnology), EMBL-EBI (European Bioinformatics Institute) y
RCSB-PDB (Protein Data Bank), la estructura cristalizada de diferentes glucosa cinasas. Se encontré la

secuencia de proteinas homologas pero ninguna cristalizada perteneciente al género Streptomyces. A
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partir de las estructuras que presentaron mayor homologia (Tabla VII), se realizé la prediccion de la
estructura tridimensional, utilizando el servicio en web del programa PHYRE (Protein Homology/analogY
Recognition Engine) el cual buscé estructuras tridimensionales de proteinas contenidas en la base de
datos de SCOPE (Structural Classification of Proteins) y de PDB (Protein Data Bank). Se tomé como

molde la estructura cristalizada de la glucosa cinasa de Enterococcus faecalis (2gm1) (Tabla VI).

Tabla VI. Estadistica de homologia de la Glk de S. peucetius var. caesius con algunos miembros de la familia ROK

(bacterial Repressors, uncharacterized Open reading frames, and sugar Kinases).

Descripcion
Proteina Cadigo Precision del N .
No. ) Valor-E ) ) Superfamilia Familia
(UniProtKB) SCOPE estimada plegamiento
PDB
2gm1l Glucocinasa
1 Q830JA (326 aa) 5.3e-31 100 % Transferasa Glucocinasa Enterococcus
29% i. d. faecalis
) N-acetil
2aa4 N-acetil )
) manosamina
2 P45425 (289 aa) 2.6e-29 100 % Transferasa manosamina ) )
. . . cinasa putativa
33%i. d. cinasa putativa ]
E. coli
1z6r
L . Proteina Mic E.
3 P50456 (406 aa) 4.3e-29 100 % Transcripcion Proteina Mlc i
coli
21%i. d.
2apl Regulador Regulador Regulador
4 Q82P29 (327 aa) le-28 100 % proteico proteico proteico
27% . d. putativo putativo putativo
Regulador
1205 Regulador transcripcional
5 Q9KQJI1 (429 aa) 4.1e-28 100 % Transcripcion transcripcional 2, familia ROK
25%i. d. familia ROK homadlogo Mic
de E. coli
N-acetil
2hoe N-acetil glucosamina
6 Q9Xovi (380 aa) le-26 100 % Transferasa glucosamina cinasa
22% i. d. cinasa Thermotoga
maritima
Proteina familia
2gup
Proteina familia ROK
7 Q97NBO (292 aa) 1.3e-26 100 % Transferasa
. ROK Streptococcus
24% i. d. .
neumoniae
1xc3 . Fructocinasa
Fructocinasa .
8 005S10 (302 aa) 5.4e-26 100 % Transferasa ) putativa B.
. putativa -
25% i. d. subtilis
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El porcentaje de identidad de Glk con la proteina (2gm1) es de 29% (Tabla VI). La precisién estimada con
la que se construyo el modelo fue de 100%, lo que indica que aunque no es igual la estructura primaria,
la estructura secundaria sera muy parecida. La definicion del plegamiento dado por PDB (protein data
bank), la superfamilia y familia definen a 2gm1 como Glucosa cinasa perteneciente a la familia ROK. El
alineamiento entre estas secuencias (Fig. 19) indica los aminoacidos conservados 32% (101/316) y los

aminoacidos de polaridad semejante 55% (173/316).

4 Description [ Maxscore | Totalscore | Querycoverage |_ Evalue
i) 29377260 |ref|NP_816414.1| glucokinase [Enterococcus faecalis \ 185 155 97% le-42

>1cl|19133 gi|29377260|ref|NP_816414.1| glucokinase [Enterococcus faecalis

V583]

Length=323

Score = 155 bits (391), Expect = le-42, Method: Compositional matrix adjust.

Identities = 101/316 (32%), Positives = 173/316 (55%), Gaps = 11/316 (3%)

Query S IGVDIGGTKIAAGVVDEEGNILSTFKVPTPITPQ-~—~-~~. AmnIAAAVEunRAUHE I 57
IG+D+GGT I ++ +G + ++ T +I1+++1 ++

Sbject € IGIDLGGITIKFAILTIDGVVQQ! K'nSIEINILED;ECr!IVPSIIESIR&RI"\LYN\MD: 65
Query 58 VGVGIGAAGYVNRQRSTVYFAPNIDWRQ-EPLKEEVEARVGLPVVVENDANAAAWGEYKF 116
' VG+G+G G V+ ++ IV A N++W +P+KE++E+ +G+P ++NDAN AA GE
Sbject 66 VGIGMGIPGSVDIEKGIVVGAYNLNWITVQPVKEQIESALGIPFALDNDANVAALGERWK 125
Query 117 GAGKGHRNVICITLGIGLGGGIIIGNKLRRGHFGVAAEFGHIRMVPDGLLCGCGSQGCWE 176
GAG+ + +VI ITLGIG+GGGI+ KL G GAEGH+ + P+G C CG +cC E
Sbjct 126 GAGENNPDVIFITLGIGVGGGIVAAGKLLHGVAGCAGEVGHVIVDENGFDCICGKRGCLE 185
Query 177 QYAS"RALVRYAKQMIAIPEHADILLSLaDqIP"\:IE\:KHISMAARQS"PVAV"SYREL 236
+5 +VR A+ + ++++ ++ DG + K+ A +GD A+
Sbjct 186 TVSSAI"‘VVRVARHLSEEFACDSELKQAI"D"QD--VSSK:\VFEFAEK\:D‘IFM.W’VDRV 243
Query 237 ARKAGAGLADLASLE‘DPSAFIVGGGLSDEGELVL'\rIRKSYKRn'LV""N’n'RPVADVIAAR 296
+ G +L + +P + ++GGG+S GE + + K ++ + R +
Sbjct 244 CFYLGLATG IIL;;N‘ILNPDSVVquGVS"“‘EFLRSRVEKYFQEFTF-“QVRNSTKIKI.AE 302
Query 297 LGNDAGLVGAADLARE 312
LGN+AG++GAR LA +
Sbjct 303 LGNEAGVIGAASLALQ 318

Figura 19. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de la Glk de Streptomyces peucetius var. caesius y Enterococcus
faecalis. Glucosa cinasa de Streptomyces peucetius var. caesius (GenBank AAT72898.1) y glucosa cinasa de Enterococcus faecalis
(PDB 2gm1).

El estudio de la estructura secundaria indicé que la Glk se encuentra formada por 11 o-helices, 7 B-
plegadas y 24 regiones de torsién al azar. Con los datos anteriores se realiz6 la prediccién de la

estructura tridimensional mostrada en la figura 20.
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Figura 20. Representacion en listén y esferas del modelo computacional de la estructura tridimensional de la Glk de

Streptomyces peucetius var. caesius. En rojo se representa la posicion de la valina 125, en amarillo los aminoacidos propuestos
de unién a ATP, en rosa los probables amino&cidos que unen Mg?* y en verde los aminoacidos que quiza participan uniendo

glucosa.

En la figura 20 se marco con colores las secuencias putativas de unién con los sustratos de la enzima
(Titgemeyer et al, 1994, Conejo et al.,, 2010). La valina 125 (en rojo) se encuentra alejada de los
aminodcidos que aparentemente se encuentran formando parte del sitio activo. La Vall25 se encuentra
ubicada en una region hidrofébica que quizd no se encuentre relacionada con el sitio catalitico, lo cual no
explica la pérdida de actividad al mutar este aminoacido por alanina. Imriskova et al. 2005, describié que

la glucosa cinasa de S. peucetius var. caesius une primero la glucosa, sufre un cambio conformacional y
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después une el complejo MgATP. Con el cambio A125V, quiza se esté afectando el cambio
conformacional que se requiere para unir el complejo MgATP"y por ello se pierde la actividad enzimatica.
Adicionalmente, la estructura mostrada en la figura 20 sélo es una aproximacion de lo que podria ser la
estructura real, correspondiente a un mondmero y sabemos que la Glk nativa se encuentra en forma de
tetramero donde la valina quiza participe en la estabilidad de la estructura cuaternaria, para saberlo seria

necesario realizar otros estudios incluyendo la cristalizacion de la proteina.

En la cepa M15-pDRM se expreso la proteina de fusion 6xHis-Glk con actividad enzimatica. Buscando las
condiciones mas adecuadas para obtener un mayor rendimiento en la expresion de la proteina, se crecié
a M15-pDRM a 20° y 37°C. Se células obtenidas fueron lisadas por sonicacion, se analiz6 mediante SDS-
PAGE y western-blot la fraccion citosélica y el debris celular de ambas condiciones de crecimiento. Se
encontré que a 37°C se obtuvo mayor cantidad de proteina total en la fraccién citosoélica en comparacion
con la obtenida a 20°C. Sin embargo, el analisis por western-blot indicé que toda la proteina se

encontraba en la fraccién del debris celular en ambos casos (Figura 21).

A B
Kpa 2 3 4 5 1 2 3 4 5
97
66
45 Actividad 20°C 37°C
especifica  Extracto Extracto
[ - ] (U/mg) citosélico citosélico
31 . M15-F52  M15-F52

199 517

21 a\._:;’

- 9y

Figura 21. Evaluacién de la temperatura de incubacién de M15-pDRM sobre el rendimiento en la expresion de Glk. Se crecié
a M15-pDRM a 20° y 37°C, las células fueron lisadas por sonicacién. Se analiz6 la fraccion citosélica y el debris celular de ambos
casos mediante: (A) SDS-PAGE 10%. (B) western-blot. Carril 1: marcador de peso molecular. Carril 2: fraccién citosélica de M15-

pDRM a 20°C. Carril 3: debris celular de M15-pDRM a 20°C. Carril 4: fraccion citosoélica de M15-pDRM a 37°C. Carril 5: debris
celular de M15-pDRM a 37°C. La tabla muestra la actividad especifica medida en la fraccion citosdlica.

La mayor proporcion de la proteina expresada se encuentra en el debris celular quiza como cuerpos de

inclusion y s6lo se observa una sefial muy débil en la fraccién citosdlica obtenida a 20°C. Estos
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resultados sugieren que las condiciones mas propicias para obtener la proteina de fusién de forma
soluble seria creciendo M15-pDRM a 20°C. Sin embargo, al realizar los ensayos de actividad enzimatica
de la fraccion citosélica correspondiente a cada temperatura, se encontré que en la fraccién de 37°C
habia un valor mayor de actividad especifica (517 U/mg proteina) comparado con el obtenido a 20°C (199
U/mg proteina).

Se realizd un ensayo de expresion a 37°C en el que se varid la concentracion del inductor (IPTG) y el
tiempo de exposicion a éste (4 y 6 h). Bajo estas condiciones no se observé diferencia en la proporcion
de proteina recombinante expresada, desde 0.25 hasta 1 mM de IPTG. Tampoco se observo diferencia
entre 4 y 6 h de exposicién al inductor (Figura 22). Se eligié la condicién de 0.5 mM de IPTG y 4 h de
induccion a 37°C para continuar con el estudio.
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Figura 22. Ensayo de expresion de glk en M15-pDRM para obtener las mejores condiciones de induccion. Se evaluaron
diferentes concentraciones del inductor (IPTG) y tiempos de exposicion a éste sobre M15-pDRM. (A) SDS-PAGE 10%. (B) western-
blot. Carril 1: marcador de peso molecular. Carril 2: 0 mM IPTG, 6 h induccién. Carril 3: 0.25 mM IPTG, 4 h induccion. Carril 4: 0.5
mM IPTG, 4 h induccion. Carril 5: 0.75 mM IPTG, 4 h induccién. Carril 6: 1 mM IPTG, 4 h induccién. Carril 7: 0.5 mM IPTG, 6 h

induccioén.

Debido a que las condiciones de incubacion utilizadas proporcionaron bajas concentraciones de proteina
de fusion en la fraccion citosdlica, se realizd un cultivo en una jarra de 15-L con 10 L de medio de cultivo
LB. El fermentador se inocul6 con un 1 L de medio LB crecido a 37°C durante 12 h. El cultivo se llevo a
cabo a 37°C y 300 rpm hasta alcanzar una D.O. o0 nm = 1.217 y se adicion6 IPTG 0.5 mM. El fermentador
se incubd bajo las mismas condiciones durante 4 h después de adicionado el inductor. Posteriormente,

se rompieron las células con una prensa francesa. Se separd la fraccién citosélica mediante
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centrifugacion y del citosol obtenido se realiz6 la purificacion de la proteina 6xHis-Glk por cromatografia

de afinidad. En la figura 23 se puede observar el cromatograma obtenido.
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Figura 23. Cromatograma de purificacion de 6xHis-Glk por cromatografia de afinidad con sefarosa niquelada. Elucién de la
proteina con un gradiente de imidazol de 0 a 250 mM en 100 mL a un flujo de 1 mL/min.

En el cromatograma se puede observar una linea verde que indica la elucion de las proteinas usando un
gradiente de imidazol desde 0 hasta 250 mM en un volumen total de 100 mL con un flujo de 1 mL/min. La
linea en azul indica que la elucion de las proteinas otras proteinas comenzé alrededor del 10% del
gradiente. Se colectaron todas las fracciones de 1.5 mL, desde que se observé un incremento en la D.O.
a 280 nm. Una vez terminado el gradiente, se dejo correr la solucion de elucién durante 10 min. Después
se continud con la elucién pero de forma manual con una solucién mas concentrada de imidazol 500 mM

y se colectaron tres fracciones de 5 mL cada una.

Se analizaron por SDS-PAGE algunas de las fracciones colectadas a manera de abarcar todo el

cromatograma, incluso aquellas obtenidas de la elucién manual.
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Figura 24. Purificacion de 6xHis-Glk. (A) SDS-PAGE 10%. Carril 1: extracto citosélico. Carril 2: proteina no unida en la columna.
Carril 3: fraccién no. 6. Carril 4: fracciéon no. 10. Carril 5: marcador de peso molecular de amplio rango (BioRad). Carril 6: fraccién
no. 16. Carril 7: fraccion no. 33. Carril 8: fraccion no. 41. Carril 9: fraccién no. 54. (B) SDS-PAGE 10%. Carril 1: fraccién no. 63.
Carril 2: fraccién no. 67. Carril 3: fraccion no. 80. Fracciones eluidas manualmente: Carril 4: fraccién al. Carril 5: fraccion bl y Carril
6: fraccion c1. Marcador de peso molecular de amplio rango: carril 7.

En los geles SDS-PAGE de las fracciones eluidas se observa que la proteina 6xHis-Glk comenzé a
despegarse desde la fraccion 33 acompafiada de proteinas contaminantes. A partir de la fracciéon 54 se
observan dos bandas de peso molecular muy cercano, y a partir de la fraccion 80 ya se observa so6lo una
banda. Se realiz6 un analisis mas detallado entre las fracciones nimero 54 hasta la 83. Se juntaron las
fracciones que presentaban caracteristicas semejantes, es decir, las que presentaban dos bandas de
tamafio similar alrededor de 40 kDa (fraccidon 54-75), las que presentaban s6lo una banda (fraccion 76-
83) y las que fueron eluidas de forma manual (fraccion al-b1). Estas fueron dializadas y posteriormente
se midid actividad enzimética con cada una de ellas (Tabla VII), observandose que las fracciones
obtenidas de la purificacion por afinidad presentan actividad enzimatica.
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Tabla VII. Actividad de glucosa cinasa purificada.

Fraccion Actividad especifica (U/mg)

54-75 5886
76-83 24145
al-b1 5120

Una vez que se obtuvo la proteina de fusién pura y con actividad, se procedi6 a realizar los ensayos de

interaccién proteina-proteina empleando las metodologias de far-western y pull-down.

Se comenzo con los ensayos de far-western, para los cuales se utilizé la fraccion que presentaba mayor

actividad (76-83). Para realizar dicho ensayo se utilizé la metodologia descrita en la figura 25.

1. Separar las proteinas

“presa” en un gel por — —
electroforesis y después 2. Interaccion de proteinas : —
transferir a membrana “presa” con 6xHis-Glk 3. Interaccién con Anti-His

Membrana janzueio]
= — ——
— — —> x_

P AN Glk N\ Glk X\
Labanda representa a i
Gl Glk con tallo la proteina “presa” que 4. Interaccion con Anti-Anti-His

de histidinas se une a 6xHis-Glk

—§
PN Glk
Anticuerpo O

Anti-anti-
Histidinas 5. Revelado

Anticuerpo Anti-Histidinas

R

Figura 25. Ensayo de far-western. El ensayo consiste en el enfrentamiento entre la proteina “anzuelo” con las proteinas “presa”
que se encuentran inmovilizadas en una membrana de nitrocelulosa. Una vez dada la interaccién proteinica, el complejo es
detectado por medio de anticuerpos de acuerdo a la siguiente metodologia: 1. Las proteinas “presa” contenidas en el extracto
citosélico de S. peucetius var. caesius obtenidas a diferentes tiempos del cultivo son separadas en un SDS-PAGE. Después las
proteinas son transferidas a una membrana de nitrocelulosa. 2. La membrana es incubada con la proteina pura “anzuelo” 6xHis-Glk
esperando se establezca una union proteinica. 3. Se incuba la membrana con el anticuerpo anti-Histidinas que reconocera a 6xHis-
Glk uniéndose a ella. 4. La membrana es incubada con anticuerpo anti-anti-Histidinas acoplado a fosfatasa alcalina. 5. Finalmente

se hace el revelado del western-blot. Se espera ver sefial donde Glk se haya unido a otra u otras proteinas.
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El fundamento de esta metodologia es la deteccién por wester-blot del complejo proteinico formado entre
la proteina “anzuelo” (6xHis-Glk) y la “proteina presa”, en este caso la proteina hipotética que se uniria a

Glk proveniente de S. peucetius var. caesius.

Se analizaron los extractos citosolicos obtenidos del cultivo de S. peucetius var. caesius en medio minimo
con glucosa en baja (100 mM) y alta (495 mM) concentracion. Se tomaron muestras en la fase
logaritmica y estacionaria temprana del crecimiento del estreptomiceto. Se obtuvo la fraccion del citosol
de cada tiempo, se corrieron en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes y no
desnaturalizantes para separar las proteinas. Estas se transfirieron posteriormente a una membrana
PVDF, se bloguearon con solucion TBS con 3% de leche descremada, lo cual permite la renaturalizacion
de algunas proteinas. Una vez concluido este proceso, se incubd con la proteina 6xHis-Glk pura. Se
evaluaron diferentes condiciones de incubacién: 12 h a 4°C y 20°C. Se incub6 s6lo con la proteina de
fusion 6xHis-Glk y también en presencia de sus sustratos (ATP, Mg2+ y glucosa). Concluido este proceso,
se adiciond el anticuerpo monoclonal anti-Histidinas de raton, posteriormente el anticuerpo anti-ratén
acoplado a fosfatasa alcalina y finalmente se revel6 con el sustrato de la fosfatasa. Se realizé el ensayo
en geles desnaturalizantes y no desnaturalizantes al 7.5, 10 y 12.5% de acrilamida, esto con la idea de

que en el ensayo se abarcaran proteinas de bajo y alto peso molecular.
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Figura 26. Anélisis de interacciones proteinicas mediante la metodologia de far-western. Se analizaron los extractos
obtenidos del cultivo de S. peucetius var. caesius en MM en concentracion baja (A) y alta de glucosa (B). Las proteinas fueron
separadas en geles de poliacrilamida al 10% en condiciones no desnaturalizantes, posteriormente transferidas a membranas de
nitrocelulosa para realizar el ensayo de far-western. (A) Carril 1: marcador de peso molecular Caleidoscopio (BioRad). Carril 2:
6xHis-Glk. Carril 4: citosol O h. Carril 5: citosol 2 h. Carril 6: citosol 7 h. Carril 7: citosol 12 h. Carril 8: citosol 24 h. Carril 9: citosol 32
h. Carril 10: citosol 48 h. (B) Carril 1: marcador de peso molecular. Carril 2: 6xHis-GlIk. Carril 4: citosol O h. Carril 5: citosol 2 h. Carril
6: citosol 7 h. Carril 7: citosol 12 h. Carril 8: citosol 24 h. Carril 9: citosol 32 h. Carril 10: citosol 48 h.
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La figura 26 muestra el far-western que se obtuvo con los extractos de S. peucetius var. caesius
obtenidos en medio minimo con 100 mM (A) y 495 mM (B) de glucosa bajo condiciones no
desnaturalizantes. Las membranas fueron incubadas con la proteina 6xHis-GIk y sus sustratos durante
12 h a 20°C. En el carril 2 de cada gel se corrié la proteina pura como control positivo. Bajo estas

condiciones no se observé union de Glk con alguna proteina contenida en los extractos de S. peucetius

var. caesius.
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Figura 27. Andlisis de interacciones proteinicas mediante la metodologia de far-western. Se analizaron los extractos
obtenidos del cultivo de S. peucetius var. caesius en MM en concentracion baja (A) y alta de glucosa (B). Las proteinas fueron
separadas en geles de poliacrilamida al 10% en condiciones desnaturalizantes, posteriormente transferidas a membranas de
nitrocelulosa para realizar el ensayo de far-western. (A) Carril 1: marcador de peso molecular caleidoscopio. Carril 2: citosol O h.
Carril 3: citosol 2 h. Carril 4: citosol 7 h. Carril 5: citosol 12 h. Carril 6: citosol 24 h. Carril 7: citosol 32 h. Carril 8: citosol 48 h. Carril
10: 6xHis-Glk. (B) far-western, gel 10%, 495 mM glucosa. Carril 1: marcador de peso molecular. Carril 2: 6xHis-Glk. Carril 4: citosol
0 h. Carril 5: citosol 2 h. Carril 6: citosol 7 h. Carril 7: citosol 12 h. Carril 8: citosol 24 h. Carril 9: citosol 32 h. Carril 10: citosol 48 h.

En la figura 27 se muestra el far-western obtenido en condiciones desnaturalizantes en los que se
analizaron los extractos y las condiciones descritos para la figura anterior. En el carril 10 (A) y 2 (B) se
observa el control positivo 6xHis-Glk. Sin embargo, no se obtuvo sefial de unién de Glk con alguna de las

proteinas del citosol de S. peucetius var. caesius.

La proteina de fusion 6xHis-Glk clonada y purificada presenté actividad enzimatica, en geles de
acrilamida no desnaturalizantes se observo que presenta un tamafio aproximado al correspondiente al

tetrAmero (resultados no mostrados) como fue reportado por Imriskova et al., 2004. Se evaluaron
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diferentes condiciones de incubacion en las que se modificé la temperatura y la presencia de los
sustratos de la Glk, se realizd el andlisis en condiciones desnaturalizantes y no desnaturalizantes. En
resumen, bajo esta metodologia no se encontré ninguna proteina candidata de unién con la glucosa
cinasa. Por ello, se decidi6 evaluar otra metodologia de unién proteina-proteina, como lo es el ensayo de

pull-down.

1. Inmovilizar la proteina 2. Lavar paraeliminar 3. Enfrentar la proteina
@ “anzuelo” 6xHis-Glk proteinas contaminantes inmovilizada contralas
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Anélisis en SDS-PAGE

1. Marcador de peso molecular

2. 6xHis-Glk

3. Sefarosa-Ni?* con extracto proteico de Streptomyces
4. 6xHis-Glky proteina de Streptomyces

Figura 28. Ensayo de interacciéon proteina-proteina por la metodologia de pull-down. Este ensayo consiste en inmovilizar la
proteina que sera usado como “anzuelo” en una matriz inerte, después pasar el extracto proteinico que contiene las proteinas
“presa” a través de la columna para que se lleve a cabo la unién, recuperar el complejo proteinico formado para su analisis e
identificacion por secuenciacién. 1. En este caso se aprovecho el tallo de histidinas que tiene la Glk en el N-terminal para ser
inmovilizada en sefarosa Ni2+. 2. Se lava la columna para eliminar proteinas contaminantes. 3. Se pasa el extracto citosélico de S.
peucetius var. caesius que contiene las proteinas “presa”. 4. Se lava para eliminar proteinas que no se unieron a la proteina

“anzuelo”. 5. Se eluye el coplejo proteinico formado. 6. Se analiza en SDS-PAGE y se secuencia para su identificacion.

El fundamento de la metodologia de pull-down es inmovilizar el complejo de proteinas que interaccionan
en una columna de afinidad por la proteina “anzuelo” que ha sido clonada (Figura 28). Después, el

complejo proteinico es analizado en SDS-PAGE y posteriormente identificado mediante secuenciacion.

z o7}



KDa

97
66

45

31

21
14

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Carril 1: sefarosa Ni?* limpia.

Carril 2: sefarosa + 6xHis-GIKk.

Carril 3: marcador de peso molecular.
Carril 4: sefarosa + extracto citosolico con
proteinas “presa” 0 h de cultivo.

Carril 5: sefarosa + 6xHis-Glk + extracto

citosdlico con proteinas “presa” 0 h de cultivo.

Carril 6: sefarosa + extracto citosolico con
proteinas “presa” 2 h de cultivo.
Carril 7: sefarosa + 6xHis-Glk + extracto

citosdlico con proteinas “presa” 2 h de cultivo.

Carril 8: sefarosa + extracto citosélico con
proteinas “presa” 7 h de cultivo.
Carril 9: sefarosa + 6xHis-Glk + extracto

citosolico con proteinas “presa” 7 h de cultivo.

Carril 10: sefarosa + extracto citosélico con
proteinas “presa” 12 h de cultivo.

Carril 1: sefarosa + 6xHis-Glk + extracto
citosdlico con proteinas “presa” 12 h de cultivo.
Carril 2: sefarosa + extracto citosélico con
proteinas “presa” 24 h de cultivo.

Carril 3: sefarosa + 6xHis-Glk + extracto
citosolico con proteinas “presa” 24 h de cultivo.
Carril 4: marcador de peso molecular.

Carril 5: sefarosa + extracto citosolico con
proteinas “presa” 32 h de cultivo.

Carril 6: sefarosa + 6xHis-Glk + extracto
citosdlico con proteinas “presa” 32 h de cultivo.
Carril 7: sefarosa + extracto citosolico con
proteinas “presa” 48 h de cultivo.

Carril 8: sefarosa + 6xHis-Glk + extracto
citosdlico con proteinas “presa” 48 h de cultivo.
Carril 9: sefarosa + 6xHis-GIKk.

Carril 10: sefarosa Ni2* limpia.

Figura 29. Ensayo de interaccion proteina-proteina por pull-down. Los extractos de S. peucetius var. caesius enfrentados con
la proteina “anzuelo” se obtuvieron del cultivo de Streptomyces en concentracion baja de glucosa (100 mM). Los geles SDS-PAGE
mostrados contienen el andlisis de cada uno de los extractos obtenidos en los diferentes tiempos del cultivo evaluados con sus
respectivos controles. Se analiza la matriz en la que fue inmovilizada la proteina “anzuelo” para corroborar que esté limpia de
proteinas. Después se analiza la matriz que ya tiene unida la proteina “anzuelo” para verificar que sélo contenga esta proteina.
También la matriz sin Glk que fue enfrentada al extracto citosélico que contiene las proteinas “presa” para evaluar la posibilidad de
unién inespecifica de alguna proteina a la matriz. Finalmente, la matriz que tiene inmovilizada a la Glk y por la cual se hizo pasar el
extracto citosolico que contiene las proteinas “presa”, si hay una interaccion entre estas proteinas se espera observar una banda de
diferente tamafio a Glk ademas de ésta o un aumento en el tamafio del corrimiento de Glk. Posteriormente para su identificacion

deberan ser secuenciadas.

Los extractos de S. peucetius var. caesius obtenidos en baja y alta concentracion de glucosa fueron
analizados por esta técnica. Los extractos citosolicos fueron los mismos evaluados por far-western
obtenidos en medio minimo con 100 mM y 495 mM de glucosa. La proteina 6xHis-Glk previamente

purificada fue inmovilizada en sefarosa Ni2+, ésta fue repartida en volimenes de 200 pL en columnas de
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600 pL. Después se pasé 1 mL del extracto citosdlico que contenia las proteinas “presa” obtenido en
diferentes tiempos del cultivo. Se realiz6 un lavado de 1 mL con solucién de lavado (20 mM Na,HPO,,
500 mM NacCl y 10 mM imidazol, pH 7.4) para eliminar las proteinas de unién inespecifica. Se tomé una
muestra de la sefarosa que contenia el complejo proteinico formado, se adicion6 solucién de carga SDS
4x para ser analizado por SDS-PAGE. Lo que se observa en los carriles (A) 4, 6, 8, 10, (B) 3,5,7y 9, es
gue ninguna proteina del estreptomiceto se une a la sefarosa Ni** libre. Sin embargo, los carriles que
contienen 6xHis-Glk + el extracto citosolico con proteinas “presa”, tampoco presentan alguna proteina

unida a Glk en ninguno de los tiempos de los cultivos evaluados. Por lo tanto, no se encontrdé ninguna

proteina de union con la glucosa cinasa en condiciones no represoras.

KDa

97
66

45

31

21
14

Carril 1: marcador de peso molecular.

Carril 2: sefarosa Ni2* limpia.

Carril 3: sefarosa + 6xHis-Glk.

Carril 4: sefarosa + extracto citosélico con
proteinas “presa” 0 h de cultivo.

Carril 5: sefarosa + 6xHis-Glk + extracto
citosdlico con proteinas “presa” 0 h de cultivo.
Carril 6: sefarosa + extracto citosolico con
proteinas “presa” 2 h de cultivo.

Carril 7: sefarosa + 6xHis-Glk + extracto
citos6lico con proteinas “presa” 2 h de cultivo.
Carril 8: sefarosa + extracto citosolico con
proteinas “presa” 7 h de cultivo.

Carril 9: sefarosa + 6xHis-Glk + extracto
citos6lico con proteinas “presa” 7 h de cultivo.
Carril 10: sefarosa + extracto citosélico con
proteinas “presa” 12 h de cultivo.

9 10

Carril 1: sefarosa + 6xHis-Glk + extracto
citosélico con proteinas “presa” 12 h de cultivo.
Carril 2: marcador de peso molecular.

Carril 3: sefarosa + extracto citosélico con
proteinas “presa” 24 h de cultivo.

Carril 4: sefarosa + 6xHis-Glk + extracto
citosolico con proteinas “presa” 24 h de cultivo.
Carril 5: sefarosa + extracto citos6lico con
proteinas “presa” 32 h de cultivo.

Carril 6: sefarosa + 6xHis-Glk + extracto
citosélico con proteinas “presa” 32 h de cultivo.
Carril 7: sefarosa + extracto citos6lico con
proteinas “presa” 48 h de cultivo.

Carril 8: sefarosa + 6xHis-Glk + extracto
citosélico con proteinas “presa” 48 h de cultivo.
Carril 9: sefarosa + 6xHis-Glk.

Carril 10: sefarosa Ni2* limpia.

Figura 30. Ensayo de interaccién proteina-proteina por pull-down. Los extractos de S. peucetius var. caesius enfrentados con
la proteina “anzuelo” se obtuvieron del cultivo de Streptomyces en concentracion baja de glucosa (100 mM). Los geles SDS-PAGE
mostrados contienen el analisis de cada uno de los extractos obtenidos en los diferentes tiempos del cultivo evaluados con sus
respectivos controles. Se analiza la matriz en la que fue inmovilizada la proteina “anzuelo” para corroborar que esté limpia de
proteinas. Después se analiza la matriz que ya tiene unida la proteina “anzuelo” para verificar que sélo contenga esta proteina.

También la matriz sin Glk que fue enfrentada al extracto citosélico que contiene las proteinas “presa” para evaluar la posibilidad de
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unién inespecifica de alguna proteina a la matriz. Finalmente, la matriz que tiene inmovilizada a la Glk y por la cual se hizo pasar el
extracto citosdlico que contiene las proteinas “presa”, si hay una interaccion entre estas proteinas se espera observar una banda de
diferente tamafio a Glk ademéas de ésta o un aumento en el tamafio del corrimiento de Glk. Posteriormente para su identificacion

deberan ser secuenciadas.

En la figura 30 se muestra el andlisis del pull-down realizado con los extractos obtenidos en medio
minimo con 495 mM de glucosa. En este caso, en algunos de los carriles se observa una pequefia banda
por debajo de la correspondiente a 6xHis-Glk. La banda de menor peso y la de Glk fueron secuenciadas
a partir de los geles mostrados en la figura 30 en el Departamento de Bioquimica de la Facultad de

Medicina, UNAM. La identificacion de las proteinas se realizd6 mediante LC/ESI-MS/MS.

Las proteinas fueron extraidas del gel SDS tefiido con azul de coomasie, posteriormente fueron digeridas
con tripsina de porcino (Promega, Madison, WI). Los péptidos obtenidos fueron analizados mediante
espectrometria de masas en tdndem usando un espectrometro 3200 Q TRAP (Applied Biosystems/MDS
Sciex, Concord, ON, Canada). Se realizé la blsqueda e identificacion de los péptidos con los datos del
espectro MS/MS usando el servicio en web del algoritmo MASCOTA (version 1.6b9, Matrix Science,
London, U.K.)

Las secuencias analizadas revelaron que las dos bandas observadas en el gel SDS del pull-down (Figura

31) corresponden a la Glk de S. peucetius var. caesius.

1 MGLTIGVDIG [GTKIAAGVVD EEGNILSTFK|[VPTPTTPQAI VDAIAAAVEG AR|RGHEIVGV

61 |GIGAAGYVNR QRSTVYFAPN IDWRQEPLKE EVEARVGLPV VVENDANAAA WGEYKEFGAGK

121 GHRNVICITL GTGLGGGIII GNKLRFlGHFG VAAEFGHIR*’I VPDGLLCGCG SQGCWEQYAS

181 GRALVRYAKQ RANATPENAD ILLSLGDGTP DGIEGKHISM AARQGDPVAV DSYRELARWA
241 GAGLADLASL FDPSAFIVGG GLSDEGELVL DPIRKSYKRW LVGGNWRPVA DVIAARLGND

301 AGLVGAADLA REPDPIM

Figura 31. Secuenciacion de Glk. Secuencia peptidica de la glucosa cinasa de Streptomyces peucetius var caesius (gi|50263006).
Encasilladas se muestran las secuencias de los péptidos detectados en el proceso de secuenciacion.

Estos resultados indican que lo que observamos en el gel SDS como dos bandas, corresponden a la
secuencia de Glk S. peucetius var. caesius. Sin embargo, el efecto de observar 2 bandas pueda deberse
a que 6xHis-Glk presentara cierta degradacion o simplemente por la forma en que corrieron las proteinas

en esos geles en particular.
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Resumiendo, bajo las condiciones evaluadas en cada metodologia de interaccion proteina-proteina, no
se encontré alguna proteina que establezca una unién fuerte y estable con la glucosa cinasa de S.

peucetius var. caesius.

Hasta el momento se conoce muy poco acerca del papel que la glucosa cinasa de este microorganismo

desempefia en el proceso de RCC.

van Wezel y colaboradores (2007) proponen que la actividad enzimatica de Glk esta dada por la Glk y por
dos isoformas de esta proteina observadas en western-blot. Realizaron un seguimiento de la presencia y
actividad de Glk a lo largo de cultivos de S. coelicolor en medio minimo complementado con
casaminodacidos y como fuente de carbono glucosa o manitol. Encontraron que en ambas condiciones se
encontraba presente la Glk a lo largo del crecimiento, observado por western-blot. En el caso de manitol
la actividad encontrada fue de apenas 5 nmol/min mg, incrementandose hasta 200 nmol/min mg en la
fase estacionaria. No asi para el cultivo que contiene glucosa, donde la actividad fue incrementando con
el tiempo hasta alcanzar un maximo de 450 nmol/min mg a mitad de la fase exponencial, a partir de aqui
se observo un descenso hasta 200 nmol/min mg. Los mismos extractos fueron analizados por western-
blot, observaron que en presencia de glucosa se presentan dos proteinas de menor tamafio a Glk a lo
largo de todo el crecimiento, que se piensa corresponden a isoformas de Glk. El pico de actividad
observado en el cultivo con glucosa fue correlacionado con un aumento en la proporcion de las isoformas

de GIk, las cuales no fueron observadas en presencia de manitol (fuente de carbono no represora).

De este trabajo proponen que la Glk pueda estar sujeta de algin procesamiento proteolitico o de alguna
modificacidn post-traduccional como fosforilacion que la module quizé activandola, para que lleve a cabo
su actividad catalitica o incluso que sea necesaria para que lleve a cabo su papel de regulacion en el
proceso de RCC en Streptomyces (van Wezel et al., 2007).

Se reportd que la Glk de S. lividans se encuentra asociada a membrana en presencia de glucosa en el
medio de cultivo, lo que los llevé a pensar que quiza se une al transportador de glucosa (GIcP), dicha
hipétesis fue apoyada al observar que aumentaba la proporcién de Glk asociada a membrana al sobre-
expresar el transportador de membrana en la cepa silvestre de S. lividans (van Wezel et al., 2007). De
estos resultados los autores proponen un modelo como mecanismo de regulacion de la Glk sobre la
RCC.
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Figura 32. Propuesta de modelo para la funcion de Glk. La Glk se une al transportador de glucosa (GIcP) en presencia de
glucosa para fosforilar al azicar conforme va entrando en la célula y formar glucosa 6-fosfato. La glucosa y otras fuentes de
carbono que entran por medio de otros transportadores especificos para azlcares (C-Tp), generan metabolitos durante su
catabolismo. Estos metabolitos pueden activar a la Glk (Glk*) o a una proteina sensora necesaria para la modificacién post-
traduccional de la Glk. La Glk* modificada interactGa con factores transcripcionales (como MalR, GyIR, BIdB, etc.) para asi regular la

RCC en Streptomyces (Tomado y modificado de van Wezel et al., 2007)

El modelo propone que la Glk se une a GIcP para llevar a cabo el transporte e inminente fosforilacion de
la glucosa entrante. El catabolismo de la glucosa y de otros azlcares que entren por transportadores
especificos para carbohidratos (C-Tp) genera metabolitos que puedan estar modificando a la Glk o que
activen a otra proteina sensora necesaria para la modificacion post-traduccional sobre Glk. Una vez
modificada la Glk* puede interaccionar con factores transcripcionales como los represores del operén de
maltosa (MalR) o de glicerol (GylR) y de esta forma estar regulando el proceso de RCC en

Strempromyces.

Esto podria explicar el por qué no se identificé ninguna proteina que pueda interaccionar con la proteina
de fusién que evaluamos en este trabajo. Quiza la Glk requiera de alguna modificacion para establecer

una union con otra proteina, modificacion que no pueda generarse en E. coli, microorganismo usado para
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la clonacion de la proteina 6xHis-Glk. Para probarlo seria necesario obtener la proteina de fusion con
tallo de histidinas en alguna mutante de Streptomyces que no tenga Glk para que se lleve a cabo
cualquier modificacién que sea necesaria para el efecto de regulacion y repetir los ensayos de interaccion

entre proteinas.

La resonancia de plasmones de superficie que permitié a Mahr y colaboradores (2000) detectar la union
de la Glk de S. coelicolor con una o algunas proteinas, es una técnica que permite identificar
interacciones momentaneas ademdas de las interacciones estables. Las metodologias de interacciéon
proteina-proteina evaluadas en este trabajo dificilmente dan resultado ante una interaccion momentanea,
detectan aquellas interacciones que son muy estables. Esto nos puede dar una pista de que
posiblemente las interacciones que la Glk establezca con alguna o algunas proteinas sea momentanea o
que quiza la Glk pueda estar actuando como proteina sensora que desencadene una serie de
interacciones entre otras proteinas que regulan directamente el proceso de RCC para Streptomyces.
Para comprobar que la Glk de S. peucetius var. caesius establece unién con una o varias proteinas seria
necesario realizar ensayos que permitan detectar interacciones momentaneas como la resonancia de

plasmones de superficie o el cross-linking (Tang X y Bruce J, 2010).

Por otra parte, los extractos de S. coelicolor analizados en la metodologia de resonancia de plasmones
de superficie se obtuvieron de crecer a S. coelicolor en medio rico TSB (Tryptic Soy Broth)
complementado con glucosa (Mahr et al., 2000). Nosotros decidimos obtener los extractos de S.
peucetius var. caesius crecido en medio minimo complementado con glucosa, donde también se ha
observado RCC, con la intencién de observar la diferencia dada por la glucosa presente en condiciones
represoras (495 mM) y no represoras (100 mM) en cuanto a las proteinas que se unen a Glk en una y
otra condicion evaluadas. Evitar la interferencia de alguin otro componente en el medio que pudiera estar
afectando la respuesta que la glucosa da en la RCC. Es posible que bajo las condiciones que obtuvimos
los extractos con las proteinas “presa” se encuentren en menor proporcién con respecto a lo que se
obtiene en un medio de cultivo rico donde la bacteria tiene mayor crecimiento generando una mayor
proporcién de las proteinas “presa”. Seria necesario evaluar la posible interaccion de Glk de S. peucetius
var. caesius mediante la metodologia de resonancia de plasmones de superficie creciendo a la bacteria
en medio minimo y en el medio TSB complementado con glucosa y ver si hay o no diferencia en la

respuesta.

Se reportd que la Glk de S. coelicolor se expresa de forma constitutiva (Imriskova et al., 2005; van Wezel
et al., 2007) pero que requiere de glucosa para que tenga actividad enzimatica (van Wezel et al., 2007) y
gue su estructura nativa es en forma de homotetrdmero el cual es muy estable (Imriskova et al., 2005).

No asi con la glucosa cinasa de S. peucetius var. caesius, cuya expresion se ve inducida por la presencia
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de glucosa y su estructura como homotetramero es muy inestable, requiere de glucosa para mantener su
conformacién. Es posible que sea necesario que la Glk de S. peucetius var. caesius mantenga la
estructura de homotetramero para que pueda establecer la unién con otras proteinas o para que pueda
ser modificada y posteriormente establecer la unién proteinica. Aunque se observd que la proteina de
fusion 6xHis-Glk aparentemente se encontraba en forma de homotetramero, quiza durante el desarrollo
de las metodologias pull-down y far-western se llegaba a perder la conformacion. Para saberlo seria
necesario establecer el estado de oligomerizacion de la Glk de S. coelicolor cuando se une a otras
proteinas, esta determinacion podria realizarse mediante la metodologia de dicroismo circular (Dodero et
al., 2011).

Se evalud la interaccién proteina-proteina de la Glk de S. peucetius var. caesius bajo diferentes
condiciones mediante dos métodos diferentes. Se traté de mantener las condiciones mas cercanas a las
fisioloégicas y no se encontré alguna proteina que pueda unirse a Glk bajo las condiciones evaluadas. Sin
embargo, esto no descarta la posibilidad de que la Glk se una a alguna proteina y que sea asi como
ejerza su efecto regulador, dada su aparente imposibilidad para unirse a ADN. Es posible que la
interaccién sea intermitente y débil, y que por ello no haya podido ser detectada por los métodos
evaluados o es posible que las proteinas con las que interacciona se encuentren en membrana, tal como

lo sugiere van Wezel et al., 2005, las cuales no fueron incluidas en este trabajo.
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9.

CONCLUSIONES

Los ensayos de pull-down y far-western de la glucosa cinasa de S. peucetius var. caesius ho mostraron

alguna interaccidn proteinica bajo las condiciones evaluadas. Sin embrago, no se descarta la posibilidad

de que la glucosa cinasa de Streptomyces peucetius var. caesius ejerza su efecto regulador en el

proceso de RCC uniéndose a otras proteinas si la interaccion es débil o transitoria.

El no encontrar evidencia de unién proteinica con la glucosa cinasa podria deberse a que:

1.

10.

La glucosa cinasa de S. peucetius var. caesius no establece ninguna interaccidn proteica
necesaria para regular el proceso de represion catabdlica por carbono,

La interaccién proteinica la realice con alguna proteina de membrana, no analizada en este
trabajo,

Al purificar la glucosa cinasa a partir de un sistema heterélogo como E. coli, no le permite ser
sujeta de la modificacién post-traduccional necesaria para establecer la interaccién con otra
proteina.

Bajo las condiciones que se obtuvieron los extractos citosoélicos de S. peucetius var. caesius no
se hayan generado las proporciones de las proteinas “presa” necesarias para ver la interaccion
proteinica en los métodos evaluados,

Que la interaccion proteinica sea débil y transitoria.

PERSPECTIVAS

Verificar que la Glk de S. peucetius var. caesius establece una interaccién proteinica con otra u
otras proteinas como lo hace la Glk de S. coelicolor.

Obtener la proteina de fusién 6xHis-Glk en algun Streptomyces que no tenga Glk para que se
lleve a cabo la modificacion post-traduccional en caso de que sea necesaria para el proceso de
regulacion de la RCC.

Realizar los ensayos de interaccion proteina-proteina evaluando las proteinas de membrana de
S. peucetius var. caesius.

Realizar el ensayo de interaccidon proteina-proteina mediante otra metodologia que permita
detectar interacciones débiles y momentaneas como el cross-linking o la resonancia de

plasmones de superficie.
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11. ANEXO |

11.1 Plasmido pBAD/HisB (Invitrogen)
El plasmido pBAD/His es derivado del vector de expresién pBR322. Usa el promotor araBAD (Pgap) de E.
coli. La proteina reguladora de este promotor (AraC) se encuentra codificada dentro del mismo plasmido.

Los principales elementos que constituyen a pBAD/HisB (4092 pb) son:

Tabla VIII. Caracteristicas del plasmido pBAD/HisB.

Caracteristica Ventaja
Promotor araBAD (Pgap) Da un estricto nivel de regulacion de la expresion del gen
heterdlogo.

Optimizacién del sitio de unién a Incrementa la eficiencia en la expresion de la proteina de fusion

ribosoma heteréloga.
Codén de inicio ATG Provee de un sitio de iniciacién para la traduccién de la proteina de
fusion.

Tallo de polihistidinas ubicado en La proteina de fusion adquiere afinidad de unidon a metales,

el N-terminal facilitando su purificacién e identificacién.

Epitome Anti-Xpress Permite la identificacion de la proteina de fusién con el anticuerpo
(Asp-Leu-Tyr-Asp-Asp-Asp-Asp- Anti-Xpress.
Lys)

Sitio de corte de la enteroquinasa  Permite remover el tallo de histidinas de la proteina de fusion.
(Asp-Asp-Asp-Asp-Lys)

Sitio multiple de clonacion Permite la insercion del gen que sera expresado.

Regibn de termino de la Regibn fuerte de terminacion de la transcripcion.
trascripcion rrnB

Gen B-lactamasa, resistencia a Permite la seleccion de las células de E. coli que adquirieron el

ampicilina plasmido.

Origen pBR322 Bajo nimero de copias.

Gen arac Codifica para la proteina que regula el promotor Pgap,
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Figura 33. Mapa del plasmido pBAD/HisB.
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11.2 Plasmido pQE31 (Qiagen)

El plasmido pQE pertenece a la familia de vectores pDS, de bajo nimero de copias. Basado en el

sistema de trasncripcion-traduccién dado por el promotor T5.

Tabla IX. Caracteristicas del plasmido pBAD/HisB.

Caracteristica

Ventaja

Promotor de fago T5

Altamente reconocido por la ARN polimerasa de E. coli.

Dos secuencias del operador lac

Da lugar a una represién mas fuerte sobre el promotor T5.

Sitio de unién a ribosoma RBSI|I

Aumenta la eficiencia durante la traduccion.

Tallo de polihistidinas ubicado en el N-

terminal

La proteina de fusién adquiere afinidad de unién a metales,

facilitando su purificacion e identificacion.

Sitio multiple de clonacion

Permite la insercion del gen que sera expresado.

Codones de paro en cualquier marco de

lectura

Reqion fuerte de terminacion de la transcripcion.

Terminadores de la transcripcién to del

fago lambda y rrnB de E. coli.

Estabilizan la expresion de la construccion.

Gen B-lactamasa, resistencia a ampicilina

Permite la seleccibn de las células de E. coli que

adquirieron el plasmido.

Origen de replicacién ColEl
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