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INTRODUCCION GENERAL

El reino Archaea constituye uno de los tres dominios en los que se clasifican
los seres vivos. Son microorganismos unicelulares carentes de nucleo y
organelos. Fueron descubiertas hace 40 anos en ambientes con condiciones
extremas y desde entonces se les ha encontrado en todo tipo de habitats.
Debido a que varias especies de arqueas son microorganismos extremofilos
poseen propiedades inusuales, lo que los convierte en una valiosa fuente de
moléculas utiles en procesos biotecnologicos. Ademas el patrimonio genético
de las arqueas es uUnico ya que poseen genes ortdlogos en bacterias y
eucariontes, aunado a esto su informacién genética esta contenida dentro de
un solo cromosoma circular pequefio (0.49x10° — 5x10° pares de bases). Todas
estas caracteristicas hacen a las moléculas de los microorganismos del reino
Archaea modelos de estudio contra organismos mas complejos, ademas de
contribuir (biomasa y biocatalizadores) en el mejoramiento y desarrollo de
procesos biotecnoldgicos.

Thermoplasma acidophilum es un microorganismo termo-acidofilico del que
actualmente se cuenta con su informacion genética derivada de la
secuenciacion de su genoma. En este trabajo se realizd la expresion

heteréloga de proteinas provenientes de Thermoplasma acidophilum: 1) la



ATPasa TAA43 de la familia de proteinas AAA y 2) las proteinas Ta0841 y
Ta1316 ADH que presentan identidad con alcohol deshidrogenasas descritas
en las bases de datos existentes.
En el caso de la proteina recombinante TAA43 se logrdé la obtencién de
condiciones idéneas de cristalizacién para la elucidacion de su estructura
tridimensional. Por ultimo, se llevé a cabo la caracterizacion bioquimica de la
alcohol deshidrogenasa Ta1316 ADH, la cual por sus caracteristicas de termo-
resistencia se propone como un candidato en los procesos de biocatalisis
enzimatica.
El presente trabajo de tesis esta organizado de la siguiente manera:
l. Introduccion general
Il. Andlisis estructural de la ATPasa TAA43 de Thermoplasma
acidophilum.
1. Produccion heteréloga y caracterizacion de la alcohol
deshidrogenasa Ta1316 proveniente de Thermoplasma acidophilum.

V. Anexos
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“Analisis estructural de la ATPasa TAA43 de

Thermoplasma acidophilum”



Resumen

Las proteinas AAA (ATPasas Asociadas con varias Actividades celulares) son
enzimas que se encuentran presentes en todos los reinos de vida (arqueas,
bacterias y eucariontes) y estan involucradas en importantes funciones
celulares como son la protedlisis y el desdoblamiento/plegamiento de proteinas
para mantener la homeostasis. Taa43 es un ORF (por sus siglas en inglés,
Open Reading Frame) presente en el genoma de Thermoplasma acidophilum
cuyo gen codifica una proteina de 43 kDa (TAA43) y contiene un dominio AAA.
TAA43 se clasifica como miembro de la familia AAA. Aun se desconoce su
funcién por lo que la determinacion de su estructura tridimensional ayudaria a
esclarecer su participacion en procesos celulares. Con el objetivo de realizar
ensayos de cristalizacion en este trabajo, se expresd la ATPasa TAA43 en
Escherichia coli con un rendimiento de 25 mg/l de proteina, un grado de pureza
del 98% vy actividad ATPasica. Se logro identificar las condiciones en las que
crecen cristales de TAA43 y se confirm6 la composicion proteinica de los

cristales de manera preliminar por difraccién de rayos X.



Abstract

The AAA proteins (ATPases Associated with various cellular Activities) are
enzymes found in all kingdoms of life (Archaea, Bacteria and Eukarya) and they
are involved in important cellular functions such as proteolysis and
unfolding/folding events to mantain homeostasis. The ORF (Open Reading
Frame) Taa43 from Thermoplasma acidophilum genome encodes a 43 kDa
protein (TAA43) and contains one AAA domain. TAA43 is classified as a
member of the AAA protein family. It remains to be clarified the real function of
this protein and the three-dimensional structure would help to clarify its
contribution in cellular processes. In this work, the AAA TAA43 protein was
expressed in Escherichia coli in an amount of 25 mg/l, a purity of 98% and
ATPase activity, with the ultimate purpose of carrying on crystalization assays.
We were able to identify growth of crystals conditions for TAA43 and the

composition confirmed these preliminary results by X-ray diffraction.
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1. Introduccioén

1.1 Reino Archaea

Existen tres dominios en los que se clasifican los seres vivos: Archaea,
Bacteria y Eukarya. Dentro del dominio de vida Archaea, se encuentran
organismos que colonizan ambientes extremos, estos organismos poseen
propiedades bioldgicas inusuales debido a la capacidad de vivir en dichos
habitats. Entre ellos estan incluidos hipertermdfilos, termdfilos, termofilos con
metabolismo sulfuroso, haléfilos extremos y metanogénicos (Woese, 1977). El
hecho de que las arqueas puedan habitar en condiciones extremas, y de que
son muy abundantes en los océanos, ha llevado a proponer teorias de que
estos organismos fueron los primeros habitantes del planeta (Stetter, 1996).
Los microorganismos extremofilos se conocen desde hace 40 afios, sin
embargo, la busqueda y estudio se ha intensificado en las ultimas tres décadas
por dos razones principales. La primera se basa en que el rango de
condiciones bajo las cuales la vida puede existir rebasa la barrera previamente
impuesta y esto ha originado la exploracion de habitats inhospitos tanto
naturales como los creados por el hombre. La segunda se debe a que los

atributos de organismos adaptados a estos ambientes, e.g. biomasa o enzimas,



tienen un alto potencial para servir como plataforma para propdsitos
industriales (Schiraldi et al., 2002). Por otro lado, las enzimas extremofilas
pueden servir como sistemas modelo para ser utilizados por bidlogos, quimicos
y fisicos interesados en entender los procesos evolutivos, los mecanismos
moleculares en la estabilidad proteinica y los limites de temperatura en las
cuales las proteinas funcionan. Este conocimiento puede llevar al desarrollo de
nuevas y mas eficientes estrategias en ingenieria de proteinas para futuras

aplicaciones biotecnoldgicas.

1.2 Thermoplasma acidophilum

Thermoplasma acidophilum es un organismo termo-acidofilico perteneciente al
reino Archaea, fue aislado por primera vez en pilas de desechos de carbon
(Darland et al., 1970). Su habitat primario son los campos sulfurosos (Segerer
et al.,, 1985) y las condiciones optimas de crecimiento son 59°C y pH de 1.5-
2.0. Son células esféricas polimérficas con un diametro entre 0.3 a 2 uym, sin
organelas ni nucleo definido, tienen un pH interno de 5.5 (Hsung y Haug, 1975).
Tiene un cromosoma circular, su genoma es relativamente pequefio de 1.5
millones de pares de bases. Debido a su simplicidad es un excelente modelo
para estudiar proteinas de interés bioldgico para comparar su contraparte en
organismos superiores.

El genoma de T. acidophilum ha sido secuenciado dando un total de 1,509
marcos de lectura (Ruepp et al., 2000), en el que 55% de estos son similares a
proteinas ya conocidas; un ejemplo de esto es el grupo perteneciente a la

superfamilia de las ATPasas (familia AAA, ATPase associated to several



activities, por sus siglas en inglés). Estas proteinas estan asociadas a diversas
actividades celulares incluyendo protedlisis, plegamiento de proteinas, trafico
de membrana, regulacién de citoesqueleto (microtubulos), biogénesis de
organelos, replicacion de DNA y motilidad intracelular. Las ATPasas AAA se
encuentran presentes en Eucariontes, Procariontes y Arqueas lo que revela la
existencia de un ancestro comun y que juegan un papel central en todas las
formas de vida.

Las ATPasas juegan un papel importante en la conversion de energia
almacenada quimicamente, energia que es necesaria para las actividades
bioldgicas, a través de la hidrolisis de ATP. La familia de las proteinas AAA
guardan semejanza en su estructura, constan de tres dominios: uno de union a
fosfatos denominado Walker A (GXXXXGK[TS]), el segundo llamado Walker B
de unién a iones metalicos (DEXX), ademas de una region caracteristica
denominada segunda region de homologia (SRH), lo que las distingue de otras
familias de ATPasas (Peters et al., 1990). A estos dominios en conjunto se les
conoce como cassette AAA (Figura 1). Las proteinas pertenecientes a esta
familia contienen una o dos copias de este cassette y de acuerdo a esta
caracteristica la familia se subdividié en: tipo | (un solo cassette) y tipo Il (dos
cassettes). Por estudios estructurales se ha determinado que en su mayoria

forman anillos homo-hexa o heptameéricos (Figura 2).

Walker A

TAA43 Ta PEIPKVTFERVAELDDVKNEMLGKIVYEMKFKEMSQEYNMOFGG IAY SPPGTGKT)JAREA YA RINRIFINVIHPASLYRIQWF FIIKN: 194
VAT-2 Tv PEIPKVTFEBVAGMLDDVKNEMLGKIIY|IMKFKEMSQEYNIMOFGG INAY SPPGTGKT|JNaA4A I4A KIARBPIINVMPSTLYSEWF FIYKN: 193
VAT Ta EEVSRISYEMIGELSEQLGKIREMIELIJLKHPEJFERLGMTPPK ILjpgeppdepge @yl T ARV [SGEINIILSTMGPEIMBKYYEO SIHOK : 272
CDC48 Sc NNMNEVGYDBIGECRKQMAQMREMVEL|JLRHPQAFKAIGIKPPR LM)gesddeyel Gyl MA REYVE TGLYFIYF LINGPEVMEKMA[EES|YSN : 296

Walker B Second Region of Homology
TAA43 Ta ISKLEPRANALLSESIENIFEFIALVIFSIDTSNSDAAKGHYAIIANEVGEINSQKNKNLF I [JA A Tk IYVPPg]: 284
VAT-2 Tv ISKL|JRAINSLLSIZAMSSIF EEIALVIIEIDTSNSDAAKIAGIYACAANEVGEINSQKNKNIF I j4A A IKIYVPP): 283
VAT Ta LREI|FSKINEETA|Z4SIESIT 3 EgS T AISGIEEVQGEVERI [ACIBAT LMDEMKERG. . HVIV A REIEIGV)$: 360
CDC48 Sc LRKAPPEEL\EKNA|JARGIT nR:E]S T A)FGADK TNGEVER)J3 [SOIPATLMDEMKARS . . NVVV4AFNSNR PN S I pJP k) REVDIGI)g: 384

TAA43 Ta IIAKIFELNMAKVKQAGNIDYNLLAQQTEGYSGAD: 320

VAT-2 Tv IVAKKIFQLNLAKIKQVGNVDYDLLAEETEGYSGAD: 319
VAT Ta RNGIKEILMIHTRNMPLG....... MSEE........:381
CDC48 Sc ATG|JLEVLRIHTKNMKLADDVDLEALAAETHGYVGAD: 420

Figura 1. Alineamiento de TAA43 con otras ATPasas AAA, resaltando los dominios
conservados y representativos de estas. (Santos, 2002)
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En T. acidophilum se identificaron 4 genes que muestran caracteristicas
similares a las ATPasas AAA convencionales. La ATPasa TAA43 (T.
acidophilum ATPasa de 43 kDa) es una de ellas y se clasific6 como un nuevo
miembro de la familia de las AAA (Santos et al., 2004). EI marco de lectura de
la proteina denominado Ta1175, consta de 1128 pb y codifica una proteina
homodimérica de 375 aminoacidos con un peso molecular de 43 kDa por

unidad monomeérica.

— e —Senzor 2
— Walker A&

Figura 2. Estructura de ATPasas AAA. A) Representacion de los dominios
caracteristicos de NSF (Hanson y Whiteheart, 2005). B) Anillo hexamérico,
estructura de la ATPasa AAA p97. (Ogura y Wilkinson, 2001)



La TAA43 contiene una copia del cassette AAA clasificandose dentro del grupo
de proteinas AAA tipo |. Analisis filogenéticos permitieron clasificar a TAA43 en
la subfamilia meiosis/mitocondria de las ATPasas AAA (Santos et al., 2004). A
pesar de los estudios de caracterizacion bioquimica, no se sabe con exactitud
la funcidon de TAA43, aunque se propone una posible participacion en la
disociacion de proteinas de novo (recien sintetizadas) no-ribosomales que se
encuentran asociadas a ribosomas en los eventos previos o posteriores a la
sintesis o bien durante su exportacion (Santos y Zwickl, 2005). La caracteristica
estructural de la TAA43 es la formacion de homodimeros; tal conformacion es
inusual para las ATPasas AAA, ya que como se mencioné estas tienden a
ensamblar anillos hexaméricos. Estudios estructurales revelan que la formacién
de complejos oligoméricos de las ATPasas AAA, es crucial para los
mecanismos de accion y la actividad ATPasica (Ogura y Wilkinson, 2001).

La estructura tridimensional de varias ATPasas de diferente origen han sido ya
determinadas, por ejemplo HslU (Bochtler et al., 2000), p97 (Zhang et al.,
2000), Cdc6 (Liu et al., 2000), RuvB (Yamada et al., 2001), NSF (Lenzen et al.,
1998), entre otras. Estas estructuras nos revelan caracteristicas comunes entre
ellas: presencia de dos dominios, el dominio N-terminal con un plegamiento o/
y un pocket de unién a nucleétidos (ATP), y un dominio a-hélice en la regién C-
terminal. A pesar de estas similitudes dentro de la misma familia de proteinas
AAA se pueden distinguir diferencias en estructura y mecanismos moleculares
(Ogura y Wilkinson, 2001).

El estudio cristalografico de TAA43 para la determinacion de su estructura

tridimensional ayudaria, como en muchos otros casos, a conocer la funcién



comun y a dilucidar la relacién evolutiva con otras ATPasas AAA, asi como
conocer su participacién en diversos procesos celulares de los organismos en

los que estan presentes.

1.3 Cristalizacion

La cristalografia de proteinas es el método mas indicado para describir una
molécula de proteina, ya que permite establecer la posicién de cada uno de sus
atomos, posibilitando determinar la relacion entre estructura y funcion biolégica
de la proteina. Para lograr la cristalizacibn de una proteina, esta debe
experimentar una precipitacion lenta en una solucion acuosa. Esta formacién
cristalina se mantiene unida gracias a interacciones no covalentes.

La importancia de obtener estos cristales de proteinas, radica en que es la
base para la cristalografia por rayos X medio por el cual se obtiene la
estructura tridimensional. Los pioneros en el uso de la cristalografia por rayos X
para determinar las estructuras tridimensionales de las proteinas fueron Max
Perutz y John Kendrew en |la década de los 50’s.

La formacion de cristales utiles para la difraccion por rayos X, depende de
diversos factores como la pureza y concentracion de la proteina, pH,
temperatura, presencia de precipitantes y iones metalicos en la solucién, por lo
que cada proteina requiere condiciones especificas para lograr una
cristalizacién exitosa.

Los procesos de transporte, particularmente el transporte de masa, son muy
importantes en el crecimiento de cristales a partir de soluciones acuosas

(Benneman, 1974; Sarig, 1994). De hecho, los procesos de transporte de masa



y calor son criticos para la calidad y caracteristicas de los cristales. Muchas
técnicas de cristalogénesis han sido desarrolladas explicitamente para
controlar las contribuciones relativas del transporte convectivo y difusivo en el
crecimiento de cristales (Sarig, 1994). Durante la incorporacion activa de iones
0 moléculas a la red se generan diferencias de densidad en la proximidad de
las caras en crecimiento y surge el flujo convectivo en el entorno inmediato al
cristal en crecimiento, hay que considerar que este tipo de transporte de masa
ocurre solamente en presencia de gravedad. Solo asi los fluidos pesados
bajaran y los fluidos ligeros subiran, surgiendo las corrientes necesarias en el
seno de la solucion. Existen otros tipos de conveccidén, como la producida por
la tension superficial (Rosenberger, 1986) pero esta no es significativa en la
cristalizacién en solucién. Los fendbmenos de transporte no solo afectan a los
componentes sino también a la velocidad de adsorcion e incorporacién de
impurezas. Estas ultimas alteran el tamafo, el desarrollo morfolégico y la
perfeccion del cristal (McPherson, 1999).

El proceso de cristalizacién de una macromolécula biolégica implica llevar a
cabo la disminucion de la solubilidad de esta, a una velocidad lenta y constante
y un tiempo adecuado. Dos aspectos esenciales de la cristalizacion de
proteinas son: a) los termodinamicos relacionados con la solubilidad de la
proteina y b) los cinéticos, relacionados con el control de la nucleacién y el
crecimiento de cristales (Figura 3). Al cristalizar una proteina, debemos tener
claro que la curva de equilibrio esta relacionada con aspectos de solubilidad.
Debajo de esta curva se encuentra la zona de subsaturacion (A), arriba de la
curva tenemos la zona de metaestabilidad, en esta zona ocurre el crecimiento

cristalino, mas arriba tenemos la zona de nucleacién (B) en la que crecen los
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nucleos que formaran los cristales (Jenkins, 1998). En otras palabras una vez
que el sistema esta en el punto A, se necesita un método (difusion) que permita
viajar a la regién de nucleacion punto B y una vez formados los nucleos
necesarios el sistema vuelva al equilibrio pasando por la regién de
mestaestabilidad (punto C) en donde los nucleos cristalinos puedan crecer
hasta alcanzar el tamafio adecuado de un cristal (mm).

El crecimiento de un cristal de proteinas necesita un proceso previo: la
formacion de un nucleo capaz de crecer. El nucleo es un conjunto de particulas
estructurales dispuestas ordenadamente que puede servir de “semilla” que dé
origen al crecimiento del futuro cristal. Existen dos tipos de nucleacién la
homogénea que se origina de particulas que se unen entre si por fluctuaciones
estadisticas; y la nucleacidon heterogénea, es menos comun y se forma a partir
de la asociacion de una particula de impureza o en una superficie que actua
como centro de nucleacion. Para la existencia del nucleo se necesita una
supersaturacién critica, dada por la muestra y los agentes precipitantes

presentes en el medio (McPherson, 1999).

S

Region de
{mgfml) g ZON A
- DE

- NUCLEACION

metaestabilidad

N
1
1
1

Curva de A

equilibrio L_(:_

[Agente precipitante]

Figura 3. Diagrama de solubilidad de Oswald-Miers para proteinas. Zona de subsaturacion
(A), region de supersaturacion (B). Finalmente se tiende al equilibrio donde aumenta la
solubilidad de las biomoléculas (C). (Jenkins, 1998)
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1.4 Sitting-drop (difusion en vapor)

Existen diversos procedimientos para llevar acabo la cristalizacién proteinica,
uno de los mas usados es el que se basa en la difusidon de vapor que utiliza la
evaporacion y difusion del agua entre soluciones de diferentes concentraciones
para lograr la sobresaturaciéon de las moléculas de proteina. La diferencia de
concentracion entre la solucion de la gota que contiene la proteina y la solucién
del reservorio es la fuerza motriz que hace que el agua se evapore, desde la
gota al reservorio (Figura 4A) hasta que se alcance un equilibrio y la
concentracion de la solucion de la gota sea igual a la solucién del reservorio
(Figura 4B), debido a esto la proteina se concentra. Los primeros cristales
aparecen cuando la concentracion de proteina aumenta, entonces el cristal
crece hasta que la concentracidon de la proteina llega a un estado de
solubilidad.

La técnica de difusion de vapor llamada sitting-drop, se basa en la colocacion
de una gota sobre una superficie, es ideal para el analisis de un amplio
espectro de condiciones de cristalizacion y puede ser escalado para la
obtencion de cristales apropiados para el andlisis de difraccién. La gota esta
compuesta de la muestra (proteina pura) y del reactivo liquido (precipitante,
iones metdlicos, buffers con diferentes pH) se coloca en un reservorio con
mayor cantidad del reactivo que en la gota, para que en esta se logre el

equilibrio (McPherson, 1999).

Moléculas de sal estan presentes como aditivos en las soluciones de

cristalizacién para precipitar, por lo que frecuentemente se forman cristales que
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son dificiles de diferenciar de los cristales de proteina. Una vez que los
cristales se han obtenido se deben de realizar pruebas a fin de demostrar si
son cristales de proteinas o salinos. La difraccién por rayos X es la prueba mas
convincente para determinar la naturaleza de los cristales, ademas de que

proporciona datos sobre la estructura de la proteina.

[DDtlracaninrin

[ppt]gota= I —
A 2
7N TN
H,0 HO

[ppt]gota=[ppt]reservorio

Reservorio

Figura 4. Esquema de cristalizacion por el método de sitting-drop (ppt: iones
precipitantes).

Los rayos X son radiaciones electromagnéticas con una longitud de onda de
10" m (Angstrom), suficiente para resolver los atomos del cristal. Los rayos X
que mas interesan en el campo de la cristalografia son aquellos con una

longitud de onda proxima a 1 Angstrom y corresponden a una frecuencia de
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aproximadamente 3x10° THz (tera-herzios) y a una energia 12.4 keV (kilo-
electron-volts), a su vez equivaldrian a una temperatura de aproximadamente
144 millones de grados Celsius, este tipo de rayos X (denominados rayos X
duros) se producen en un sincrotron. Un sincrotron esta compuesto por un
anillo grande (el orden de km) con canales por los que se hace circular a altas
velocidades a los electrones, con ayuda de campos magnéticos de gran
energia se induce a los electrones a cambiar de direccion y es en ese momento
cuando emiten la radiacién sincrotronica, que esta compuesta por un continuo

de longitudes de onda que van desde las microondas hasta los rayos X duros.

A
Fuente de
rayos X Cristal Detector
nsta (pelicula)
Haz de rayos X ﬂ
Rayos
difractados
B

3
Mapa de

Patron de densidad Modelo

difraccién electrénica estructural

Figura 5. Fases de la cristalografia de rayos X. A) Obtencion del patrén de
difraccién. B) Modelamiento de la estructura tridimensional a partir del patrén
de difraccion.
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La interaccién de los atomos con los rayos-X, dispersan los rayos con la
produccion de un patron de interferencia, conocido como patron de difraccion,
la magnitud de esta desviacién depende de la densidad electronica que
encuentren a su paso. La intensidad de las ondas difractadas se registra en
una pelicula radiografica o con un detector de estado sdlido. En la pelicula se
observan manchas discretas, creando un patron complejo, ya que de una
proteina pequefia se pueden obtener hasta 25,000 manchas de difraccion, por
ende es necesario realizar calculos complejos para interpretar el patrén de

difraccion y descifrar la estructura (Figura 5).

Gracias a programas de computadora especializados (Mosfilm y CCP4), es
posible medir los patrones de difraccion para determinar la distribucion espacial
de los atomos dentro de los cristales. La interpretacion quimica de esto
proporciona un modelo atémico que revela la estructura tridimensional de las

moléculas de proteina contenidas dentro del cristal.
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2. Materiales y Métodos

2.1 Clonacion del gen Ta1175 (TAA43)

El ADN genomico de Thermoplasma acidophilum fue donado por el
Departamento de Bioquimica del Instituto Max Planck de Alemania, extraido
con el protocolo propuesto por Ruepp et al. (2000). El gen Ta1175 se amplificd
por medio de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). En base a la
secuencias del gen de la base de datos (no. de acceso NP394631) se utilizé un
par de oligonucledétidos especificos para amplificar el gen completo. Dichos
oligonucledtidos se disefiaron con el fin de adicionar a la secuencia amplificada
dos sitios de corte para las enzimas de restriccion Ncol y Xhol en los extremos
5 y 3 respectivamente: sentido 5'-
CATGCCATGGGCGTGTTGGATGACATCGACGAGAAG-3'; antisentido 5'-
CGAAATACAGGGAATTCGCTGGATTCCTCGAGCGG-3. Para la PCR, la
mezcla de reaccidn se realizé manteniéndola a 4°C. Para cada reaccion se
utilizé 78 ng de ADN gendémico de T. acidophilum, 0.2 uM de cada
oligonucleotido, 0.02 mM de dNTP’s mix (Invitrogen), 2 mM de MgCl,, 1 U de
polimerasa de alta fidelidad Tli (Promega) y buffer PCR 1X en un volumen final
de 50 pL. El programa de amplificacion se programé en un termociclador
(BioRad) con un calentamiento inicial a 94°C durante 4 minutos, seguido por 25
ciclos de 94°C por un minuto, 57°C por un minuto y 72°C por un minuto,
seguido por una extension final a 72°C durante 10 minutos. Los productos de la
amplificacion se limpiaron utilizando el kit de limpieza para productos de PCR

(Invitrogen, Anexo 1). Posteriormente se sometieron a una extensién con Taq
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polimerasa para agregar los extremos poliA en las secuencias adicionando
PCR buffer 1X, 2 mM MgCl,, 1 mM dNTP’s mix y 1 U de Taq Polimerasa
(Invitrogen). Los productos de la amplificaciéon se analizaron en geles de

agarosa al 1% (Anexo 2).

2.2 Plasmido de expresién

Para la clonacion del gen Ta1175 amplificado se utiliz6 el plasmido de
expresion pET28a+ (Invitrogen). Este plasmido tiene como caracteristica el
adicionar secuencias de Histidinas en los extremos terminales al momento de

clonar el gen de interés.

2.2.1 Digestion con enzimas de restriccion y des-fosforilacion

La digestion del vector y el producto de PCR se realizaron por separado con 1
Mg del vector y de 10 ug del inserto amplificado. Se adicioné 1 U de cada una
de las enzimas (Ncol y Xhol, Invitrogen) y buffer de reaccion 1X final, en un
volumen total de 20 pul. La reaccion se incubd en un termomixer a 37°C durante
1 hora y 30 minutos. Para evitar religacion del plasmido se realizé la des-
fosforilacion de los extremos digeridos del vector (pET28a+) con 1 U de
fosfatasa alcalina de camarén (SAP, USB), incubando a 37°C durante 1 hora,

subsecuentemente se inactivo la enzima a 65°C durante 15 minutos.

2.2.2 Ligacién

La ligacion se realizé en un volumen total de 20 yL con 1 U de ligasa T4

(Promega), buffer de ligacion rapida (Promega) 1X final y 1:3 de la relacion
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vector:inserto. La reaccion se incubo en termomixer a 17°C por un periodo de

12 horas. El producto de ligacién se analizé en gel de agarosa al 1.2%.

2.2.3 Transformacion

Se prepararon células competentes de E. coli BL21 (DE3) pLysS por el método
de cloruro de rubidio (Anexo 3). A cada vial de 100 pL de células competentes
se les agreg6 20 pL del producto de la ligacion y se incubd 30 minutos en hielo,
posteriormente se incubd a 42°C por 45 segundos y se coloco en hielo durante
1 minuto. Después de este procedimiento las células se suspendieron en 300
ML de medio liquido LB (Anexo 4) y se incubaron a 37°C en agitacién constante
durante 1 hora. Las células se plaquearon en cajas con LB agar con antibiético
de seleccidn (Anexo 4) y se incubaron durante toda la noche a 37°C. Se
seleccionaron colonias y se cultivaron en 3 mL de medio liquido LB mas

antibidtico (Anexo 4).

2.2.4 Minipreparaciones (kit Qiaprep, Qiagen)

Se recuperaron las células de los 3 mL de cultivo por centrifugacion y la pastilla
celular se resuspendié de acuerdo a las instrucciones del kit (Anexo 5). La
mezcla se centrifugd para descartar los restos celulares y el sobrenadante se
colocd en la columna del kit se agregd buffer de union y se centrifugd. Se
adiciond 750 pL de buffer de lavado y se centrifugé. Por ultimo se recuperé el
DNA plasmidico de la columna por elucion con agua estéril. La construccion se
verificd por anadlisis de restriccion con las enzimas Ncol y Xhol, para la

liberacion del inserto. Las construcciones que contienen el fragmento de
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tamano esperado (1100 pb) se enviaron a secuenciar para asegurar la fidelidad

de las secuencias.

De las clonas positivas se hicieron respaldos en glicerol al 15% y se

almacenaron a -70°C, para el trabajo posterior con estas.

2.3 Expresion

De las clonas generadas se seleccion6 una verificada por secuenciacion de
ADN, y se realizé la expresion de la proteina recombinante TAA43. Los
ensayos de expresién se llevaron acabo en 50 ml de medio LB para determinar
las condiciones de temperatura y tiempo 6ptimo de incubacién después de la
induccién con IPTG. Para ese propdsito se prepard un preindculo a partir de la
clona positiva en 25 mL de medio LB con antibiéticos (Anexo 4) y se incubd
durante 12 horas a 37°C. Se calcul6 la cantidad de preindculo necesaria para
iniciar el cultivo con una densidad 6ptica (OD) de 0.2 (600 nm) en 1 L de medio
LB y se incubo a 37°C, hasta que la OD alcanzé un valor de 0.6 y se adiciono
el inductor (IPTG) en una concentracion final de 1 mM. Después de 12 horas
de expresion se colectaron las células por centrifugacion (20 min, 10 000 rpm).
El pellet se resuspendié en 15 mL de buffer de fosfatos pH 7.5 y se sonico
durante 5 minutos. Se recuperaron las fracciones por centrifugacion (20 min, 10
000 rpm, a 4°C). Se analizaron las fracciones obtenidas en geles de acrilamida

12.5% SDS-PAGE (Anexo 6).

2.4 Purificacion

2.4.1 Cromatografia de afinidad con resina de niquel (Ni-NTA, Invitrogen)
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El extracto celular se incubé con la resina de Ni** equilibrada (Anexo 8) y se
dejé en agitacién durante 3 horas a una temperatura de 4°C para permitir la
unién de la proteina al His-Tag con el Ni** de la resina. Posteriormente se dejé
asentar la resina y se extrajo el sobrenadante y se lavd por 4 veces con el
buffer de lavado. La proteina unida a la resina se recuperd6 en buffer de elucion
agitando durante 12 horas a 4°C, al término se dej6 asentar la resina y se eluy6
el buffer. Las fracciones colectadas se analizaron por SDS-PAGE 12.5%.
La proteina recuperada se ultra-dializé contra buffer de 10 mM Tris-HCI pH 7.5
y se concentr6 a 15 mg/ml en celdas con agitacion Amicon (Millipore) con

membranas de ultrafiltracion (Ultracel YM-10, Millipore).

2.5 Cuantificaciéon de proteina

Se cuantifico la proteina a través de dos meétodos: el de Lowry (Anexo 9)

(Lowry et al., 1951), y el método de hidrocloruro de guanidina (Anexo 10).

2.6 Analisis de actividad ATPasica

Para la medicion de actividad de ATPasica se siguio el protocolo propuesto por
Santos (2002), en una mezcla de reaccién compuesta por 10 ug de proteina
recombinante y 50 ul de buffer de reaccion (Anexo 11). Se incubd por 15 min a
65°C, se detuvo la reaccién adicionando 800 ul de reactivo de color y 100 ul de
citrato de sodio al 34% en solucion. Se midio la absorbancia a 640 nm. Cada
experimento se realizd por duplicado. La cuantificacion del fosfato libre se

realizd en paralelo contra una curva estandar de KH,POy,.

2.7 Ensayos de cristalizacion
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Se utilizaron cajas de cristalizacion Cryschem™ plate (Hampton Research
Corp.) especiales para realizar ensayos de cristalizacion por el método de
sitting-drop. La busqueda de las condiciones de cristalizacion de la proteina se
realizd con dos kits de soluciones Crystal screen 1 y 2 (Hampton Research).
Cada caja se etiquetd y se agregd 700 ul de las soluciones de los kits en el
reservorio inferior de los pozos y en la parte superior se adicionaron 20 ul de
las mismas soluciones y 5 ul de la proteina purificada a una concentracién de 5
a 15 mg/ml, se mezclaron evitando la formaciéon de burbujas. Cada caja se
sellé con cinta adhesiva transparente y se dejaron incubar en un lugar libre de
vibraciones. Para cada reaccion se realiz6 en paralelo ensayos a temperatura

ambiente, 37, 28 y 4°C.
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3. Resultados y discusion

3.1 Amplificacién y clonacion en el vector de expresion

El ORF de TAA43 denominado Ta1175 esta localizado en una regién del
genoma de Thermoplasma acidophilum considerada como un operén
ribosomal, dentro de un agrupamiento de genes que incluyen dos proteinas
ribosomales, un intron de tRNA endonucleasa y dos tRNAs entre otros
elementos asociados (Santos, 2003). Esta asociacion y la interacciéon con
proteinas ribosomales (Santos y Zwickl, 2005) es lo que se sugiere la
participacion de TAA43 en la disociacidn de proteinas de novo no-ribosomales

que se encuentran asociadas a ribosomas.

En la figura 6A se muestran los productos de la amplificacién (1100 pb) en

geles de agarosa 1.2% con la banda del tamafio esperado.

Células de E. coli BL21pLysS fueron transformadas con la reaccién de ligacién
y subsecuentemente fueron analizadas por restriccion para determinar la

presencia del inserto (Figura 6B).

Se obtuvieron un total de 10 clonas con el inserto, de todas estas clonas se
hicieron respaldos en glicerol al 15% y 5 de ellas se analizaron para la
expresion de la proteina recombinante TAA43. De acuerdo al analisis se
selecciond la clona con la cual se obtuvo expresion maxima de la proteina

TAA43, y con esta se realizo la expresion.
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Figura 6 A) PCR del gen Ta1175. 1) Marcador de longitud 100 pb; 2) gen Ta1175.
B) Analisis de restriccidon de clonas. 1) Marcador de 1 kbp; 2) al 5) Clonas positivas
que contienen el gen Ta1175 (TAA43).

3.2 Expresion de la proteina recombinante TAA43

Se establecieron las condiciones 6ptimas de expresion en cultivos de 50 ml: se
obtuvo 37°C como temperatura optima y un tiempo de cultivo de 12 horas
después de la induccion con IPTG. En la Figura 7 se muestra el analisis en
SDS-PAGE al 12.5% (Anexo 6) de la expresion de TAA43 a diferentes tiempos
después de la induccidn, en la que se observa un aumento en la produccion de
proteina en funcién del tiempo. La mayor produccion (25 mg/L) de TAA43
recombinante fue a las 8 horas de cultivo (Figura 7, carril 7).

Al analizar las fracciones celulares soluble e insoluble encontramos que la
mayor concentracion de proteina TAA43 recombinante expresada se localizaba

en la fraccion soluble por lo que no fue necesario utilizar ningun protocolo de
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solubilizacion, subsecuentemente la purificacion se realizé a través de una
columna de afinidad en condiciones no desnaturalizantes (Anexo 8).

El proceso de purificacion con resina de niquel (Ni-NTA, Invitrogen) resulté
eficiente, se obtuvo un porcentaje de pureza de 98% al eluir la proteina de la

columna con una concentracion de imidazol de 250 mM (Figura 8).

50 kDa

E 43
40 kDa : *”F kDa

i -

Figura 7. Analisis de expresion de TAA43. 1) Marcador de peso molecular; 2)
tiempo cero a la induccion con IPTG; 3) 2 hrs de induccion; 4) 4 hrs de induccién; 5)
6 hrs de induccién; 6) 8 hrs de induccion; 7) 12 hrs de induccion.

La proteina purificada se ultra-dializdé y concentrd (ver materiales y métodos),
para lograr tener la proteina libre de sales (imidazol y NaCl) y facilitar la
formacion de los cristales. Se logré concentrar la proteina a un maximo de 15

mg/ml, para realizar los ensayos de cristalizacion.

24



2 3

1
50 kDa !
-

<4+— 43 kDa
40 kDa - —-—

Figura 8. Purificacion por columna de afinidad de TAA43. 1) Marcador de peso
molecular; 2) TAA43 20 pl; 3) TAA43 10 pl.

3.3 Determinacion de actividad enzimatica

Para llevar acabo la obtencion de una estructura tridimensional bajo
condiciones mas cercanas al ambiente celular, ademas de estar pura y
concentrada se necesita que la proteina recombinante presente actividad
enzimatica nativa. Debido a esto se verificd la actividad ATPasica de TAA43
recombinante, purificada y concentrada. La determinacion de actividad
ATPasica se realizé con el método de verde malaquita (Hess y Derr, 1975)

(Anexo 10) que relaciona la absorbancia detectada con la cantidad de fosfato
inorganico libore (ATP — ADP+Pi). La actividad especifica de la proteina

recombinante TAA43 purificada fue de 47 nmol Pi/mg min. La enzima

25



recombinante activa y concentrada a 5, 10 y 15 mg/ml se utilizé para los

ensayos de cristalizacion.

3.4 Cristalizacion de TAA43

3.4.1 Caracteristicas de TAA43

Como se menciond anteriormente varias ATPasas AAA han sido
caracterizadas (HslU, Bochtler et al., 2000, p97, Zhang et al., 2000, Cdc6, Liu
et al., 2000, RuvB, Yamada et al., 2001, NSF, Lenzen et al., 1998) y
estructuralmente tienen la caracteristica de formar anillos hexaméricos y esta
oligomerizacién esta asociada con la actividad ATPasica ademas de llevar a
cabo funciones celulares como desdoblamiento y plegamiento de proteinas
nativas y plegamiento de polipéptidos/péptidos para la homeostasis celular
(Ogura y Wilkinson, 2001). Dentro de estas la estructura de p97 esta
compuesta por dos dominios AAA y en su estructura tridimensional se observa
que la regidén N-terminal consiste en un barril doble Baf unido por seis residuos
a cuatro laminas 3, la regién central comprende estructuras /a y contienen el
dominio Walker A (P loop) y B (DExx), dominios involucrados en la interaccion
con nucledtidos, y la region C-terminal compuesta por cuatro a-hélices (Zhang,
et al., 2000). Basicamente estas estructuras se conservan en los monémeros
de las ATPasas AAA. El dominio AAA de p97 es un modelo utilizado para el
estudio general de las proteinas AAA, que tienden a formar hexameros.

En la caracterizacion de TAA43 (Santos, 2003), se encontré6 que tiende a

formar dimeros, una caracteristica no comun entre este tipo de ATPasas, y se
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propone que estos dimeros de TAA43 pueden formar parte de un gran
complejo molecular. Con estos datos y la informacion obtenida por ensayos de
interaccion con proteinas ribosomales nos da una idea de su participacion, en
un gran complejo de proteinas asociadas a ribosomas.

Debido a la naturaleza dimérica de TAA43 y su participacion en eventos
celulares poco descritos todavia queda por dilucidar varias incognitas, la
informacion obtenida a partir de su estructura tridimensional por medio de la

cristalizacién, aportara informacién determinante de la funcién de esta proteina.

3.5 Ensayos de cristalizacion de TAA43

Las condiciones Optimas para la nucleacidén y crecimiento de cristales son
dificiles de predecir y es necesario utilizar una herramienta eficiente y efectiva
para determinar las condiciones iniciales de cristalizacién de una proteina. La
gran variedad de las soluciones compuestas de sales, solventes organicos,
polimeros y una amplia gamma de pH’s de los kits Crystal screen 1 y 2,
(Hampton Research), permitié desarrollar un rastreo de amplio espectro para la
busqueda de las condiciones idéneas para el crecimiento de cristales de
TAA43.

Se realizaron 1200 ensayos de cristalizacién, de los cuales se formaron
monocristales en las condiciones de la tabla 1 y Figuras 9-13. En todas las
condiciones en las que se obtuvieron cristales, la incubacién de las placas fue a
temperatura ambiente (25°C) (Tabla 1). A los cristales obtenidos se les
realizaron pruebas de resistencia y de tincion (Crystal dye, Hampton Research)

para descartar que fueran cristales salinos.
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Tabla 1. Condiciones de crecimiento de cristales de TAA43 a 25°C

Condiciones Caracteristicas Forma Tiempo
(meses)

0.2 M acetato de zinc dihidratado
0.1 M cacodilato de sodio pH 6.0 Micro-cristales Estrellas 1
18% wl/v polietilen-glicol 8000
0.2 M acetato de zinc dihidratado
0.1 M cacodilato de sodio pH 6.5 Cristales Estrellas 1
18% wi/v polietilen-glicol 8000
1.0 M Imidazol pH 7.0 Cristales Cuentas 2
0.1 M cloruro de cadmio dihidratado
0.1 M acetato de sodio trihidratdo pH 4.0 Cristal Circular 10
30% v/v polietilen-glicol 400
0.2 M Cloruro de magnesio dihiratado
0.1 M HEPES-Na pH 7.5 Cristal Circular 8
30% v/v isopropanol
0.2 M Cloruro de magnesio hexahidratado
0.1 M Tris-HCI pH 8.5 Micro-cristales Anillos 12
30% polietilen-glicol 4000
0.2 M Cloruro de magnesio hexahidratado
0.1 MHEPES-Na pH 7.5 Cristales Anillos 10
30% polietilen-glicol 400
0.2 Acetato de magnesio tetrahidratado
0.1 Cacodilato de sodio pH 6.5 Cristales Anillos (3) 11
30% v/v 2-metil-2,4 pentadiol
0.1 M Tris - HCI pH 8.5
8% w/v polietilen-glicol 8000 Micro-cristales Anillos 9
0.1 M Tris-Citrato de sodio dihidratado pH 5.6
20% vlv Isopropanol Micro-cristales | Circulares 9
20% polietilen-glicol 4000 (3)
0.1 MHEPES-NapH 7.5
10% v/v isopropanol, polietilen-glicol 4000 Micro-cristales Anillos 6
0.35 M imidazol pH 6 Micro-cristal Circular 3
0.01 Sulfato de Zinc heptahidratado
0.1 MES pH 6.5 Micro-cristales | Circulares 8
30% polietelen-glicol 4000 (4)
0.2 M cloruro de magnesio hexahidratado Cuadrado
0.1 M Tris pH 8.5 Micro-cristal lados 6
3.4 M hexadiol irregulares
0.5 M cloruro de sédio
0.01 M cloruro de magnésio hexahidratado
0.01 M bromuro de hexadeciltrimetilamonio Cristal Piramidal 11
0.2 M acetato de zinc dihidratado
0.1 M cacodilato de sodio pH 8.0 Micro-cristales Estrellas 6
18% wl/v polietilen-glicol 4000
0.2 M acetato de zinc dihidratado
0.1 M cacodilato de sodio pH 7.5 Micro-cristales Estrellas 3
18% wl/v polietilen-glicol 4000
0.2 M acetato de zinc dihidratado
0.1 M cacodilato de sodio pH 7.0 Micro-cristales Estrellas 3

18% wi/v polietilen-glicol 4000
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0.2 M acetato de zinc dihidratado
0.1 M cacodilato de sodio pH 6.0 Micro-cristales Estrellas 2
18% wl/v polietilen-glicol 4000

0.2 M acetato de zinc dihidratado
0.1 M cacodilato de sodio pH 5.5 Micro-cristales Agujas 1
18% wl/v polietilen-glicol 4000

Figura 9. Cristal obtenido después de 1 mes de incubacién a 25°C. Condiciones:
0.2 M acetato de zinc di-hidratado; 0.1 M cacodilato de sodio pH 6.5; 18% wi/v

polietilenglicol 8000. (Length: longitud)

ML
Length : 130.0 um

Figura 10. Cristales obtenidos a 11 meses de incubacion a 25°C. Condiciones: 0.2
M citrato trisddico di-hidratado; 0.1 M HEPES-Na pH 7.5; 20% v/v isopropanol.

(Length: longitud)
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HML1
ength : 104.0 um

Figura 11. Cristales obtenidos a 10 meses de incubacion a 25°C. Condiciones: 0.1
M cloruro de cadmio dihidratado; 0.1 M acetato de sodio tri-hidratado pH 4.6; 30%
v/v polieteilenglicol 400. (Length: longitud)

Figura 12. Cristal obtenido a los 6 meses de incubacion con las condiciones: 0.2 M
cloruro de magnesio hexa-hidratado; 0.1 M tris pH 8.5; 3.4 M hexadiol.

Los mejores cristales de acuerdo al tamafo y pruebas de resistencia fueron

obtenidos a 25°C en 0.2 M acetato de zinc di-hidratado, 0.1 M cacodilato de
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sodio pH 6.5, 18% w/v polietilenglicol 8000 (Figura 9). En base a estos
resultados se llevaron acabo nuevos ensayos modificando algunos factores: 1)
se realiz6 un seeding con fragmentos del cristal, que consiste en incubar
repitiendo las condiciones de cristalizacion (agentes precipitantes y cantidad de
proteina) en presencia de fragmentos de los cristales anteriormente obtenidos,
2) se aumentd la concentracion de la proteina (15 mg/ml), 3) se incubd a
diferentes pHs (rango de 4.5 — 8.0). Estas modificaciones son recomendadas
para favorecer la formacion de cristales mas grandes y con mejor calidad para
los analisis de difraccion por rayos X. De estos ensayos se han obtenido hasta

el momento solo cristales pequerios (Figura 13).

A R 100 pm

Figura 13. Cristales obtenidos del seeding en, A) 3 meses y B) 6 meses de incubacion.

3.6 Difraccion preliminar

Se realizé una difraccion preliminar para determinar la naturaleza de los
cristales obtenidos y diferenciarlos de cristales no proteinicos. Los cristales que
contienen proteina difractan de manera distinta a aquellos cuyo contenido es

solamente salino como se ilustra en la Figura 14. La difraccién preliminar se

31



llevd a cabo en un difractometro de rayos X para polvos D8-ADVANCED
(Bruker, Division de Materiales Avanzados, IPICYT). Este aparato detecta la
fase cristalina de las muestras y puede determinar la composicion de las
sustancias en estudio por comparacion de los patrones de difraccion obtenidos.
En la figura 15 se observa que los cristales de TAA43 (incubacion a 25°C en
0.2 M acetato de zinc di-hidratado, 0.1 M cacodilato de sodio pH 6.5, 18% w/v
polietilenglicol 8000) difractan y son representados en el gréafico por el aumento
de cuentas Lin [escala lineal de la intensidad ejemplificada en el eje de las Y,
Lin (Counts)] contra la escala 2-Theta (angulo de incidencia). En contraparte se
puede observar la solucidn control (puntos negros), en la que se desarrollaron

los cristales de TAA43.

200
180
160
140
120
100

Lin (Counts)

Escala 2-Theta

Figura 14. Patrones de difraccion de rayos X preliminar. A Difraccion de cristales
de TAA43; m Difraccion de la solucion control.

Con estos resultados se confirmé que los cristales generados son proteinicos,

sin embargo, no tienen las caracteristicas necesarias (forma, tamafo, calidad)
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para efectuar en ellos la difraccion de rayos X en sincrotron. El desarrollo de
nuevos cristales se generara como producto de los ensayos de seeding antes
descritos. Se espera elucidar la estructura tridimensional de la proteina con
cristales mas grandes y de mejor calidad para la obtencién de los mapas de

difraccion.
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4. Avances

La ATPasa TAA43 fue eficazmente producida 25 mg/l en E. coli BL21
pLysS, logrando purificar y concentrar cantidad suficiente de proteina
(hasta 15 mg/ml) activa para llevar acabo los ensayos de cristalizacion.
Se logré identificar algunas de las condiciones de incubacion en las que
crecieron cristales de TAA43.

Con los monocristales se llevaron a cabo nuevos ensayos de
cristalizacién cuyo objetivo es generar cristales mas robustos y de mejor

calidad para su analisis por difraccion de rayos X.

5. Perspectivas

Continuar con el monitoreo de los ensayos de cristalizacion.

Utilizar un método de cristalizacion diferente a sitting-drop con las
condiciones en las que se obtuvieron cristales para mejorar la calidad de
estos (e.g. micro-batch, micro-didlisis, crecimiento de cristales en

capilares de cuarzo)

Obtener la estructura tridimensional de TAA43 en colaboracién con

expertos en cristalografia.
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“Produccion heterdloga y caracterizacion de la
alcohol deshidrogenasa proveniente de

Thermoplasma acidophilum”
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Resumen

Del analisis del genoma de Thermoplasma acidophilum DSM 1782 se
identificaron dos orfs similares a las alcohol deshidrogenasas. Los genes
correspondientes a estos orfs son los denominados Ta0841 y Tal316, la
identidad entre ellos es de 50.4% y codifican para dos proteinas de 336 y 328
aminoacidos con un peso molecular del 36.48 y 36.01 kDa respectivamente.
Los genes se expresaron en Escherichia coli y se comprobo la funcionalidad de
las proteinas recombinantes por medio de la evaluacién de su actividad. En
este trabajo solo Ta1316 ADH fue activa en la reaccion de oxidacion de
alcoholes en un rango de pH de 2-8 (pH 6ptimo 5.0) y dentro de un rango de
temperatura de 25-90°C (temperatura Optima 75°C). Esta alcohol
deshidrogenasa utiliza a NAD" como cofactor y cataliza la oxidacion de varios
tipos de alcoholes como son etanol, metanol, 2-propanol, butanol y pentanol.
Su maxima actividad se encontré en presencia de etanol como sustrato, a un
pH de 5.0 y a una temperatura de 75°C, con estas condiciones Optimas la

actividad especifica de la enzima Ta1316 ADH fue de 628.7 U/mg.
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Abstract

Analysis of the Thermoplasma acidophilum DSM 1728 genome identified two
putative alcohol dehydrogenase orfs showing 50.4% identity against each other.
The corresponding genes Ta0841 and Tal316 encode proteins of 336 and 328
amino acids with molecular masses of 36.48 and 36.01 kDa respectively. The
genes were expressed in Escherichia coli and the recombinant enzymes were
functionally assessed for enzimatic activity. Throughout the study, only Ta1316
ADH resulted active in the oxidative reaction in the pH range 2-8 (optimal pH
5.0) and temperatures from 25-90°C (optimal 75°C). This alcohol
dehydrogenase catalyzes the oxidation of several alcohols such as ethanol,
methanol, 2-propanol, butanol, and pentanol during the reduction of the cofactor
NAD®. The highest activity was found in the presence of ethanol producing
optically pure acetaldehyde. The specific enzyme activity of the purified Ta1316

ADH with ethanol as a substrate in the optimal conditions was 628.7 U/mg.
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1. Introduccioén

1.1 Enzimas extreméfilas (Termozimas)

Las enzimas termofilicas e hipertermofilicas (termozimas) son intrinsecamente
estables y activas a altas temperaturas, y difieren de las enzimas mesofilas o
psicrofilas (activas a 25-50°C y 5-25°C respectivamente) al poseer las
siguientes ventajas: 1) pueden ser expresadas en hospederos mesofilos
reteniendo las propiedades biologicas nativas y pueden ser purificadas
facilmente por tratamiento térmico; 2) su termoestabilidad esta asociada con
una alta resistencia a denaturalizantes quimicos como solventes e hidrocloruro
de guanidina; y 3) realizan reacciones enzimaticas con altas tasas de
conversion a temperaturas elevadas permitiendo ademas una alta
concentracion de sustrato, baja viscosidad, y reduciendo riesgo de
contaminacion por microorganismos (Vieille y Zeikus, 2001). Las termozimas
son ampliamente utilizadas en el area de Biologia Molecular (e.g. Taq
polimerasa), como aditivos en detergentes (e.g. proteasas), en la industria del
procesamiento del almidon (e.g. a-amilasas, glucosa isomerasas) y son
excelentes candidatos cataliticos para numerosas aplicaciones en las que se
requiere una alta estabilidad. Estas aplicaciones incluyen la sintesis organica

(e.g. lipasas, proteasas, oxidoreductasas), diagnostico, tratamiento de
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desechos, manufactura de papel y alimentacion animal (Vieille y Zeikus, 1996).
Otras termozimas son utilizadas en la catalisis de una gran variedad de
procesos sintéticos como la citocromo P450, las alcohol deshidrogenasas y
varias glucosil hidrolasas que muestran regio-selectividad y/o estereo-
selectividad, que son propiedades deseables para la sintesis quimica (Vieille y

Zeikus, 2001).

1.2 Alcohol deshidrogenasa (ADH)

Las alcohol deshidrogenasas (ADHs) son enzimas que realizan reacciones
cataliticas oxidoreductoras (EC 1.1.1.1). Estan ampliamente distribuidas en los
seres Vivos, ya que juegan papeles esenciales en los mecanismos de defensa
celular desde procariotes hasta humanos. Son importantes para la
detoxificacion y metabolismo del etanol y otros alcoholes, catalizan la oxidaciéon
de alcoholes primarios y secundarios dependiente de cofactor a sus
correspondientes aldehidos y cetonas (Littlechild et al., 2004).

Un tipo particular de ADH cataliza la reaccion de interconversion del
acetaldehido y etanol, la cual constituye el paso final en la fermentacion
alcohdlica en levaduras y el paso inicial en el metabolismo del etanol en una
amplia variedad de organismos como por ejemplo levaduras, bacterias,
Drosophila, maiz y humanos. En Drosophila y otros organismos la expresion de
ADH tiene regulacién dependiente de la etapa del desarrollo (Sofer y Martin,
1987), de las condiciones ambientales (Kelly et al., 1990; Saliola et al., 1994) y

del tejido u 6rgano de que se trate. También tiene participacién en eventos de
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interés biotecnolégico, como la produccién de etanol, de bebidas y alimentos

que lo contienen, asi como en la produccién de otros solventes.

1.3 Clasificacion de las ADHs

Las ADHs se clasifican de acuerdo al aceptor de electrones que utilizan

(Persson et al., 1991; Reid y Fewson, 1994) en:

1) ADHs dependientes de NAD(P) (Nicotin Adenin Dinucleotido):

Alcohol + NAD (P)* «—» Aldehido + NAD (P) H + H*

Estas a su vez se subclasifican en 3 grupos:

Grupo |: De cadena media, contienen subunidades de aproximadamente 350

aminoacidos y la mayoria son dependientes de zinc.

Grupo II: De cadena corta, con subunidades de 250 aminoacidos, son

independientes de metales.

Grupo llI: Ferro — activas, contienen subunidades de 385 — 900 aminoacidos
(multifuncionales). Todas las ADHs que se han descrito de este grupo son

microbianas.

2) ADHs que utilizan como cofactor pirroquinolina quinona, hemo, o

cofactor F4a0.

Alcohol + 2X (oxidado) «— Aldehido + 2X (reducido) + 2H"
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En esta familia se incluye a la metanol deshidrogenasa de Paracoccus
denitrificans, la etanol deshidrogenasa de Acetobacter y Gluconobacter sp., asi

como ciertas ADHs de bacterias.

1.4 Caracteristicas de estructura de las ADH-NAD(P) dependientes

La estructura tridimensional de la alcohol deshidrogenasa de higado de caballo
se reportd en 1973 (Branden et al., 1973) asi como varias ADHs de diversos
organismos que han sido extensivamente estudiadas y se han identificado
regiones de aminoacidos con secuencias caracteristicas. La unién de la ADH
con su cofactor se realiza a través del motivo denominado “finger print” que
consiste en una cadena de seis hojas B-plegadas rodeadas por seis a-hélices
(Rossmann y Argos, 1981). La secuencia de aminoacidos que componen este
motivo es Gly-x-(x)-Gly-x-(x)-Gly (Kalberg y Persson, 2006). Las dos primeras
glicinas estan involucradas en la union al cofactor, mientras que la tercer glicina
esta involucrada en las interacciones de las estructuras de hojas B-plegada y o-

hélice cuya funcién es ayudar al correcto plegamiento de la enzima.

La mayoria de las ADH-NAD(P) dependientes caracterizadas son dependientes
de zinc y conservan en su secuencia aminoacidos (cisteina, histidina, acido
aspartico) para la union a dicho compuesto. Las ADH de cadena media unen a
dos atomos de zinc por subunidad, uno para el sitio de unién catalitico y otro
para el sitio de union estructural. Los cuatro residuos de union a zinc estructural
son Cys-98, Cys-101, Cys-104 y Cys-112. Los residuos ligandos de zinc

catalitico son Cys-38, His-62 y Asp-153 (Esposito et al., 2002).

1.5 Aplicaciones biotecnolégicas de las ADH
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Las ADHs pueden utilizarse en pilas de combustible de etanol, para catalizar la
degradacion del combustible. En biotransformacion, son utilizadas
frecuentemente para la sintesis de alcoholes puros. Al contrario de los
procesos quimicos, las ADHs producen directamente el enantiomero deseado
del alcohol por reduccién de la cetona correspondiente (Hammes-Schiffer y
Benkovic, 2006). Los compuestos quirales juegan un papel importante en la
sintesis organica de compuestos farmacéuticos. Una gran variedad de ADHs
muestran caracteristicas prometedoras para ser utilizadas en la sintesis
biocatalitica de valiosos intermediarios quirales. Entre las ADHs mesofilicas
destacan dos ejemplos comercialmente disponibles que son frecuentemente
utilizadas en laboratorios de quimica organica para sintesis de compuestos
quirales; son las ADHs de levadura (Saccharomyces cereviseae) y la de higado
de caballo. Estas se utilizan en la preparacién de (1 S, 2R)-cis-2-carboximetil-3-
ciclopenteno-1-ol lactona, que es metabolito inicial para la sintesis de
prostaglandinas. Sin embargo la limitante en el uso de estas enzimas
mesofilicas es su inestabilidad a temperaturas arriba de 30°C (Hummel y Kula,
1989), ademas de presentar sensibilidad a solventes organicos (Inoue et al.,
2005) y baja especificidad a sustratos. Por estas razones existe una busqueda
continua de ADHs con mejores propiedades y asi dar solucién a estas
limitaciones.

La ADH termoestable de Termoanaerobium brockii es ampliamente utilizada en
el proceso de preparacion de productos farmaceéuticos. El gran potencial de
ADHs termoestables para la industria farmacéutica se demuestra en la
preparacion del (S)-2-pentanol, un intermediario clave en la sintesis organica

de algunos posibles compuestos con actividad inhibitoria en enfermedades
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neurodegenerativas como es el Alzheimer (Patel, 2004).
Indudablemente los organismos termo-acidofilicos son una fuente promisoria
de biocatalizadores con las caracteristicas de ser estables y activos bajo
condiciones de reaccidbn extremas (Egorova y Antranikian, 2005).
T. acidophilum es un organismo termo-acidofilico, que contiene en su genoma
dos marcos de lectura cuya secuencia de aminoacidos son similares a las
enzimas alcohol deshidrogenasas. En este trabajo se describe la produccién en
E. coli y la caracterizacion enzimatica de las proteinas Ta0841 y el Ta1316

provenientes de T. acidophilum.
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2. Materiales y Métodos

2.1 Obtencion de los genes Ta0841y Ta1316

El ADN gendmico de Thermoplasma acidophilum fue donado por el laboratorio
de Biologia Molecular Estructural del Instituto Max Planck, Alemania (Ruepp et
al., 2000). Los genes Ta0841 y Ta1316 se amplificaron por medio de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). En base a las secuencias de cada
uno de los genes obtenidas de la base de datos (no. de acceso NP344301 y
CAC12437 respectivamente) se disefiaron oligonucleotidos especificos para
clonar los genes completos (Tabla 1), con los cuales se adiciona a las
secuencias dos sitios de corte para las enzimas Ncol y Xhol en los extremos 5’
y 3’ respectivamente. Para la PCR, la mezcla de reaccién se realiz6
manteniéndola a 4°C. Para cada reaccion se utilizé 78 ng de ADN gendmico de
T. acidophilum, 0.2 uyM de cada oligonucled6tido, mix 0.02 mM de dNTP’s
(Invitrogen), 2 mM de MgCl,, 1 U de polimerasa de alta fidelidad Tli (Promega)
y buffer PCR 1X en un volumen final de 50 pl. El programa de amplificacion se
programo en un termociclador (BioRad) con un calentamiento inicial a 94°C
durante 4 minutos, seguido por 25 ciclos de 94°C por un minuto, 57°C por un
minuto y 72°C por un minutos, seguido por una extension final a 72°C durante
10 minutos. Al término los productos de PCR se limpiaron con un kit de
limpieza para productos de PCR (Invitrogen) (Anexo 1). Posteriormente se
sometieron una extension con Taq polimerasa para agregar los extremos poliA
en las secuencias adicionando PCR buffer 1X, 2 mM MgCl, mix 1 mM dNTP’s
y 1 U de Taq Polimerasa (Invitrogen). Los analisis de los productos de la

amplificacion se analizaron en geles de agarosa al 1% (Anexo 2).

48



Tabla 1. Oligonucleotidos especificos para la amplificacion de los genes
completos de Ta0841 y Ta1316 ADHs

Nombre Secuencia
Ta0841 sense 5 GCGCGCATCATGAAGGCAGCCCTACTAG 3
Ta0841 antisense 5 CCGCTCGAGACTAAATTTAATCAGAACACG 3
Ta1316 sense 5 CATGGCATGGCAGCTGCTCTTGTATATGAACCG 3
Ta1316 antisense 5" CCG CTC GAG GGA TAC TCT CAT CGATAT G 3’

2.2 Plasmido de expresion

La clonacion de los insertos de los genes amplificados se realizé utilizando el

plasmido de expresion pET28a+ (Invitrogen).

2.2.1 Clonacion de Ta0841 y Tal316

Se realizaron digestiones independientes con 1 ug del vector y 10 pg de los
insertos amplificados respectivamente, adicionando 1 U de cada una de las
enzimas (Ncol y Xhol, Invitrogen) y buffer de reaccion 1X final, en un volumen
final de 15 pl. La reaccién se incubo en un termomixer a 37°C durante 1 hora'y
30 minutos. Posterior a la digestion del vector pET28a+ se realizd la
fosforilacion de los extremos digeridos con 1 U de fosfatasa alcalina de
camaroén (SAP, USB), incubando a 37°C durante 1 hora, al término se inactivo

la enzima a 65°C durante 15 minutos.

La ligacidon se realiz6 en un volumen final de 20 yL con 1 U de ligasa T4
(Promega), buffer de ligacion rapida (Promega) 1X final y 1:3 de la relacion
vector:inserto, determinada por analisis comparativo en gel de agarosa. La

reaccion se incubd en termomixer a 17°C por un periodo de 12 horas.
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2.2.2 Transformacion

Se prepararon células competentes por el método de cloruro de rubidio (Anexo
3). A cada vial de 100 ul de células competentes se les agrego 10 ul de la
ligacion y se incubaron 30 minutos en hielo, posteriormente se incubo a 42°C
por 45 segundos y al término se coloco en hielo por 1 minuto. Después de este
procedimiento se adiciond 300 pl de medio liquido LB (Anexo 4) y se incubaron
a 37°C en agitacion constante durante 1 hora. Las células se sembraron en
placas de LB agar con antibiético de seleccion (Anexo 4) y se incubaron
durante toda la noche a 37°C. Se seleccionaron colonias y se cultivaron en 3 ml

de medio liquido LB (Anexo 4).

2.2.3 Minipreparaciones (kit Qiaprep, Qiagen)

La purificacién de las construcciones (pET28+Ta0841 y pET28+Tal316) se
realizd de acuerdo a las instrucciones del kit (Anexo 5). Las construcciones se
verificaron por analisis de restriccion con las enzimas Ncol y Xhol, para la
liberacion del inserto. Las construcciones positivas (Figura 2B), se
secuenciaron para asegurar la fidelidad de las secuencias del inserto. De las
clonas positivas se hicieron respaldos con glicerol al 15% y se almacenaron a -

70°C, para el trabajo posterior.

2.3 Expresion

Se selecciond una clona positiva para la expresidon de cada una de las
proteinas recombinantes (Ta0841 y Ta1316). Se realizaron ensayos de
expresion en 50 ml de medio LB para determinar las condiciones de

temperatura y tiempo Optimo de incubacion después de la induccidén y se
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escaldé a 1 L de medio. Para la expresion se prepard un preindculo a partir de la
clona positiva en 25 ml de medio LB con antibidticos (Anexo 4) y se incubd
durante 12 horas a 37°C. Se calcul6 la cantidad de preindculo necesaria para
iniciar el cultivo con una densidad 6ptica (OD) de 0.2 (600 nm) en 1 L de medio
LB y se incub6é a 37°C, hasta que la OD alcanzé un valor de 0.6. En ese
momento se adiciond el inductor (IPTG) a una concentracién final de 1 mM.
Después de 8 horas de expresiéon se centrifugd el cultivo (20 min, 20 000 g). El
pellet celular se resuspendié en 15 ml de buffer de fosfatos pH 7.5, se sonicé
durante 5 minutos y las fracciones solubles e insolubles se recuperaron por
centrifugacion (20 min, 20 000 g, a 4°C). Las fracciones obtenidas se
analizaron en geles de acrilamida 12.5% SDS-PAGE (Anexo 6). A la fraccién
soluble se le realiz6 un tratamiento térmico en bafo maria a 80°C durante 5
minutos y se centrifugd (15 min, 20 000g) para separar las proteinas de E. coli

precipitadas.

2.4 Analisis por electroforesis

Para los analisis de tamafio molecular y para la deteccion por Western blot de
la proteina, las muestras fueron analizadas en geles desnaturalizantes (SDS) al
12.5%, en gradiente de 4-20% y geles no desnaturalizantes (nativos) 10%
(Anexo 6). Los geles desnaturalizantes se tifieron con Coomassie R250
(BioRad) o Sypro-Ruby (Molecular Probes). Los geles nativos fueron tefiidos
con Coomassie o tratados para medir la actividad de ADH en zimogramas.
Como estandar se utilizaron 10 yg/ml de ADH de Saccharomyces cerevisiae
(Sigma). Se utilizaron marcadores de peso molecular de proteinas para los

geles desnaturalizantes (Bench Marck Protein, Invitrogen) y otro para los geles
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nativos (Amersham, Bioscience) para la estimacion del tamafio molecular de la

proteina.
2.5 Western blot

Los geles desnaturalizantes en gradiente de poliacrilamida de 4-20% se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa Hybond-C (Amersham), en una
camara horizontal Semy-Dry Trans-blot (BioRad). Se utilizé un anticuerpo
primario policlonal contra ADH de Saccharomyces cerevisiae producido en
conejo (rabbit anti-ADH, Rockland Inmunochemicals, USA) y un anticuerpo
secundario anti IgG de conejo conjugado con fosfatasa-alcalina (goat anti-rabbit
IgG, Sigma). La deteccion de la proteina se realizé colorimétricamente al
incubar con p-nitro azul tetrazolium y sodio-5-bromo-4-cloro-3-indol fosfato
(NBT y BCIP, Amersham Biosciences) (Anexo 7). El analisis de las membranas
y de los geles se llevo acabo en un foto-documentador Gel-Doc 2000 (BioRad)

y el software Quantity One™ versién 4.5 (BioRad).
2.6 Zimogramas

La mezcla para detectar actividad enzimatica a través de zimogramas en geles
nativos de acrilamida consistié en incubar el gel en 50 mM Tris-HCI pH 6, 0.02
mg/mL de metasulfato de fenacina, 0.3 mg/mL de p-nitro azul de tetrazolium
(NBT, Amersham Biosciences), 0.5 mg/mL de NAD (nicotin-adenin-
dinucleotido, Fluka) y 0.8 mL de alcohol etilico. El gel se incubé a 40°C durante
20 minutos y la aparicion de la banda de proteina con actividad ADH se

documento en un foto-documentador Gel-Doc 2000 (BioRad).
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2.7 Purificacion

2.7.1 Cromatografia de afinidad con resina de niquel (Ni-NTA, Invitrogen)

El extracto crudo se incub6 con resina de niquel y se dejo en agitacion durante
3 horas a 4°C para permitir la unién de His-Tag de la proteina con la resina de
niquel. Posteriormente se dejo asentar la resina, se retird el sobrenadante, y se
lavd 5 veces con el buffer de lavado. La proteina unida a la resina se recupero
en buffer de elucidén agitando durante 12 horas a 4°C, subsecuentemente se
dejoé asentar la resina y se eluyo el buffer (Anexo 8). Las fracciones colectadas
se analizaron por medio de SDS-PAGE. La proteina recuperada se ultra-dializé
contra buffer de 10 mM Tris-HCI pH 7.5 en celdas con agitacion Amicon
(Millipore) con membranas de ultrafiltracién (Ultracel YM-10, Millipore), por 3

horas.

2.7.2 Cromatografia de filtracion en gel

El extracto crudo se cargd en una columna HiPrep 16/60 Sephacryl S-100 HR
(Amersham Bioscience); conectada a un Fast Protein Liquid Chromatrography
system (AKTA FPLC UPC-900, Amersham Pharmacia Biotech), la proteina se
eluyé en buffer 0.5 M Na;HPO4, 0.15 M NaCl, a un pH de 7.2 con un flujo de 1

ml/min y se colectd en fracciones de 3 ml.

Las fracciones se analizaron por SDS-PAGE, utilizando geles de poliacrilamida
al 12.5% tenidos con Sypro-Ruby (Molecular Probes). Se concentraron las
fracciones y se resuspendieron en 10 mM de Tris-HCI pH 5.5. La concentracién
de la proteina (Anexo 9) se determiné por el método de Lowry (Lowry et al.,

1951).
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2.8 Ensayo enzimatico

El ensayo enzimatico se realizd por el método de Kagi y Vallee, (1960) que
consiste en el monitoreo del cambio de absorbancia dependiente de la
reduccion del cofactor NAD® a NADH a 340 nm para ello se utilizd un
espectrofotometro Cary Bio 50 (Varian), con un porta celda de temperatura
controlada, y el software Kinetics v3 (Varian). La reaccion se consistio en 1 ml
de mezcla con 100 mM de Tris-HCI pH 5, 1 mM de NAD*, 0.5 mM de Zinc
(ZnS0O4) y 0.7 M de etanol. Se calculé la actividad especifica a través de la
comparacién de pendientes entre un blanco (compuesto por todas las
soluciones antes mencionadas excepto la enzima) y el ensayo de la proteina
purificada. Los parametros de cinética se calcularon a partir de la ecuacion de

Michaelis-Menten utilizando el software KaleidaGraph v4.0 (Synergy Software).

2.8.1 Determinacion de temperatura pH 6ptimos y termoestabilidad

La temperatura 6ptima se determiné en presencia de 100 mM Tris-HCL, pH 5
por la reaccidn de oxidacion de etanol al monitorear la actividad de la enzima
por conversion del cofactor reducido (NADH), en un rango de temperatura de
25 a 90°C. El pH 6ptimo se determiné al monitorear la actividad enzimatica con
la temperatura 6ptima con un rango de pH 2 a 8. La termoestabilidad de la
enzima ADH1316 se determind midiendo la actividad residual (oxidacion de
etanol, con el ensayo estandar) después de incubar la enzima a 90°C durante

tres horas.
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3. Resultados y discusion

3.1 Analisis de secuencia

De la base de datos de la secuenciacion del genoma de Thermoplasma
acidophilum, se identificaron dos marcos de lectura (ORF) cuyas secuencias
presentan homologia con la alcohol deshidrogenasa (ADH) denominados
Ta0841 y Tal316. Se realizé un analisis comparativo de las secuencias de
aminoacidos contra otras ADHs filogenéticamente cercanas (Figura 1). El
analisis muestra una identidad de 50% entre Ta0841 y Ta1316, pero varia de
24-75% cuando son comparadas contra otras ADHs. Los sitios candnicos de
union a NAD y de union a zinc se muestran en la Figura 1. Las secuencias
analizadas conservan el sitio de union a NAD (G-(X)-G-X-(X)-G (Kalberg y
Persson, 2006) a lo largo de la posicion 171-177. Excepto por la segunda
Glicina en Ta0841 sustituida por una Serina (S-173). Los sitios de unién a zinc
tanto cataliticos como estructurales estan conservados en la secuencia de
Ta1316, no asi en Ta0841, en la que ninguno de los sitios cataliticos de unién a
zinc (Cys38, His60 y Cys146) estan conservados. Ademas de estos, uno de los
sitios estructurales de zinc (Cys90) también es diferente; estos cambios en la
secuencia podrian estar influenciando la actividad de la enzima, como Bogin y
colaboradores (1997) observaron; al mutar los tres sitios cataliticos de zinc
(Cys37, His59 y Asp150) en la ADH de Termoanaerobium brokii la actividad de
la enzima era nula. Por sus caracteristicas de secuencia Ta0841 ADH puede
clasificarse filogenéticamente dentro de las ADH de cadena media dependiente

de NAD(P)*. Basado en las caracteristicas de la secuencia de Ta1316 ADH
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también se logro clasificar dentro de las ADH de cadena media dependiente de

NAD" y de zinc.
*
Tal3lé_ADH  ------- MEAALLEKLN--QPLSIVDREIPEPGENEVVIKQDYAGLCYRDILSATGFFP- 50
Tv_ADH = ------- MEAAILKKIN--EPVSIDDVDIFDPAENEVLIKQEYAGVCYRDLLAATGFFF- 50
Ss_ ADH =  ------- XRAVRLVEIG--KPLSLQEIGVPKPKGPQVLIKVEAAGVCHSDVHXRQGRFGN 51
Ta084 l_ADH ——————— MKAALVYEPLGNENLRIEDVDDPKVLDGQVLIEVRKAGLNPVDYNTINGKIVY 53
HL ADH MSAEVIKCKARVAWEAG--KPVSIEEVEVAPPKAHEVRIKIIATAVCHTDAYTLSGADP- 57
. & o
Tal3lé_ADH  =------- RIQLPIIPGHEIGGTVVKTGSEVRNFHVGDHVASLIYIPCGKCEYCRSGNENL 103
Tv_ADH = =------- RIALPMIQGHEIGGTVVKVGDKVEAFRPGDKVSSLIYIPCGKCEFCRSGNENL 103
Ss_ADH LEIVEDLGVELPVTLGHEIAGKIEEVGDEVVGY SKGDLVAVNPWOGEGNCYYCRIGEEHL 111
Ta0B841 ADH B —wimmiain LNPLPHIPGTEVYGVVAQD- - - SGNFEKKGDRVVVYNRVFDGTCDQCISGNEHL 104
HL_ADH = =  =====--- EGSFPVILGHEGAGIVESVGEGVTKLKAGDTVIPLYIPQCGECKFCLNPQTNL 110
Tal3lé_ADH CP---YEKESIGEEVQGG------------------ FREYVNVPEISLISAPKEVDTRYLP 142
Tv_ADH CP---YEESLGEEVQGEG---~---===-=====-~~-- FROYVNIPEISLVKAPNNVDGASLS 142
Ss_ADH CD---SPRWLGINFDGA================== YAEYVIVPHYKYXYKLRRLNAVEAA 150
Ta0841 ADH CT---AGGIWGVVSHGG~-~-~-~-~-~---~--------~ YAQEVAVPEKNVFRELPENVS-DEMA 142
HL_ADH CQKIRTTQGKGLMPDGTSRFTCEKGKTILHYMGTSTFSEYTVVADISVAKIDPLAPLDEVC 170

*
Tal3lé_ADH IASCVIGMIYHALFKLAKVKEGQRVLITGAGGGVGSNAVOMAKAFG-ATVIAETTSESKK 201

Tv_ADH LAACVTGMLYHALKRMGKAGEGKKVLITGAGGGVGIHAVEMAKAFG-ATVIAETTSPEKL 201
Ss_ADH PLTCS-GITTYRAVRKASLDPTKTLLVVGAGGGLGTXAVQIAKAVSGATIIGVDVREEAV 209
Ta0841_ ADH ASIGVAALTSFRALRLAGCAPGKSVLIFGASGNTGMFSVQOMASMMG- - - - - CDVYAVSEK 197
HL_ADH LLGCGVSTGYGAAVNTAKVEPGSTCAIFGLGG -VGLAVIMGCKVAGASRIIGVDINKDKF 229
Tal3le_ADH EMLEKIGADYIVDGN- -GK-FNEDVKKIGGADIVLECVGIHTFERSL----- SLNNGGEKM 253
Tv_ADH DLLEKIGADYIVDGN- -SK-FNEDVKKLGGADIVLECVGIYTFERSL- - - -RSLNNGGKM 254
Ss_ADH EAAKRAGADYVINAS- -MOQDPLAEIRRITESKGVDAVIDLNNSEKTLSVYPKALAKQGKY 267
Ta0841 ADH DWIEEFGATEVFE-------- ADEIPDSMKFDIVVNPLGTLFWKESL- - - -KHLGIRGSL 245
HL ADH AKAKEFGASECINPQDFSKPIQEVLIEMTDGGVDYSFECIGNVKVMRARLEACHEGWGVS 289
Tal3le_ADH IVIGNIKPDPVNLPLGLIILKGNTIRGSISSTREKDVSDALKMVAEN----- - IKPVIGSE 308
Tv_ADH VIIGNVKPDPVSLPLGLIILKGNTIRGSISSTKKDVEEALNMVSKGM-- - - - IKPIVGKE 308
Ss_ADH VXVGLFGAD-LHYHAPLITLSEIQFVGSLVGNQSDFLGIXRLAEAGK--- - - VEPXITKT 321
Ta0841_ADH VIFGIFTGREGSIDIADLYTGERRILGSTGGTRSDLRDLLEFMKMHD- - - - - LRVKISREE 300
HL_ADH VVVGVAASGEEIATRPFQLVTGRTWKGTAFGCGWKSVESIPKLVSEYMSKKIKVDEFVTHS 349
Tal3lé6_ADH ---DRINEAMEMMKNKQT- - -GR--IKFS------- 328

Tv_ADH IDISQINEAYKLMKDKKS- -SGRIMIKF-------- 335

Ss_ADH XKLEEANEAIDNLENFKA--IGRQVLIP-------- 347

Ta0841 ADH FKLTEMQDALKFYNEDHDGREGRVLIKFILISMRVS 336

HL_ADH LSFDQINEAFELMHAGKS---IRTVVKL-------- 374

Figura 1. Alineamiento con el programa ClustalW de las secuencias de ADH
mostrando los sitios de unién a zinc y a NAD. En negrita y resaltado con * se
muestran los residuos involucrados en los sitios cataliticos de unioén a zinc; con | se
muestran los residuos estructurales de unién a zinc; y subrayado se muestra el sitio
de wunion a NAD. Ta1316_ADH, Thermoplasma acidophilum; Tv_ADH,
Thermoplasma volcanium; Ss_ADH, Sulfolobus solfataricus; Ta0841 ADH,
Thermoplasma acidophilum; y HL_ADH, Horse Liver ADH.
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3.2 Clonacion y expresion de Ta0841 y Ta1316

El marco de lectura (ORF) de Ta0841 comprende 1011 pb y codifica una
proteina de 336 aminoacidos. El ORF de Ta1316 comprende 987 pb y codifica
una proteina de 328 aminoacidos. En la Figura 2A se observan los fragmentos
nucleotidicos del tamano esperado (aproximadamente 1000 pb) en pares de

bases para cada uno de los genes amplificados.

pb

1000 1000 —

Figura 2. A) Amplificacion por PCR de los genes Ta0841 y Tal1316 de
Thermoplasma acidophilum. Carril 1) marcador de longitud 1 kbp; carril 2) Ta1316
(987 pb); carril 3) Ta0841 (1011 pb). B) Analisis por restriccion de clonas. Carril 1)
marcador de longitud 1 kbp; carril 2) control (-) pET28a+; carril 3) clona positiva
para la construccion pET28+Ta1316; carril 4) clona positiva para la construccién
pET28+Ta0841.

El vector de expresion seleccionado fue pET28a+, por ser en conjunto con E.

coli (BL21pLysS) un excelente sistema para la expresion de proteinas

recombinantes. A la construccion disefada se adicioné una secuencia que

codifica para 6 histidinas (tag) en la region C-terminal. En la figura 2B se

muestra el analisis de restriccion de una clona positiva de cada una de las
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construcciones. Se observa que el tamafo de los insertos liberados
corresponde al tamafo esperado (aproximadamente 1000 pb).

Los analisis de secuenciaciéon de los productos de PCR clonados en el vector
de expresion (pET28a+) corroboraron que las secuencias conservan el 100%
de identidad con las secuencias de los ORF reportadas en la base de datos

(NCBI).

3.3 Expresion de las proteinas recombinantes

Al determinar las condiciones O6ptimas de expresion se obtuvo que la
temperatura 6ptima de crecimiento es 37°C y 8 horas de cultivo después de la
induccién con IPTG con una densidad optica de 0.6.

En las figuras 3A y B se muestra el andlisis en geles de acrilamida de los
ensayos de expresion. En ellos se observa la acumulacién progresiva de las
proteinas recombinantes conforme avanza el tiempo de muestreo. El peso
molecular calculado de las proteinas es de 36.48 kDa para Ta0841 ADH y de
36.01 kDa para Ta1316 ADH.

Se obtuvo una expresion como se muestra en la figura 3A y B, al obtener una
banda mayoritaria correspondiente al tamafio teéricamente calculado (36 kDa)
para los dos casos. Por analisis densitométricos obtuvimos que la produccion
del extracto total de Ta0841 ADH fue aproximadamente 45% y de Ta1316 ADH
fue de 51%. La cantidad de proteina producida fue de 13.18 mg/L para Ta0841

y de 12.45 mg/L para Ta1316.
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Figura 3. Ensayos de expresiéon de: A) Ta0841 ADH. Carril 1) marcador de peso
molecular; carril 2) previo a induccion; 3) 2 hrs. de induccién; carril 4) 4 hrs. de
induccién; carril 5) 8 hrs. de induccién; carril 6) 12 hrs. de induccion. B) Ta1316
ADH. Carril 1) marcador de peso molecular; carril 2) previo a induccion; 3) 2 hrs. de
induccion; carril 4) 4 hrs. de induccion; carril 5) 8 hrs. de induccion; carril 6) 12 hrs.
de induccion.

3.4 Purificacion

Las fracciones de las proteinas purificadas se confirmaron en geles de
acrilamida desnaturalizantes al 12.5%. A pesar de que se logré estandarizar la
purificacion con el método de cromatografia de afinidad a niquel, solo fue
posible aislar la proteina Ta0841 ADH por este método. Se obtuvo por
consiguiente un 95% de pureza, y se recupero un total de 2.7 mg/ml (Figura
4A).

La purificacién de Ta1316 ADH se realizé por columna de filtracion por gel. De
esta manera logramos obtener 1.5 mg/ml con un porcentaje de pureza del 97%
(Figura 4B).

Con los dos métodos utilizados se logré la purificacion eficiente de ambas

proteinas recombinantes.
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Figura 4. (A) Purificacion por cromatografia de afinidad de la proteina recombinante
Ta0841 ADH. Carril 1) Marcador de peso molecular; carril 2) proteina Ta0841 ADH
purificada. (B) Purificacién por cromatografia de filtracion en gel de Ta1316 ADH.
Carril 1) marcador de peso molecular; carril 2) proteina Ta1316 ADH purificada.

3.5 Analisis por electroforesis

En el analisis por electroforesis desnaturalizante observamos el estado
monomeérico de ambas proteinas (Ta0841 y Ta1316 ADHs), se muestran
bandas con un peso aproximado de 38 kDa, debido a la presencia de las 6
histidinas (His-Tag) en la regién C-terminal de las proteinas (Figura 4 Ay B).

Al analizar por electroforesis nativa se observa una banda de tamafio molecular
de aproximadamente 140 kDa (Figura 5) lo que sugiere que las proteinas
recombinantes tienen un estado conformacional homotetramérico. Esta
tendencia a formar oligbmeros se ha observado ya en otras ADHs
termoestables (e.g. AdhA de Picrophilus torridus) (Hess y Antranikian, 2008).
Algunos estudios proveen evidencia de que el estado oligomérico es un

mecanismo eficiente para estabilizar proteinas que se encuentran bajo
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condiciones hostiles como altas temperaturas (Villeret et al., 1998) o altas

concentraciones de solutos (Ceci et al., 2005).

2 kDa 4

kDa
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- e 140

66 —

Ta0841 Ta1316

Figura 5. Gel de electroforesis nativo de las proteinas recombinantes Ta0841 vy
Ta1316 ADHs purificadas. Carril 1) y 3) marcador de peso molecular; carril 2)
Ta0841 ADH; carril 3) Ta1316 ADH.

3.6 Western blot
Se confirmd que las proteinas expresadas fueran ADHs mediante la deteccién
por Western blot contra-ADH, se observo reaccion cruzada con las proteinas

recombinantes (Figura 6).

Figura 6. Analisis por Western blot de las proteinas recombinantes; carril 1) control
positivo ADH de Saccharomyces cerevisiae; carril 2) Ta1316 ADH; carril 3) Ta0841 ADH.
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3.7 Zimogramas

Se analiz6 la actividad enzimatica de las proteinas Ta0841 ADH y Ta1316 ADH
por medio de zimogramas en geles nativos de acrilamida.

Ta0841 ADH no presentd actividad, en contraste, se detecté actividad en la
banda correspondiente al homotetramero (140 kDa) de Ta1316 (Figura 7). Con
estos resultados se confirmé que la conformacién activa homotetramérica de la

proteina Ta1316 es de naturaleza alcohol deshidrogenasa.

Figura 7. Zimograma; carril 1) control positivo ADH de Saccharomyces cerevisiae;
carril 2) Ta0841 ADH; carril 3) Ta1316 ADH.

3.8 Caracterizacion enzimatica

Se analizaron las condiciones 6ptimas (temperatura y pH) para la actividad de
las proteinas recombinantes, asi como su afinidad por los cofactores NAD" y
NADP®, diferentes sustratos (alcoholes), influencia de iones Zinc** 'y

termoestabilidad.

62



La actividad enzimatica se analizé utilizando tanto extractos totales como las
proteinas purificadas.

No se detectd actividad para la proteina Ta0841. Es importante mencionar que
los ensayos enzimaticos para esta se realizaron en presencia de ambos
cofactores NAD y NADP, en presencia y ausencia de zinc y los diferentes
sustratos; como se discutié antes, la ausencia de actividad de Ta0841 podria
estar dada por los cambios de aminoacidos de los sitios cataliticos vy
estructurales de zinc (Figura 1). Cabe mencionar que la naturaleza de Ta0841
queda aun por ser determinada, en su posible participacion en el proceso
enzimatico inverso (acetaldehido < etanol).

Asi se enfoco al estudio de Ta1316. Encontramos que para Ta1316, el cofactor
preferido es NAD" contra NADP®. La proteina recombinante muestra una
actividad maxima a una temperatura de 75°C. Al incrementar la temperatura a
80, 85 y 90°C la enzima muestra un ligero decremento de actividad de 25 %
(Figura 8).

Los estudios dependientes de temperatura muestran que, Ta1316 ADH posee
actividad enzimatica en un rango de 65 a 90°C, y maxima actividad a 75°C
propio de enzimas provenientes de organismos termofilicos. La conservacion
del 80% de actividad a 90°C es de interés pues potencialmente podria ser un
buen candidato en los procesos de biocatdlisis en la industria (Rella et al.,
1987).

Como otras enzimas termdfilas Ta1316 presenta actividad maxima a
temperaturas por encima de la temperatura de crecimiento del microorganismo
del cual proviene. Esta caracteristica ha sido observada en varias ADH

termofilicas ya caracterizadas (Tabla 2): las ADHs de Sulfolobus solfataricus y
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Sulfolobus sp (Cannio et al., 1996), cuya temperatura 6ptima es de 78°C; la
ADH de Rhodococcus erythropolis (Abokitse y Hummel, 2003), con actividad
maxima a 50°C; y la ADH de Picrophilus torridus (Hess y Antranikian, 2008)
que presenta una temperatura 6ptima de 83°C. Ta1316 presenta resistencia a
altas temperaturas (termoestabilidad); se observé que al elevar la temperatura

de reaccién (90°C) mantiene cerca del 80% de actividad.
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Figura 8. Dependencia a la temperatura de Ta1316 ADH.

Otra caracteristica que la hace interesante, es que la actividad enzimatica
maxima de ADH Ta1316 es a pH de 5.0, y tiende a la inactivaciéon cuando es
incubada en soluciones con pHs basicos (Figura 9).

Esto se ha documentado para la mayoria de las proteinas estudiadas de T.
acidophilum. El pH del citosol en T. acidophilum es de 5.5 (Hsung y Haug,
1975) y las proteinas hasta ahora estudiadas presentan actividad cerca de ese
pH (e.g. VAT, TAA43) (Pamnani et al., 1997; Santos et al.,, 2004). Es
importante hacer notar que las enzimas ADH antes descritas presentan

actividad en rangos mas basicos (pH 10, 6 y 8 respectivamente, (Tabla 2).
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De manera sorprendente, la ADH de Picrophilus torridus (uno de los
organismos mas acidofilicos, crecimiento celular a pH 0.7), solo mantiene 10%

de actividad en un rango de pH 3-6.

Tabla 2. Caracteristicas bioquimicas de ADHs de origen diferente

Actividad pH T°C Kwm Vmax

Origen especifica  6ptimo  éptima mM mMs™ Conformacioén
Umg™

T. acidophilum? 628.7 5.0 75 5.7 4.3x10"  Tetramero
(Ta1316 ADH)
P. torridus *" 225.0 8.0 83 0.056 ND Dodecamero
S. solfataricus®? 10.1 10.0 78 0.260 ND Tetramero
S. sp (RC3)*? 2.88 10.0 78 0.0172 ND Tetramero
N. pharaonis® * ND 9.0 70 1.3 2.7x10° ND
R. erythropolis® * 846 6.0 50 ND ND ND
Z. mobilis ADHI>® 93 9.5 37 4.8 ND ND
Z. mobilis ADHII”® 470 6.5 37 1.3 ND ND
Higado de caballo®® ND 6.1 37 118 ND Dimero

2Archaea; ° Bacteria; °Eukarya; ND, No determinado;’(Hess y Antranikian, 2008), *(Cannio et
al., 1996), 3(Cao et al., 2008), *(Abokitse y Hummel, 2003), ’(Neale et al., 1986), °(Andersson y
Mosbach, 1982; Pietruszko, 1982).
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Figura 9. Determinacion de pH éptimo de Ta1316.

La actividad especifica obtenida a temperatura y pH 6ptimos fue de 628.7

U/mg. En la tabla 3 se muestra el rendimiento y actividad especifica de Ta1316
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comparada contra ADHSs filogenéticamente cercanas ya caracterizadas y en la

tabla 3 su actividad en extractos totales y proteina pura.

Tabla 3. Rendimiento y actividad alcohol deshidrogenasa de Ta1316 ADH

Muestra Proteina total Actividad total Actividad especifica
mg/ml U/ml U/mg

Extracto total 52 297 17.6

Proteina purificada 1.5 943 628.7

La ADH Ta1316 muestra termoestabilidad (Figura 10). Después de incubarla a
90°C por un periodo de 180 minutos la actividad disminuye a niveles no
detectables gradualmente. Después de 50 minutos de incubacion, conserva
aun 50% de actividad residual. En otros ensayos la actividad de la enzima solo

disminuye 15% después de permanecer 24 horas a temperatura ambiente.

100 ~
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40 A

Actividad relativa (%)

20 4

0 50 100 150 200

Tiempo (min)

Figura 10. Termoestabilidad de Ta1316 a 90°C

La enzima presenta afinidad especifica para el etanol como sustrato. Con otros
sustratos como 2-propanol y 1-butanol, conserva cerca del 70% de su
actividad, mientras que con otros sustratos como metanol, 1-pentanol y 1-

hexanol, baja mas del 50% su actividad (Tabla 4).
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Tabla 4. Actividad oxidativa de Ta1316 ADH
con diferentes sustratos.

Sustrato Actividad relativa
%
Etanol 100
2-propanol 73.56
1-butanol 67.7
Metanol 49.9
1-pentanol 19.1
1-hexanol 15.3
2-pentanol 5.7

Se analiz6 la dependencia de metales para la actividad de Ta1316 (Tabla 5).
Se observé que solamente el zinc influyé en la actividad contra otros iones
divalentes (e.g. Mg?*). Una concentracion de 0.5 mM de Zn?* fue necesaria
para alcanzar una actividad maxima y concentraciones mas altas (hasta 2 mM)
produjeron inhibicion. De manera similar la ADH de Nantronomonas pharaonis
(Cao et al., 2008), concentraciones arriba de 0.5 mM de zinc®* producen

inhibicion de la actividad catalitica de la enzima en la reaccidon de oxidaciéon de

etanol.

Tabla 5. Efecto de iones Zn** sobre la
actividad de Ta1316

mM Zn% Actividad
relativa
%

0 25
0.5 100
1.0 65
1.5 46
2.0 12
3.0 5
4.0 2
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Se calcularon los parametros cinéticos en base a las condiciones de actividad
enzimatica optima (sustrato, etanol; cofactor, NAD"; temperatura, 75°C; y pH
5.0, Figura 11). Los valores de las constantes cinéticas Ky y Vimax, fueron de
5.7x102 My de 4.3x10* mM s™ respectivamente, con una ke de 7.6 s™' y una

eficiencia catalitica (keat/Km) de 133 s M™.

05— _

Vo

0® L L

1
0 0.5 1 1,5 2 2,5
[Ethanol] (M)

Figura 11. Representacidon de datos cinéticos de Ta1316 de Michaelis-
Menten donde se muestra V, (rangos iniciales de reaccién mM s™)
contra concentracion de etanol, para determinar los parametros
cinéticos Ky Y Vimax. (R?=0.947)

Estos resultados confirman que la proteina recombinante Ta1316 ADH es una
enzima alcohol deshidrogenasa, termoresistente en el proceso de biocatalisis
de etanol a acetaldehido.

Este trabajo experimental fue aceptado para su publicacion en la revista

Molecular Biotechnology. DOI 10.1007/s12033-008-9130-z.
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Abstract Analysis of the Thermoplasma acidophilum
DSM 1728 genome identified two putative alcohol dehy-
drogenase (ADH) open reading frames showing 50.4%
identity against each other. The corresponding genes
Ta0841 and Tal316 encode proteins of 336 and 328 amino
acids with molecular masses of 36.48 and 36.01 kDa,
respectively. The genes were expressed in Escherichia coli
and the recombinant enzymes were functionally assessed
for activity. Throughout the study only Tal316 ADH
resulted active in the oxidative reaction in the pH range 2—
8 (optimal pH 5.0) and temperatures from 25 to 90°C
(optimal 75°C). This ADH catalyzes the oxidation of
several alcohols such as ethanol, methanol, 2-propanol,
butanol, and pentanol during the reduction of the cofactor
NAD™. The highest activity was found in the presence of
ethanol producing optically pure acetaldehyde. The specific
enzyme activity of the purified Tal316 ADH with ethanol
as a substrate in the optimal conditions was 628.7 U/mg.
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Introduction

Thermoacidophilic organisms are a promising source of
enzymes that possess unique features to survive in extreme
conditions with the advantage of having a great potential in
biotechnological applications. Moreover, the elucidation of
key mechanisms of action, regulatory, and evolutionary
events of this type of enzymes is currently under extensive
investigation.

Thermoplasma acidophilum is a thermo-acidophilic
microorganism that belongs to the kingdom archaea [1, 2]
and grows at a strict temperature of 58 to 60°C and pH 1.5-
2.0 [3]. Due to its characteristics 7. acidophilum has been
used as a model for studying the key mechanisms of action
of orthologous proteins present in higher organisms as well
as studies focused on potentially stable enzymes for
industrial processes. Annotation of the sequenced genome
of T. acidophilum [4] revealed two potential alcohol
dehydrogenases (ADHs) open reading frames (orfs):
Ta0841 and Tal316 (NCBI accession numbers: NP344301
and CAC12437).

ADHs are enzymes widely distributed in nature and they
function in an important number of mechanisms such as
detoxification and metabolism of ethanol and other alco-
hols and the catalysis of the cofactor-dependent oxidation
for primary and secondary alcohols to their corresponding
aldehydes and ketones [5]. Based on cofactor specificity
they are classified as: (1) nicotin adenine dinucleotide
[NAD (P)], (2) pyrrolo-quinoline quinone, (3) heme or
cofactor F4yg, and (4) flavin adenine dinucleotide. The
NAD"*-dependent ADHs are subsequently subdivided
into three groups: zinc dependent, short chain, and iron
activated [6, 7]. The biotechnological significance of
looking for stable ADHs is mainly due to their participation
in the stereo specific organic synthesis [8, 9] in food,
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4. Conclusiones

Ta0841 ADH no mostré actividad con los ensayos de oxidacion de
sustrato realizados, es probable que sea debido a los cambios de
aminoacidos que presenta en los sitios de union a zinc, observado en
otras ADHs descritas. A pesar de sus caracteristicas de secuencia no se
puede clasificar como una ADH-NAD(P)-Zn?* dependiente.

Ta1316 ADH mostré actividad maxima en presencia de etanol y NAD",
con una temperatura 6ptima de 75°Cy pH de 5.0.

Estas caracteristicas clasifican a Ta1316 ADH como una enzima alcohol
deshidrogenasa de cadena media dependiente de zinc.

La ADH Ta1316 es termoestable (90°C). Retiene 50% de su actividad a
lo largo de 50 minutos, lo que la convierte en un potencial candidato

para procesos de biocatalisis.
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5. Perspectivas

e Determinar la naturaleza enzimatica de Ta0841 a través de la posible

participacion en vias metabdlicas alternas.

e Analizar la reaccion de conversion reversa (acetaldehido < etanol) para

ambas ADHs y comparar los parametros cinéticos, y la determinacion

especifica de la reaccion que realiza en T. acidophilum.
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V. ANEXOS

Anexo

1

Protocolo de limpieza de producto de PCR

Kit Wizard SV Clean-Up System

Adicionar un volumen igual al volumen del producto de PCR de
Membrane Binding Solution.

Colocar la columna en un tubo colector de 2ml, utilizar una columna para
cada reaccion de PCR.

Transferir el producto preparado de producto de PCR a la columna, e
incubar por 1 minuto a temperatura ambiente.

Centrifugar por un minuto a 13000 rpm. Remover la columna y descartar
el liquido filtrado, regresar la columna al tubo colector.

Lavar la columna adicionando 700ul de la Membrana Wash Solution,
previamente diluida con etanol al 95%. Centrifugar durante 1 minuto a
13000 rpm, descartar el liquido filtrado. Repetir el lavado con 500ul de la
solucion y centrifugar durante 5 minutos a 13000 rpm.

Remover la columna del tubo colector, con cuidado de q no toque el
liquido filtrado, descartar el liquido y volver a ensamblar, centrifugar
durante 1 minuto a 13000 rpm, para eliminar el resto de etanol.

Con cuidado transferir la columna a un tubo ependorf de 1.5ml limpio.

Adicionar 50yl de agua libre de nucleasas directamente al centro de la
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membrana sin que la punta de la pipeta toque la membrana, Incubar a
temperatura ambiente por 1 minuto. Centrifugar por 1 minuto a 13000
rpm.

e Descartar la columna y utilizar el DNA o almacenar a -20°C.

Anexo 2

Geles de agarosa al 1%

Agarosa 0.49g

Buffer TAE 1X 40 ml

Bromuro de etidio 100 mg/ml

Bromuro de etidio 100 mg
Agua destilada 100 mi
Anexo 3

Células competentes

Método de RbCl
e Crecer un preinoculo de 5 ml toda la noche

¢ Inocular 50 ml de medio LB con la cantidad suficiente para alcanzar una

densidad 6ptica (OD) de 0.2.

84



e Incubar a 37°C durante tres horas, durante las cuales monitorear que la
OD llegue a 0.6.

e Reposar en hielo durante 30 min.

e Cosechar las células por centrifugaciéon a 7000 rpm por 10 min a 4°C.

¢ Resuspender el pellet con soluciéon RF1

e Incubar 30 min en hielo

e Centrifugar por 10 min a 7000 rpm a 4°C.

o Resuspender el pellet en 600 — 1000 ul de solucion RF2.

e Alicuotar 100 pl en tubos ependorf, utilizar o almacenar a -70°C.

Soluciones

KAC 1M pH 7.5 10 ml
Acetato de potasio 0.98 g
Agua destilada 10.0 g

Ajustar el pH con acido acético y esterilizar por filtracién

RF1 200ml
RbCl 24 ¢
MnCl;H,0 1.98 g
CaCl; 0.30 g
Glicerol 30.0 ml
KAC 1M pH 7.5 6.0 ml
Agua destilada c.b.p.

Esterilizar en autoclave y adicionar los 6 ml de KAC.

MOPS 0.5 M pH 6.8 5 ml
MOPS 0.052 g
Agua destilada 5.0 ml

Ajustar el pH con NaOH y esterilizar por filtracion

RF2 200ml
RbCl 0.24 g
CaCl, 22 g
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Glicerol 30.0 ml
MOPS 0.5M pH 6.8 4.0 ml

Esterilizar en autoclave y agregar 4 ml de MOPS

Anexo 4

Composicion de medio LB (Luria bertani, Invitrogen)

LB liquido

Bacto triptona 10 g/L
Cloruro de sodio 10 g/L
Extracto de levadura 5g/L
LB sdlido

Bacto triptona 10 g/L
Cloruro de sodio 10 g/L
Bacto agar 15 g/L
Extracto de levadura 5g/L

Antibiéticos
Solucion stock de kanamicina 50 mg/ml

Solucion stock de cloramfenicol 50 mg/ml

Anexo 5

Miniprep (QIAprep, Qiagen)

Crecer un peinoculo de las clonas seleccionadas en 4 ml de medio LB a
37°C toda la noche.

e Cosechar las células por centrifugacion.

e Resuspender el pellet en 250 ul de buffer P1

e Adicionar 200 pl de buffer P2 y mezclar por inversion.

e Adicionar 350 pl de buffer N3 y mezclar por inversion.
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e Centrifugar por 10 min a 13 000 rpm a 4°C

e Poner el sobrenadante en una columna.

e Centrifugar por 1 min a 13 000 rpm.

e Unir el DNA a la membrana con 500 ul de buffer PB y centrifugar por 1
min a 13 000 rpm.

e Lavar la columna con 750 ul de buffer PE y centrifugar por 1 min
descartar el liquido filtrado y centrifugar por 1 min.

e Eluir en un tubo limpio con 50 ul de buffer EB o agua destilada estéril,

incubar 1 min y centrifugar.

Anexo 6

Electroforesis de proteinas

SDS-PAGE

Buffer 1.5M Tris-HCI pH 8.8 100ml
Tris base 18.15¢
Agua destilada c.b.p.

Ajustar pH con HCL

Buffer 0.5M Tris-HCI pH 6.8 100ml
Tris base 6.0g
Agua destilada c.b.p.

Ajustar pH con HCI

SDS 10% 10 ml
SDS 19
Agua destilada c.b.p.
PSA 10% 1ml
Persulfato de amonio 01g
Agua destilada c.b.p.
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Buffer de corrida 40X 400 ml
Tris base 48.0¢
Glicina 30.0¢g
SDS 10% 160.0 ml
Agua destilada c.b.p.
Azul de Comassie 50 ml
Azul de Comassie 0.125¢g
Metanol 22.50 mi
Acido acético 22.50 ml
Agua destilada c.b.p.
Solucion de destenido 500 ml
Acido acético 25 ml
Metanol 250 ml
Agua destilada c.b.p.
Buffer de carga (Laemmli) 10 ml
Tris 1M pH 8.8 2.5 mi
Glicerol 2.8 ml
Azul de bromofenol 25.0 mg
SDS 2% 2.0 ml
Agua destilada c.b.p.
Gel de acrilamida gradiente 5.5 4% 20.0%
Agua destilada 1.65 ml 205 pl
Tris-HCI 1.5M pH 8.8 690 ul 690 pl
Acrilamida bis-acrilamida 30% 365 ul 1.815 ml
SDS 10% 27.5 ul 27.5 ul
PSA 9.2 ul 9.2 ul
TEMED 0.91 ul 1.83 ul
Gel de acrilamida separador 12.5%
Agua destilada 1.32 ml
Tris-HCI 1.5M pH 8.8 1.0 ml
Acrilamida bis-acrilamida 30% 1.6 ml
SDS 10% 40.0 pl
PSA 10 % 40.0 ul
TEMED 2.4 ul
Gel de acrilamida concentrador 4%
Agua destilada 600 pl
Tris-HCI 0.5M pH 6.8 252 ul
Acrilamida bis-acrilamida 30% 132 pl

88



SDS 10% 10 ul
PSA 10% 10 ul
TEMED 1l
Gel de acrilamida Nativo separador 10%
Agua destilada 1.89 ml
Tris-HCI 1.5M pH 8.8 1.0 mil
Acrilamida bis-acrilamida 30% 1.28 mi
EDTA 2mM 40 pl
PSA 10% 40 pl
TEMED 2.4 ul
Gel de acrilamida Nativo concentrador 4%
Agua destilada 600 pl
Tris-HCI 0.5M pH 6.8 252 pl
Acrilamida bis-acrilamida 30% 132 pl
EDTA 2mM 10 pl
PSA 10 ul
TEMED 1 ul
Anexo 7

Western blot

Soluciones

Buffer Towbin (Transferencia)

11

Tris-base 48 mM 58¢
Glicina 39 mM 29g
Metanol 20% 200 ml
SDS 0.037% (SDS 10%) 3.7 ml
Rojo de Ponceau 10 ml
Ponceau xilidina 0.05¢
Acido acético glacial 500 pl
Agua grado MQ c.b.p.
PBS 20X pH 7.5 500 ml
NaCl 81.81¢
NaH2 PO4 : Hzo 3.86 g
NayH PO4 10.22 g
Agua MQ c.b.p.
Solucién de bloqueo 30 ml
Leche Svelty 5% 1.25¢
PBS 1X 30 mi
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Solucién de lavado 30 ml
PBS 1X 30 ml
Solucidén anticuerpo primario 1:1000 30 ml
PBS 1X 30 ml
BSA 1% 03g
Anticuerpo (Anti-ADH) 30 ul
Solucién Anticuerpo secundario 1:10,000 20 ml
PBS 1X 20 ml
BSA 1% 0.2¢g
Anticuerpo 2 ul
Buffer AP 100 ml
Tris-base 1219
NaCl 0.58 ¢
Agua MQ c.b.p.
Solucién de revelado 15 ml
Buffer AP 15 ml
NBT 50 mg/mL 66 ul
BCIP 50 mg/ml 33 pl
Protocolo

e Correr 50 pg de proteina en un gel de 12.5% de poliacrilamida

desnaturalizante, por duplicado. Uno tefir con Comassie.

e Transferencia:

- Humedecer la membrana de nitrocelulosa y papel filtro con buffer

Towbin.

- Equilibrar el gel por 15 minutos en buffer Towbin.

- Clocar el papel filtro humedecido en la placa (anodo) de la

camara de transferencia, evitando la formacion de burbujas.

- Colocar la membrana sobre el papel filtro.

- Encima colocar el gel, eliminando todas las burbujas que se

formen.
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- Colocar encima papel filtro humedecido.
- Colocar la tapa del catodo, cerrar y conectar.

- Correr por 30 minutos a 10 volts.

e Tedir con rojo de Ponceau, para visualizar la transferencia de las
proteinas y el marcador de peso molecular (marcar y cortar). Lavar la
membrana hasta eliminar todo el colorante.

e Lavar la membrana con PBS 1X.

e Incubar la membrana con solucién de bloqueo por toda la noche a
temperatura ambiente en agitacion constante.

e Lavar la membrana con PBS 1X, por 2 veces durante 5 minutos cada
vez.

e Incubar la membrana con la solucion del anticuerpo primario a 4°C en
agitacion constante.

e Lavar la membrana por 4-5 veces durante 5 minutos cada vez con
solucion de lavado.

e Incubar la membrana con la solucion del anticuerpo secundario durante
1 hora a temperatura ambiente con agitacion constante.

e Lavar la membrana con solucion de lavado por 4-5 veces durante 5
minutos por vez.

e Revelar la reaccion con la soluciéon de revelado. El desarrollo de la
reaccion puede llevar de 5-20 minutos.

e Detener la reaccion con agua destilada y dejar secar la membrana.

Anexo 8
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Purificacion por cromatografia de afinidad

(Ni-NTA, Invitrogen)

Protocolo en condiciones nativas:
Preparacion de lisados celulares

e Cosechar las células del cultivo de la expresion por centrifugacion.
Resuspender las células en native binding buffer.

e Adicional 20 mg/ml de lisozima e incubar en hielo por 30 minutos.

e Sonicar la muestra sobre una cama de hielo. Dar pulsos de alta
intensidad en periodos de 10 segundos con pausas de 10 segundos
entre cada pulso.

e Centrifugar el lisado a 7000 rpm por 15 minutos. Transferir el

sobrenadante a un tubo limpio.

Preparacion de la columna con la resina NI-NTA agarose

e Resuspender la resina en la botella

e Pipetear 2 ml de la resina y agregarla en una columna de 10 ml. Permitir
que la resina se asiente por gravedad y suavemente aspirar el
sobrenadante.

e Adicionar agua destilada estéril y resuspender la resina por inversion.

e Permitir que la resina se asiente y aspirar suavemente el sobrenadante,
repetir por dos lavados.

e Adicionar native binding buffer y resuspender la resina por inversion.
Permitir que la resina se asiente por gravedad a 4°C y aspirar el

sobrenadante.
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Protocolo de purificacion en condiciones nativas

Adicionar el lisado celular preparado en condiciones nativas.

Dejar unir con la resina por 30-60 minutos en agitacién y a 4°C.

Asentara la resina por gravedad y cuidadosamente aspirar el
sobrenadante y guardar este a 4°C.

Lavar con el native wash buffer 20mM de imidazol. Dejara asentar la
resina por gravedad a 4°C y aspirar el sobrenadate y repetir el lavado
con native wash buffer 50mM de imidazol.

Dar un lavado extra con native wash buffer 20mM de imidazol dejar
asentar la resina a 4°C y aspirar el sobrenadante.

Adicionar native elution buffer mezclar por inversién y colocar la columna
de manera vertical para permitir que la resina se asiente todo a 4°C.

Posteriormente eluir suavemente y colectar.

Buffers para TAA43:

Native binding buffer: 50 mM NaH,PQO4, 500 mM NaCl, 10 mM imidazole; pH 8.0

Native wash buffer: 50 mM NaH,PO4 500 mM NaCl, 20 mM imidazole; pH 8.0

Native wash buffer: 50 mM NaH,PO,4 500 mM NaCl, 50 mM imidazole; pH 8.0

Native elution buffer:50 mM NaH,PO4, 500 mM NaCl, 250 mM imidazole; pH 8.0

Buffers para Ta0841 ADH:

Native binding buffer: 50 mM NaH,PO4, 500 mM NaCl; pH 8.0

Native wash buffer: 50 mM NaH,PO,4 500 mM NacCl, 5 mM imidazole; pH 8.0
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Native wash buffer: 50 mM NaH,PO,4 500 mM NaCl, 10 mM imidazole; pH 8.0

Native elution buffer: 50 mM NaH,PO4, 500 mM NaCl, 50 mM imidazole; pH 8.0

Anexo 9

Cuantificacién de proteinas por el método de Lowry

Reactivos

Solucion Compuestos

A Sulfato cuprico penta-hidratado 0.5%

B Tartrato de sodio y potasio 1%

C Carbonato de sodio 2% en NaOH 0.1 N
1 ml Sol. A

E 1ml Sol. B
98 ml Sol. C

Folin Ciocalteu Dilucion 1:2 en agua destilada

Protocolo

e En tubos de ensaye de vidrio agregar:
Blanco: 1ml de agua destilada

Muestras: 975 pl de agua destilada
25 pul de la muestra (dilucion 1:40)

e Agregar 5 ml de reactivo E y dejar reposar por 10 minutos

e Agregar 500 pl de reactivo de Follin (1:2) mezclar y reposar por 30
minutos

e Leer absorbancias a una longitud de onda de 590 nm

e Calcular la concentracidon de acuerdo a la curva de estandar en uso.
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Anexo 10

Cuantificacién de proteinas por el método de GuHCI
(Hidrocloruro de guanidina)

Reactivos

Buffer pH 6.5

Guanidina-HCI 7.5M
Fosfato de sodio 0.025 M
Protocolo

e En una celda de cuarzo adicionar 950 ul de buffer pH 6.5
e Adicionar 50 pl de la proteina
o Mezclar perfectamente y leer a 280 nm
e Calcular la concentracion de la proteina con la ley de Lambert-Beer
C=A/¢l donde: C= Concentracion
A= Absorbancia 280 nm
e= Coeficiente de extincion molar de la proteina

I= Longitud de la celda

Coeficiente de extincidon molar de la albimina bovina
£= 52,165 M cm™
Coeficiente de extincion molar de TAA43

£=29,130 M cm™’
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Anexo 11

Soluciones para medir actividad ATPasa

Buffer de reaccion 5 mi
MES 50 mM pH 5.5 250 pl
MgCl, 10 mM 50 pl
L-Cysteina 2 mM 10 pl
ATP 1 mM 5ul
Reactivo de color 5 mi
Triton 1-X 2% 2 ul
Molibdato de amonio 4.2% en HCI 4N 10 ml
Verde malaquita 0.045% 30 ml

- Mezclar 3 vol. de la solucion de verde malaquita 0.045% con 1 volumen de
molibdato de amonio 4.2% y mezclar con barra magnética por 30 min.

- Filtrar la solucién por watman 0.45 ym. Poner la solucion en una botella de
vidrio pre-tratada con HCI 1N, proteger de la luz.

- Adicionar 2 yl de Triton 1-X 2%

-Guardar a 4°C. Solucion estable por una semana.

Citrato de sodio 34% 5ml
Citrato de sodio 179
Fosfato dibasico de potasio 0.4 mM 5ml
KH5PO4 0.272 mg
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