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Resumen

“Coexpresion de la Penicilino Acilasa y Chaperonas Moleculares en
Escherichia coli”

La penicilino acilasa (PA) hidroliza la penicilina G produciendo &cido fenilacético y
acido 6-aminopenicilanico, siendo este Ultimo precursor de varios antibidticos
semisintéticos. En el presente trabajo se evallo la co-expresion de chaperonas
moleculares para analizar el papel de estas en la expresion de la PA. Las
chaperonas estudiadas fueron: DnaK-DnaJ; GroEL-GroES; ClpB y DnaK-DnaJ-
GrpE-ClpB. Al utilizarse IPTG (25 pM) como inductor se presenté un aumento del
33.3% en la actividad de PA en el caso de DnaK-DnaJ; pero al expresarse GroEL-
GroES la actividad disminuyé un 70.8%; un 60.4% al expresarse ClpB y un 29.2%
en el caso de DnaK-DnaJ-GrpE-ClpB. Cuando solo se utilizé galactosa (5 g/l) hubo
un aumento del 2.4% en la actividad de PA cuando se expresé DnaK-DnaJ y 4.8%
para DnaK-DnaJ-GrpE-ClpB; mientras que disminuydé un 76.2% y 59.5% para el
caso de GroEL-GroES y CIpB respectivamente. Por lo que, de las chaperonas
evaluadas DnaK-DnaJ, al ser inducidas con IPTG, son las que mostraron un mejor
rendimiento en la actividad de PA, mientras que GroEL-GroES por otro lado
disminuye notablemente dicha actividad. Aun es necesario analizar el papel de
mas chaperonas especialmente las relacionadas con la via Tat y la via de
autotransporte, que se llevara a cabo utilizando el dominio 8 del autotransportador

MisL perteneciente a Salmonella enterica.

Palabras Clave: Penicilino Acilasa, Chaperonas, DnaK-DnaJ

Xiv



Abstract

"Coexpression of Penicillin Acylase and Molecular Chaperones in
Escherichia coli"

The penicillin acylase (PA) hydrolyzes penicillin G to produce phenylacetic acid
and 6-aminopenicillanic acid, which is a precursor of several semi-synthetic
antibiotics. We evaluated the co-expression of molecular chaperones to analyze
the role of these in the expression of PA. The chaperones studied were Dnak,
DnaJ, GroEL-GroES, ClpB and DnaK-DnaJ-GrpE-ClpB. When we used IPTG (25
pUM) as inducer it was shown an increase of 33.3% in the activity of PA in the
presence of DnaK-DnaJ, but in the presence of GroEL-GroES, ClpB and DnaK-
DnaJ-GrpE-ClpB the activity decreased 70.8%, 60.4% and 29.2%, respectively.
When we used galactose only (5 g/l) there was an increase of 2.4% and 4.8% in
the PA activity when DnaK-DnaJ and DnaK-DnaJ-GRPE-CIpB were over-
expressed, respectively. But in the presence of ClpB and GroEL-GroES the activity
of PA decreased 76.2% and 59.5%, respectively. Therefore, DnaK-DnaJ over-
expressed with IPTG, showed a slight improvement on the activity of PA,
meanwhile GroEL-GroES decreases significantly such activity. It will be needed
further studies in order to analyze the role of more chaperones, in particular, those
related to the Tat and autotransporter pathways. The last pathway will be
evaluated using the B domain of the autotransporter MisL that belongs to

Salmonella enterica.

KEY WORDS: Penicillin Acylase, Chaperones, DnaK-DnaJ

XV



1. ANTECEDENTES

1.1 PENICILINO ACILASA

La produccion de penicilina y cefalosporina es una operacion industrial mayor de
10,000 toneladas. Tanto la bencil- como la fenoximetil- penicilinas son productos
de fermentaciones flingicas y son precursores de una gran variedad de
antibiéticos semisintéticos (por ejemplo: amoxicilina y ampicilina). La modificacién
quimica del producto de la fermentacion es iniciada por la remocion del grupo acil
quedando solo el nucleo del acido 6-aminopenicilanico (6-APA). También pueden
ser adicionados grupos acyl sintéticos para conferir nuevas propiedades al
antibiotico, como resistencia al acido estomacal, cierto grado de resistencia a
penicilinasa o un extenso rango de actividad antibidtica. El método de eleccion
para la conversion a 6-APA en una escala industrial, es el uso de penicilino acilasa
(Spence and Ramsden, 2007).

Y e =G 4y

0

Penicilina G 6-APA Acido
Fenilacético

Fig.1 Hidrélisis de la penicilina G por acciéon de la Penicilino Acilasa. Modificado de
Spence and Ramsden, 2007.

1.2 Ntn-hidrolasas

La penicilino acilasa en un miembro de la superfamilia de las Ntn-hidrolasas (N-
terminal nucleofilicas), las cuales se caracterizan por tener una treonina, cisteina o
serina catalitica en la posicion N-terminal (Kheirolomoom et al., 2001). Esta familia
fue reconocida por Brannigan en 1995. El tipico pliegue de esta superfamilia
consiste en un ndcleo con cuatro capas (appa) cataliticamente activas. Este
nacleo esta formado por 2 hojas B antiparalelas y estas hojas estan cubiertas por
una capa de a-hélices antiparalelas, y para el caso de la PA los sitios activos se
encuentran en la hoja B-5 (24Phe), en la [B-11 (67Ser) y en la 3-12 (57Phe)
(Oinonen and Rouvinen, 2000).
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Figura 2. Diagrama Topologico de las Ntn-hidrolasas. Los circulos representan a-hélices
y los triangulos laminas-B. Modificado de Oinonen and Rouvinen, 2000.

1.3 Expresion del gen pac y su procesamiento.

El gen pac se encuentra codificado en 4 dominios estructurales:

o péptido sefial: 1-78 pb;

o subunidad a: 79-705 pb;

o péptido conector: 106-867pb; y

o subunidad B: 867-2538 pb. (Schumacher, 1986)

7 235 290 846

Giu Gin Ser Gin Thr Ala | |Ser Asn Met Posicion de

\/ \K V aminoacidos

ATG - TAA

179 708 868 2538 bp
P Subunidada =— + Subunidad B J

Fig.3 Detalles de la region codificante para las subunidades a y 8 de PA. Los numeros en
la parte inferior corresponden a los dominios del gen pac, mientras que los ndameros
superiores a las posiciones de los 3 aa tanto iniciales como finales de las subunidades a'y
B respectivamente. Modificado de Schumacher et al., 1986.

La expresion del gen de la penicilino acilasa (pac) en E. coli es inducido por acido
fenilacético y reprimido por glucosa (Merino, 1992).



PAC es normalmente producida a temperaturas entre 20 y 30°C, y a 37°C no hay
procesamiento. Esto se debe a que un proceso proteolitico sensible a temperatura
esté involucrado en la maduracion de la enzima activa. Ademas, el plegamiento
incorrecto a altas temperaturas resulta en una enzima inactiva.

Los pasos de procesamiento involucrado en la formacion de las subunidades
activas son:

1) sintesis del polipéptido precursor (preproPAC), el cual contiene un péptido
sefal, una subunidad a, péptido espaciador y una subunidad 3, todas codificadas
por el gen pac;

2) transporte del péptido precursor al espacio periplasmico y la eliminacion del
péptido sefial (proPAC);

3) digestidn proteolitica del espaciador por la escision en el extremo N-terminal del
péptido B;

4) eliminacién del péptido espaciador gracias a un proceso proteolitco C-terminal
(Spence and Ramsden, 2007).

Membrana Externa

Procesamiento &4_(: Procesamiento
.y . - - -
a+C+[3 _._i-,—_:::_t‘j e O[3 Periplasma
u, v F ;
(proPAC) (PAC)
i
I'I Membrana Citoplasmatica
| A
m
Translocacian
L Replicacidn
] Traduccién Transcripcian
S+o+C+3 - P
~ll . pac mRNA =g pac Gene

(preproPAC)

Fig. 4 Sintesis y maduracion de PAC en E. coli. Modificado de Lin et al., 2001.



1.4 Exportacién de PA

Gracias a experimentos de mutaciones en el péptido sefial de PA, se ha visto que
el transporte de esta enzima es dependiente de Tat (Ignatova et al., 2001).

El sistema Tat (twin-arginine translocation) reconoce sustratos que poseen un
péptido sefal en el cual un motivo ‘twin-arginine’ juega un papel importante (Ser-
Arg-Arg-Xaa*—Phe-Leu-Lys). *Xaa = cualquier aminoécido

Los componentes clave de esta via son codificados por el operén tatABC, donde
tatA y tatB codifican para proteinas pequefias de 9.6 y 18.4 kDa respectivamente,
y TatC es una proteina de 28.9 kDa, la cual tiene 4 dominios transmembranales
(TM), mientras que tanto TatA como TatB tienen solo un dominio.

También se encuentra el gen tatE que no se encuentra en el operdn tatABC y que
codifica para un paralogo de TatA, el cual se expresa a muy bajos niveles. Por lo
que si existiera una alteracion relacionada con TatA (ej. mutacion) TatE podria
evitar el bloqueo de la via Tat.

El ciclo para el transporte de proteinas al periplasma por la via Tat inicia cuando el
péptido sefial especifico de esta via se une al complejo TatBC de la membrana
citoplasmatica a través de TatC. Posteriormente por un gradiente electroquimico
transmembranal de protones, TatA se asocia al moédulo TatBC, para formar el
complejo TatABC, en donde la proteina es transportada al periplasma a través de
un canal formado en la membrana por multiples moléculas de TatA, finalmente el
complejo TatABC se disocia en TatBC y TatA (Palmer et al., 2005).

TatABC
\. Cytoplasm %%chG
. Cofactor
= ®insertion / ()
X
Protein Foldi
Tat ... Protein Foldin SecBI
SecA
KSynthezr,s
L —
Periplasm

Fig. 5 Esquema general para la exportacion de proteinas por la via Sec y Tat en E. coli.
Tomada de Robienson et al., 2004.



La gran ventaja de este sistema es que transloca proteinas grandes vy
completamente plegadas a través de las membranas, a diferencia de la via Sec
que transloca proteinas pequefias y sin plegar. Asi, las proteinas redox
periplasmicas que contienen complejos cofactores son los sustratos principales de
esta via en E.coli (Robinson et al., 2004).

1.5 Uso de PA en laindustria.

La PAC no sélo ha sido utilizado en producciones a gran escala de penicilinas
semisintéticas sino también como biocatalizador en la sintesis de aspartame
(Fuganti et al., 1986), para resolucion de compuestos quirales (Ng et al., 2001), B-
amino ésteres (Roche et al., 1999), aminas (Van Rantwijk et al., 2002) y alcoholes
secundarios (Svedas et al., 1996). Estos enantimeros purificados por el uso de
PAC en la resolucion de mezclas racémicas son usados como intermediarios en la
produccibn de compuestos bioactivos, como el Xemilofiban (agente
antiplaquetario) (Topgi et al., 1999). Otra aplicaciéon importante de PA es en la
activacion enzimatica dirigida de pro-farmacos empleados en la terapia contra el
cancer (Lu et al., 1999) (Vrudhula et al., 1993).

1.6 Proteinas Recombinantes

Los recientes avances en el campo de la expresidon de genes heterélogos en
bacterias para obtener grandes cantidades de los polipéptidos deseados para
investigacion o propdsitos comerciales, ha llevado al desarrollo de nuevas
estrategias para superar los problemas inherentes a su produccion. Escherichia
coli ha sido el hospedero de eleccion para obtener grandes cantidades de
proteinas heterdlogas debido a su genética simple, facil manejo, seguridad y
conocimiento de su metabolismo y bioquimica. Sin embargo, la produccién de
proteinas recombinantes en E.coli como hospedero ha tenido severas limitaciones,
como lo es la agregacion de proteinas en forma de cuerpos de inclusién. La
conversion de cuerpos de inclusion insolubles e inactivos a moléculas solubles y
bien plegadas constituye un reto y es sabido que el paso de re-plegamiento es
una limitante en la mayoria de los casos reportados y resulta en una disminucion
en el rendimiento de produccion (Jhamb et al., 2008).

Tal es el caso de las penicilino acilasas de bacterias Gram negativas que tienden
a acumularse dentro del espacio periplasmico formando cuerpos de inclusion
(Rajendhran et al., 2002).

Para tratar de resolver este problema se han probado varias estrategias, entre
ellas el uso de solventes organicos para permeabilizar la membrana y poder
obtener la mayor actividad enzimatica, tal como lo hicieron De Leo6n et al. (2003)
guienes utilizaron cloroformo y vieron un aumento del 380% en la actividad
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enzimatica, mientras que al usar acetona y piridina esta se vio reducida, y en el
caso de alcoholes (como etanol y metanol) inactivo la enzima.

Otras estrategias han sido el uso de chaperonas moleculares (Xu et al., 2005) y el
uso del sistema de autotransporte (Rutherford and Mourez, 2006).

1.7 Chaperonas Moleculares

Se sabe que las chaperonas moleculares ayudan en la via de plegamiento de
proteinas. Un enfoque popular que explora extensamente este punto es la co-
expresion de chaperonas junto con la proteina de interés. A pesar de que se han
obtenido resultados positivos, las eficacias de estos sistemas dependen en gran
medida del tipo de proteina expresada.

Las chaperonas moleculares fueron originalmente clasificadas como un grupo de
proteinas no relacionadas que median el correcto ensamblaje de otras proteinas,
pero no forman parte de las estructuras funcionales finales. Estas chaperonas son
ubicuas y estan involucradas en una gran variedad de funciones, las cuales
dependen de la etapa del ciclo de vida del sustrato de la proteina. Estas se unen a
conformaciones no-nativas de las proteinas y las asisten para alcanzar sus
estructuras nativas terciarias. Sin embargo, son vitales para cualquier organismo
bajo condiciones de estrés (Jhamb et al., 2008).

Mecanisticamente, las chaperonas moleculares se basan en la exposicion
diferencial de dominios hidrofébicos estructurados a solventes para unir
segmentos no polares que normalmente estarian dentro del nucleo de sus
sustratos. A pesar que hay diferencias sutiles en la composicién de las proteinas
‘cliente’, el tipico blanco de las chaperonas, es una regién no estructurada de
amino acidos hidrofébicos flagueado por residuos basicos y carente de residuos
acidos.

Las chaperonas moleculares pueden ser divididas en tres subclases funcionales,
basadas en su mecanismo de accion:

1) chaperonas de plegamiento: como DnaK/DnaJ y GroEL/GroES, las cuales se
basan en cambios conformacionales dependientes de ATP, para mediar la
relacion neta entre el plegamiento y el desplagamiento de sus sustratos;

2) chaperonas de sostén/apoyo: como IbpB, las cuales mantienen parcialmente
plegadas a las proteinas en su superficie en la espera de chaperonas de
plegamiento disponibles;y



3) chaperonas de desagregacion: como ClpB, las cuales promueven la
solubilizacion de proteinas que se han convertido en agregrados como resultado
de un estrés.

Ejemplos de estas chaperonas se mencionan a continuacion en la tabla 1.

Tabla 1 Chaperonas Citplasmaticas. Tomado y modificado de Baneyx and Mujacic 2004.

Familia Nombre | Cofactores Funcion Especificidad Requerimento
de sustrato de ATP
Hsp100 ClpB Proteasa Segmentos ricos +
(AAA+)? en residuos
béasicos y
aromaticos
Hsp90 HtpG Posible chaperona de | No conocida +
plegamiento/secrecién
Hsp70 DnaK DnaJ, GrpE | Chaperona de | Segmentos de 4- +
plegamiento 5 aa +
hidrofdbicos, +
enriquecidos en
leucina y
flanqueados por
HscA HscB Proteina de ensamble | residuos basicos
del grupo Fe-S Motivo LPPVK en
IscU, proteina de
ensamble de
HscC YbeV, Regulacién o’ grupo Fe-S
YbeS No conocido
Hsp60 GroEL GroES Chaperona de | Pliegues a/B +
plegamiento ricos en residuos
béasicos e
hidrofébicos
Hsp33 Hsp33 Chaperona de sostén No conocido -
Superfamilia Hsp31 Chaperona de sostén No conocido P
DJ-1
Pequefias IbpA, Chaperona de sostén No conocido -
Hsps IbpB
PPlasa TF Chaperona de sostén, | Motivo de 8 aa -
PPlasa ricos en residuos
basicos y
aromaéticos
SecB SecB Chaperona de Motivo de 9 aa -
secrecion ricos en residuos
basicos y
aromaticos

3 AAA+, ATPasas asociadas a diversas actividades celulares, ° la unién ATP regula
negativamente la actividad de chaperona de Hsp31 a altas temperaturas, ° la unién de
ATP a ciertas sHsps provoca el cambio conformacional y la liberacién de sustrato.

En el citoplasma de E. coli, el plegamiento de novo involucra 3 sistemas de
chaperonas: trigger factor (TF), DnaK-DnaJ-GrpE y GroEL-GroES (Baneyx and
Mujacic, 2004), por lo que se hablard de forma general de los dos ultimos




sistemas, asi como de la proteasa ClpB, ya que juega un papel importante en la
eliminacion de cuerpos de inclusion, condicion de estrés para la célula.

1.7.1 DnaK-DnaJ-GrpE

Estructuralmente la proteina DnaK consiste en un dominio NH,-terminal altamente
conservado de 44 kDa y con funcion de ATPasa, ademas de un dominio COOH-
terminal de 25 kDa. Este Ultimo dominio se encuentra a su vez dividido en un
dominio conservado de union a sustrato de 15 kDa y un dominio COOH-terminal
un poco menos conservado de 10kDa.

Las proteinas DnaJ son un grupo heterogéneo de proteinas con un multidominio
altamente conservado de aproximadamente 80 aa, llamado dominio J, con
frecuencia localizado cerca del extremo N-terminal.

De acuerdo al modelo propuesto por Bukau et al. (1998) el ciclo del sistema DnaK
comienza con la asociacion de DnaJ con el sustrato, seguida de la transferencia
del sustrato a DnaK-ATP. La hidrdlisis de ATP asegura el sustrato en el ‘hueco’ de
DnakK, entonces ocurre la hidrélisis de ATP a ADP vy la disociacion de DnaJd. GrpE
se une a este complejo DnaK-ADP-sustrato, desencadenando la liberacion del
ADP. Como consecuencia, ATP se une a DnakK, lo cual libera al sustrato y a GrpE,
y dependiendo de la via que tome, el sustrato liberado puede ser liberado al citosol
0 entrar de nuevo a este sistema para modificaciones posteriores. De acuerdo a
Acebron et al. (2008) este ciclo puede comenzar ya sea que el sustrato se una a
DnaJ o interactie con DnaK-ATP.

ATP Z 0 DnaK
DnaK-ATP GrpE > of oA onal
DnaJ ﬁ
v Sustrato sin
U N plegar

Fig.6 Modelo de la interaccion de DnaK con proteinas agregadas. Donde U es el sustrato
sin plegar; A se refiere a agregados de proteinas y N a la proteina en su estructura nativa.
Modificado de Acebroén et al., 2008.



1.7.2 GroEL-GroES

GroEL consiste en dos anillos heptaméricos de subunidades de 57 kDa que tienen
una estructura de 3 dominios. El dominio apical forma la apertura del cilindro y
expone un numero de residuos de aa hidrofébicos hacia el centro, los cuales se
piensa interactian con las superficies complementarias del sustrato. También
posee un dominio intermedio que une el dominio apical con el ecuatorial y con el
gran dominio ecuatorial, el cual posee un dominio de union a nucledtido.

Mientras que GroES es un heptdmero de subunidades de 10 kDa y embona
exactamente en la estructura de cilindro formada por GroEL.

Mecanisticamente, la unién del sustrato a un anillo de GroEL es seguido de la
union de 7 moléculas de ATP y GroES, resultando en la encapsulacién del
sustrato. Después de la union de GroES, GroEL experimenta una serie de
cambios conformacionales, los cuales consisten en una ampliacion de la cavidad y
un cambio en la superficie hacia un ambiente mas hidrofilico. Todo esto provee las
condiciones necesarias para que una proteina se pueda plegar correctamente.
Posterior a la hidrdlisis del ATP y la union de ATP en el anillo opuesto, GroES y el
sustrato son liberados (Jhamb et al., 2008).

ATP

GrpE

Proteasas l
ADP

Native

DP

ATP

Proteinas de plegamiento

Proteinas de sostén

Fig.7 Plegamiento de proteinas asistido por chaperonas en el citoplasma de E. coli. Modificado de
Baneyx and Mujacic, 2004.



1.7.3 ClpB

ClpB es una AAA+ (ATPasa asociada a diversas funciones celulares) (Doyle et
al., 2009), ademas es una proteina hexameérica que consiste en dos protdmeros
idénticos, cada protémero contiene un dominio N-terminal y dos dominios AAA+
de unién a nucledtido 1 y 2 (NBD-1 y NBD-2, por sus siglas en inglés), asi como
un dedo de arginina. Estos dos protdmeros estan arreglados en un anillo con un
poro axial (canal) y presenta 12 sitios de union a ATP, la cual ocurre en la
interface de las subunidades adyacentes, ademas de que estabiliza el hexamero
(Lee et al., 2003) (Akoev et al., 2004). Ademas, la unién de ATP es requerida la
interaccion del sustrato con los residuos conservados del poro del ClpB
hexamérico (Schlieker et al., 2004) (Weibezahn et al., 2004). ClpB posee un gran
dominio espiral intermedio insertado en NBD-1, lo cual lo diferencia de otras
proteinas Clp. Este dominio ha sido implicado en la coordinacion de la
comunicacion entre NBD-1 y NBD-2 asi como en la interaccién de ClpB con el
sistema DnaK (Hasberger et al., 2007). También se ha visto que con un sustrato
que ClIpB y el sistema DnaK tengan la capacidad de desagregar, los dos
chaperones trabajaran juntos sinérgicamente. Esta accion sinérgica de ClpB vy el
sistema DnaK es gracias al ATP. ClpB es unico entre las Clp (A y X) ya que es
capaz de actuar sinérgicamente con el sistema DnaK (Doyle et al., 2007). Ademas
la hidrdlisis de ATP es estimulada por la presencia combinada de ClpB, DnaK vy el
sustrato (Hoskins et al., 2009).

\ Agragado
insoluble

ClpB/Hsp104 “D" L,\
(cross-section) Interaccion de b

ClpB, DnaK y el Extraccion ¥

Sistema sustrato desplegamiento Liberacion del o
Dnak

plegar

Fig.8 Modelo del mecanismo de accién de ClpB junto con el sistema DnaK. Modificado de
Doyle et al., 2007.
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1.7.4 Uso de chaperonas

El plegamiento de proteinas en el citosol es un mecanismo complejo ayudado por
chaperones moleculares dependientes de ATP y requiere cofactores para un
plegamiento eficiente.

Varios autores han tratado de sobreexpresar y co-transformar los moduladores de
plegamiento GroEL-ES, DnaK-J-GrpE para aumentar la solubilidad de proteinas
recombinantes. Unos ejemplos son:

Tabla 2 Ejemplos de chaperonas inmobilizadas utilizadas para re-plegamiento in vitro.

Modificada de Jhamb et al., 2008.

Chaperona

Soporte de
inmovilizacion

Proteina
blanco

Efecto en la
actividad

Observaciones

Referencia

GroEL

Proteina A
unida a IgG

TUB
glutamina
sintetasa

Recuperacion
30-40%

Se perdio
actividad debido:
*agregados
atrapados
fisicamente en la
columna,;
*adsorcién no
especifica;
*inhibicién por el
anticuerpo en la
interaccion de
GroEL-PFI  con
GroES y/o ATP

Phadtare et
al., 1994.

GroEL
minichaperona

Resina Ni-NTA

hINF-y

Actividad
relativa 115.4%

La columna
utiizada puede
ser reutilizada 4
veces.

Gao et al.,
2003.

Mini-
GroEL+DsbA+
PPI

Sefarosa NHS-
activada

Toxina de
escorpion,
Cn5

Recuperacién
100%

Recuperacion
casi nula solo
utilizando buffer
0 con cada una
de las
chaperonas por
separado

Altamarino
et al., 1999.

PDI

Sefarosa CnBr-
activada

Lisozima

80-90%

Muronetz et
al., 1998.

1.8 Sistema de Autotransporte

El expresar proteinas de interés fusionadas a la membrana bacteriana es
técnica poderosa, por lo que los autotransportadores han emergido como una
herramienta para expresar proteinas en la superficie bacteriana y puedan ser
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usadas como ‘biofabrica’ con muchas aplicaciones biotecnolégicas (Rutherford et
al., 2006).

El primer autotransportador descubierto, fue la proteasa IgA de Neisseria
gonorrhoeae (Pohlner et al., 1987). Estos autotransportadores comparten una
organizacion distintiva, en 3 dominios principales:

o péptido sefial (PS) Sec-dependiente (para su secrecion);

o un dominio pasajero (o proteina madura a secretar); y

o un dominio C-terminal, también llamado unidad de translocacién (TU) o
dominio B, este ultimo posee dos subdominios: un extremo C-terminal de
250-300 aa que forman el barril B que sera insertado en la membrana
externa y formard el poro, y una region de unién de 25 aa, que tomara una
conformacion de a-hélice y que forma el péptido conector o linker.

ps Pasajero | linker Cominio B

I

autotransportador

Fig.9 Estructura del precursor del autotransportador. Modificado de José, 2006.

Asi, el mecanismo de translocacion se encuentra conservado entre los diferentes
autotransportadores, posee 4 pasos:

translocacion a través de la membrana interna;

transporte periplasmico;

insercion dentro y translocacion a través de la membrana externa; y
modificacién y procesamiento del dominio pasajero; donde puede ser
liberado o permanecer anclado (Rutherford et al., 2006).

o O O O
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Fig.10 Mecanismo de secrecion de los autotransportadores. Modificado de José, 2006.

Una vez que la proteina esta en la superficie celular puede tener diferentes
destinos. Por ejemplo, puede permanecer anclada y sobresalir de la superficie de
la bacteria, como una larga poliproteina, o puede ser liberada del domino B vy
después permanecer libre asociada a este o ser liberada al espacio extracelular.

Ademas, el uso de autotransportadores presenta muchas ventajas, en primer
lugar la molécula expuesta en la superficie celular se encuentra accesible para
cualquier tipo de union o estudios de actividad sin la necesidad de un sustrato o
factor de unidbn necesario para atravesar la membrana; ademas cuando es
conectada a la matriz, en este caso la membrana externa celular, las proteinas
han probado ser mas estables que las moléculas libres; ademas de que la
preparaciéon o purificacion de las moléculas para muchas aplicaciones es
innecesaria ya gque todas las moléculas de interés expuestas por la célula puede
participar en reacciones o ensayos analiticos y después ser removidas por
centrifugacion.

En la tabla 3 se muestran ejemplos de proteinas recombinantes expresadas por la
via de autotransporte (José€, 2006).
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Tabla 3 Ejemplos de proteinas recombinantes y péptidos expresados en la superficie
celular por autotransporte. Modificado de José, 2006.

Péptidos expresados

Aplicacion

Referencias

Subunidad B de la toxina del
cblera

Estudios de translocacion

Maurer et al., 1997
Maurer et al., 1999

B-Lactamasa

Estudios de translocacion

Lattemann et al., 2000

Adrenodoxina bovina (Adx)

Sintesis de esteroides;
Biocatalisis celular completa;
Hidrolisis de ésteres

José et al., 2001
José et al., 2003

Aprotinina (inhibidor de la
tripsina pancréatica bovina,
BPTI)

Estudios de unidén de enzimas
y estudios de translocacion

José et al., 2005

UreA y fragmentos (H. pylori)

Vacunas

Rizos et al., 2003
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2. OBJETIVOS

GENERAL:
Evaluar el efecto de la coexpresién de chaperonas moleculares en la
produccion de la enzima penicilino acilasa de E. coli.

PARTICULARES:

o Evaluar el efecto de la co-expresion de las chaperonas
GroEL/GroES, DnaK/DnaJ y ClpB sobre la produccion de la
Penicilino Acilasa de E. coli.

o Construir vectores de la Penicilino Acilasa fusionada al
autotransportador MisL de Salmonella entérica.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Cepas Bacterianas

En este trabajo se utilizé la cepa de E. coli IM101/pPA102 (Merino, 1992), que
contiene el gen de la penicilino acilasa bajo el control del promotor lac, un origen
de replicacion para E. coli y el gen de la resistencia a kanamicina.

3.2 Plasmidos

Se utilizaron los plasmidos PA102, nirLTBspMisL, LNA2, EMR602, BB7250 y
BB7246. Donde los dos primeros plasmidos fueron usados como DNA molde para
amplificar el gen pac y el dominio  del autotransportador MisL respectivamente y
los ultimos 4 fueron fuente de las chaperonas DnaK-DnaJ, GroEL-GroES, CIpB,
DnaK-DnaJ, GrpE y ClpB en ese orden y cuyas caracteristicas se encuentran en
la tabla 5.

3.3 Vectores
Se utilizaron los vectores de clonacion:

1) pPGEM®-T Easy: este vector, de Promega, se basa en la ligacién de productos
de PCR amplificados con polimerasas termoestables que generan extremos con
residuos 3’ terminales de adenina (A) (ej. Tag Polimerasa, Tfl, Tht, Tli, etc), al
contar con una timina (T) 3’ terminal en ambos extremos del vector, se genera un
extremo cohesivo compatible con el del producto de PCR. En dicho vector se
clonaron el gen pac y la construccion PAspPA.

Xmnl 2009

7l 1 start

Scal 1890 Nael 2707 pal 14
\ Aatll | 20
f1 ori Sphl | 26

BstZl | 31
Neaol 37
Bstzl | 43

Amp! ; Notl | 43
PGEM®-T Easy lacZ Sacll | 4@

Vector ' EcoRl | 52
(3015bp)

Spel 64
EcoRI 70
Not| 77
BstZI 77
Pstl 88
ori Sall 90
Ndel 97
Sacl 109
BstxXl | 118
Nsil 127

T SP6

b
1473VA05_BA

Fig.11 Mapa del vector de clonacion pGEM®-T Easy. Se aprecian sus caracteristicas
principales, asi como el sitio de clonacién multiple.
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2) pCR4®BIunt-TOPO®: este vector, de Invitrogen, se basa en la actividad de la
topoisomerasa para ligar genes con extremos romos provenientes de reacciones
de PCR con enzimas de alta fidelidad (ej. Pfu, accuzyme, etc.). En este vector se
clonaron el fragmento correspondiente al dominio 3 de MisL y el gen pac que sera
utilizado como control negativo.

LacZa initiation codon

Fig.12 Mapa del vector de clonacion pCR®4Blunt-TOPO®. Se muestran sus principales
caracteristicas.

3.4 Construccion del vector de PA fusionado al autotransprotador MisL

Se decidio usar el dominio B de MisL de Salmonella typhimurium, esto por su gran
homologia con el autotransportador AIDA-I de E.coli, el cual ha sido ampliamente
utilizado en la expresién de proteinas recombinantes. (Kempis, 2001).

Se logr6 amplificar y clonar el gen pac de E. coli, tanto fusionado con el dominio 8
de MisL como sin este (como control negativo).

El gen del fragmento correspondiente al extremo C-terminal del autotransportador
MisL obtenido por PCR con oligos especificos (Forward:
GTGTTGCACGTTCAGAGAaagcttCATGAAGATGGCGAACC, Reverse:
gtcgacTCAGAAACTGTATTTCATCCC) se clon6 en pCR®4Blunt-TOPO® (TOPO-
MisL). Se encontraron colonias transformantes para la construccion antes
mencionada y resulté positiva para el analisis de restriccion con las enzimas
Hindlll y Sall, cuyos sitios de restriccion fueron afadidos en los oligos especificos.
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a)

1 Q@

3 Kb C1: Marcador Peso Molecular
2 Kb C2: dominio B MisL
< 1600pb
b)
3 Kb 3956 ph C1: Marcador Peso Molecular
C2: liberacion de dominio f
2 Kb

. MisL de pCR4®Blunt-TOPO®

1600 ph

Fig.13 Amplificacion por PCR y clonacién del fragmento del dominio 3 de MisL. a)
Amplificacion por PCR del fragmento correspondiente al dominio [ del
autotransportador MisL b) Andlisis por restriccion con las enzimas Hindlll y Sall,
resultando positivo para TOPO-MisL.

Ademas, se logr6 amplificar por PCR y con oligos especificos (Forward:
catatgAAAAATAGAAATCGTATGATCG, Reverse:
TGGTTCGCCATCTTCATGaagcttTCTCTGAACGTGCAACAC) el gen pac del
plasmido pPA102. Dicho fragmento se cloné en pGEM®-T Easy y se obtuvieron
colonias transformantes, las cuales fueron analizadas por restriccion con las
enzimas Ndel y Hindlll, cuyos sitios fueron afiadidos en los oligos especificos
antes mencionados.

Este amplicén no posee cod6n de paro para que sea posible su ligacion con el
dominio B del autotransportador MisL.
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kb (2
! : C1: Marcador Peso Molecular
e D «2538ph | C2: PAspPA

:

b) Cl (2
r
. ‘ C1: Marcador Peso Molecular
3015pb
3Kb — - C2: liberacién de PAspPA de
S~ 2538pb
pGEM®-T Easy
2kb

Fig.14 Amplificacion por PCR y clonacién del gen pac. a) Amplificacion por PCR
del gen pac b) Analisis por restriccion con las enzimas Ndel y Hindlll, resultando
una clona positiva.

Una vez que se clonaron los ADNc del gen pac asi como al fragmento
correspondiente del dominio 3 del autotransportador MisL, este ultimo fue liberado
del vector pCR4®BIunt-TOPO® y se ligb en el vector pGEM®-T Easy/PAspPA
para obtener la construccién PAspPA-MisL en dicho vector. Se obtuvieron colonias
transformantes y fueron analizadas por restriccion con las enzimas Ndel y Sall,
resultado una colonia positiva.
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C1: Marcador Peso Molecular
4138 pb

4 Kb C2: liberacion de PAspPA-MisL de

S~
3015 pb GEM®-T E
3 Kb p p asy

Fig.15 Clonacion de la construccion PAspPA-MisL. Andlisis por restriccion con las
enzimas Ndel y Sall resultando una clona positiva.

Referente al control negativo, se logré amplificar por PCR y con oligos especificos
(Forward: catatgAAAAATAGAAATCGTATGATCG, Reverse:
gtcgacTTATCTCTGAACGTGCAACAC) el gen pac del plasmido pPA102. Dicho
fragmento se clon6 en el vector pCR4®BIlunt-TOPO® y se obtuvieron colonias
transformantes, las cuales fueron analizadas por restriccion con las enzimas Ndel
y Sall, cuyos sitios fueron afiadidos en los oligos especificos antes mencionados.

Este amplicon posee codén de paro para ser utilizado como control negativo en la
evaluacion de sistema de autotransporte.

Cl C2 C3

3956 pb

2538 pb

C1: Marcador Peso Molecular

C2: Liberacion de PAspPA control de
pCR4®BIlunt-TOPO®

C3: Colonia sin inserto

Fig.16 Clonacion del amplicon del gen pac. Analisis por restriccibon con las
enzimas Ndel y Sall resultando una clona positiva.
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3.5 Medios de Cultivo

Los medios para conservaciéon, propagacion y cultivo se prepararon como se
describe en los anexos B.1y B.2.

3.6 In6culos

El inéculo en todos los experimentos consistié en una azada de colonias aisladas
de las placas con LB sélido y con los antibioticos correspondientes. Se inoculé 100
ml de medio BSG en un matraz de 250 ml y se incubd por 24 horas a 28°C y 200
rpm.

3.7 Conservacion de las Cepas

Un liofilizado de la cepa E. coli IM101/pPA102, fue resuspendido en 100ml de
medio LB suplementado con kanamicina (Kan) (25ug/ml) e incubado a 28°C y 200
rpm toda la noche para su recuperacion. Una vez crecida la cepa, se alicuotd en
glicerol y se almacend a -80°C (Revco). A partir de este, la cepa se estrid sobre
placas de LB/Kan y se incubaron a 28°C durante toda la noche; posteriormente
fueron almacenadas a 4°C.

3.8 Aislamiento del pldsmido pPA102

Se aislo el ADN plasmidico de la cepa E.coli IM101/pPA102 (Merino, 1992) y se
corrieron geles de agarosa al 1% por electroforesis para corroborar la identidad del
vector.

3.9 Tratamiento de Muestras

Durante el transcurso de los experimentos se tomaron muestras de 4 ml, las
cuales se centrifugaron por 10 minutos a 6000 rpm en una centrifuga clinica. El
sobrenadante se congeld y el pellet de células se resuspendié en 4 ml de buffer de
fosfatos (pH 7.8) y se mantuvo en refrigeracion para analizar actividad enziméatica
(no excedid de 24 horas para este analisis).

3.10 Determinacion de Actividad enziméatica de PA

Se llevé a cabo por el método del p-dimetilaminobenzaldehido (PDAB)
(Balansingham, 1972), basado en la reaccion colorimétrica del grupo carbonilo del
PDAB con un grupo amino libre del 6-aminopenicilanico (6-APA) producto de la
reaccion de hidrolisis de la penicilina G por la PA.

El procedimiento fue el siguiente:
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Se tomaron alicuotas de 900 pl de las muestras almacenadas a 4°C, las cuales se
incubaron en tubos de ensayo de vidrio (100 mm x 13 cm) en un bafo a 37°C
durante 5 minutos. Después se afiadieron 100 pl de una solucion de penicilina G al
20% (anexo B.12) y se dejé reaccionar durante 10 minutos a 37°C. A los 10
minutos se tomaron 40 pl de la reaccion y se transfirieron a un tubo eppendorf de
1.5 ml conteniendo 960 pl de etanol absoluto, esto para detener la reaccion.
Enseguida se agregaron 500 pl de la solucion de PDAB, utilizando como blanco el
buffer de fosfatos tratado de la misma manera que a las muestras. Este andlisis se
realizd6 dentro de las primeras 24 horas posteriores al experimento para evitar
degradacion o pérdida de actividad de la enzima.

Para realizar los célculos de actividad enzimética se construyd una curva estandar
(anexo C.1) a partir de diluciones conocidas del compuesto 6-APA en un buffer de
fosfatos (pH 7.8), las cuales se procesaron con el método del PDAB y se ley6 su
absorbancia para relacionarla a la concentracion de 6-APA de la dilucion.

La actividad enzimatica por mililitro de muestra (U/ml) se calcula de la siguiente
manera:

. L (D.O. - b) (D) (1000)
Actividad Enzimatica = = U/ml

(m) (PM 6-APA) (1) (0.9 ml)

Donde:

D.O. = Densidad 6ptica de las muestras a 415 nm

b = Ordenada al origen de la curva estandar

m = Pendiente de la curva estandar

D = Dilucién de la muestra

PM 6-APA = Peso molecular de 6-APA (216.24 mg/mmol)

t = Tiempo, en minutos, de la reaccion muestra-sustrato (10 min)
0.9 = Fraccion de la muestra analizada

U = Unidad de actividad enzimatica, definida como la cantidad necesaria de la
enzima para hidrolizar 1 pmol de penicilina G por minuto a 37°C.

3.11 Determinacion de Proteina

Se empled el método de Lowry (Lowry, 1951). Este se basa en la medicion de la
intensidad del color azul del compuesto producido por la reaccion de Biuret entre
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la proteina y el i6n Cu*? en condiciones alcalinas y a la reduccion del reactivo
fosfotingstico — fosfomolibdico, conocido como Folin Ciocalteu, favorecida por la
presencia de tirosina y triptéfano en las proteinas.

Procedimiento:

1. Tomar 0.1 ml de las muestras tratadas de acuerdo a la seccién 3.9 y aforar
a 1 ml con agua destilada. Mezclar en vértex.

2. Afnadir 5 ml del reactivo D (anexo B.13), agitar y reposar 10 minutos.

3. Afnadir 0.5 ml del reactivo de Folin (anexo B.14), agitar y reposar por 30
minutos.

4. Leer absorbancia a 590 nm contra un blanco de agua procesado de la
misma manera.

Para la conversion de valores de densidad Optica en valores de concentracion se
utilizo la curva estandar B.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Efecto de la co-expresion de chaperonas

Se transformé la cepa JIM101/pPA102 con los plasmidos que se indican en la tabla
4.

Tabla 4 Plasmidos utilizados y sus caracteristicas

Nombre Gen Origen Resistencia Promotor | Inductor | Referencia
LNA2 dnaK- pl5A cloranfenicol tac IPTG Bergés et
dnal al., 1995
EMR602 | groEL- p15A tetraciclina tac IPTG Bergeés et
groES al., 1995
BB7250 clpB pSC101 cloranfenicol Pa1jiaco-1 IPTG Tomoyasu
et al., 2001
BB7246* dnakK- pl5Ay cloranfenicol y Patjiaco-1 IPTG Tomoyasu
dnaJ- pSC101 | espectinomicina et al., 2001
grpE-
clpB

*Este plasmido se construyé con el plasmido BB535 (p15A ori, Spec’, Payjaco1 dnak, dnad)
y el plasmido BB540 (pSC101 ori, Cm", Pajaco-1 9rPE, clpB).

Ademas, a todas estas transformantes se les adicion6 Kanamicina ya que el
plasmido PA102 confiere esta resistencia.

La seleccién de colonias transformantes se realizé por crecimiento en medio de
cultivo (LB liquido y s6lido) con los respectivos antibioticos.

Se ha reportado que la PA se procesa postraduccionalmente en rangos de
temperatura de 20-30°C (Spence and Ramsden, 2007), por lo que se llevaron a
cabo ensayos de expresion a nivel de matraz a 28°C como temperatura de
induccién, en donde las muestras que se tomaron, a 24 hrs y con las diferentes
chaperonas fueron analizadas en geles de SDS-PAGE teiidos con Coomassie. Se
relizaron experimentos utilizando galactosa como fuente de carbono e inductor de
la PA (De Leodn et al., 2003), y para la expresion de algunas chaperonas se utilizo
IPTG (25 uM).
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5= JM101/pPA102/DnaK-DnaJ-GrpE-ClpB

6= PA pura (Sigma)

Fig.17 Expresion electroforética en condiciones desnaturalizantes de la cepa
recombinante JM101/pPA102 con las diferentes chaperonas. a) Se utilizo solo galactosa 5
g/l; b) Se utilizé galactosa 5 g/l e IPTG 25 uM como inductores. Los cuadros muestran las
bandas de las diferentes chaperonas: azul: ClpB (aprox 100 kDa); rojo oscuro: DnaK (70
kDa); amarilla: GroEL (60 kDa); naranja: DnaJ (41 kDa); morada: GrpE (23 kDA); verde:
GroES (10 kDa); y negra: subunidad 3 de PA (62 kDa).

Al co-expresar DnaK-DnaJ bajo la induccion de IPTG, aumenté la actividad de PA
un 33.3% mientras que al inducirse con galactosa solo aumentdé 2.4% lo que
corresponde con la figura 13 a 'y b, donde en esta ultima la banda correspondiente
a estas chaperonas (70 y 41kDa respectivamente) se ven un poco mas intensas.
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Incluso Xu et al. (2005) lograron aumentar un 148% la actividad de PA
sobreexpresando DnaK-DnaJ, aunque debe tomarse en cuenta que en dicho
estudio se utilizé, ademas de IPTG, arabinosa como inductor y eliminaron el
péptido sefal de PAC, lo cual también afecta la exportacion de esta enzima y por
lo tanto no se favorece tanto la formacion de cuerpos de inclusion.

En el estudio de Tomoyasu et al. (2001) se mostr6 que a 30°C DnaK-DnaJ
suprimen la agregacion de proteinas pero se requirieron niveles 4 veces mayores
en comparacion con la cepa wild type utilizada ademas de IPTG 250 pyM.

Al co-expresar GroEL-GroES se obtuvo una actividad enzimatica muy baja al
inducirse tanto con IPTG como con galactosa (una disminucién del 70.8% y 76.2%
respectivamente). El pobre papel de esta chaperona para disolver agregados
también ha sido observado por Tomoyasu et al. (2001) y Bergés et al. (1996).
Inclusive en el estudio de Xu et al. (2005) se muestra que esta chaperona
aumenta la solubilidad de proPAC pero no asi su maduracion, por lo que su
actividad se ve muy disminuida. Lo que concuerda con nuestros datos mostrados
en la tabla 4 y en la figura 14. Inclusive la cepa correspondiente a estas
chaperonas muestra una disminucién en la biomasa (Tabla 5) en contraste con las
otras cepas que no mostraron diferencia significativa entre estas y la cepa control.
Ademas las bandas de 60 y 10kDa (GroEL-GroES respectivamente) se muestran
intensas (figura 13a) pero esto no se encuentra relacionado con la actividad
enzimatica.

Un ejemplo de este comportamiento lo muestra Bergés (1996) en su estudio
donde co-expresa la interleucina 13 y el factor estimulador de colonias
granulocitos-macrofagos fusionados a estas chaperonas (hIL-13-GroEL/ES y GM-
CSF-GroEL/ES respectivamente) se retarda el crecimiento de la primera
construccion y respecto a la segunda construccién evita de manera moderada la
lisis celular que sigue a la induccion.

Tabla 5 Datos de la co-expresién de PA y las respectivas chaperonas.

Muestra (24 hrs) Biomasa (mg/ml)

0.89
Control

0.89
Control IPTG

0.61
DnaK/J

0.56
DnaK/J IPTG
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Fig.18 Relacién de la Actividad Enzimatica Especifica (AE) en cada condicion.

Al trabajar con ClpB (cuya banda corresponde a 100 kDa aprox), la actividad
enzimatica se ve disminuida tanto al ser inducida por IPTG como por galactosa,
disminuyendo un 60.4% y 59.5% respectivamente.

Tomoyasu (2001) menciona que ClpB, inclusive a altos niveles (12 veces mas que
una cepa wild type) no es capaz de prevenir la agregacion de proteinas pero en
conjunto con DnaK ayudd a prevenir agregados de proteinas sin embargo se
requirieron altos niveles de estas chaperonas (6 y 3 veces mas, respectivamente,
que una cepa wild type). Aunque también cabe mencionar que la actividad
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enzimatica no disminuy0 tan drasticamente como en nuestro caso. Inclusive, la
banda de esta chaperona (figura 13a, b, carril 4) no presenta gran diferencia de
acuerdo a la correspondiente a la cepa transformada con DnaK-DnaJ-GrpE-ClpB
(figura 13a, b, carril 5)

Al co-expresar DnaK-DnaJ-GrpE-ClpB, la actividad de PA aumenta un 4.8% al
inducirse con IPTG pero disminuye un 29.2% al inducirse con galactosa.

Aunque varios estudios, entre ellos los realizados por Tomoyasu (2001) y Hoskins
(2009), mencionan que ClpB en conjunto con el sistema DnaK presenta un papel
sinérgico, nuestros datos no apoyan lo dicho por estos autores, incluso en la figura
13 a y b las bandas correspondientes a estas chaperonas (70, 41, 23 y 100kDa)
se encuentran tenues.

4.2 Vectores PAy PA-MisL

Una vez que se tienen las construcciones en el vector de clonacion, estas se
liberaron por digestiéon Ndel, y Sall ligando después dicho fragmento en transformo
el vector pET-12a con cada construccion. Hecho esto, se obtuvo el vector pET-
12a/PAy se espera corroborar pET-12a/PA-MisL.

pET-12a pET-12a
(4674bp) : (4674bp)

Fig. 19 Representacion de los vectores de expresion.
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5. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

1. El sistema de chaperonas DnaK-DnaJ demostr0 ser mas eficiente para
aumentar la actividad de la PA, probablemente a que promueven la prevencion de
agregados proteicos ademas del correcto plegamiento de proteinas. Por lo tanto,
el precursor de PA se procesa de manera correcta aumentando de esta manera su
actividad enzimética.

2. En este trabajo, la sobreexpresion del sistema GroElI-GroES afecto
negativamente tanto la produccién de biomasa como la actividad enzimética,
independientemente del inductor utilizado. Esto se debe posiblemente a un estrés
producido por la sobreexpresion de dichas chaperonas e incluso a que el
precursor de PA (92 kDa) alejado del rango de las proteinas que interactdan con el
sistema GroEL-GroES (20-60 kDa).

3. Al expresar individualmente a ClpB se observa una disminucioén en la actividad
de PA, debido probablemente a una degradacion de la PA o de su precursor
gracias a que pudiera verse favorecida su actividad de proteasa.

4. Se encontré que ClpB trabaja en conjunto con el sistema DnaK, mostrando una
ligera mejora en la actividad de PA en comparacién a la expresion de ClpB
individualmente.

Se tiene como perspectivas evaluar el efecto de la coexpresion de las chaperonas
SlyD y NapD, las cuales se ha demostrado ayudan al procesamiento de proteinas
gue se exportan por la via Tat. Adicionalmente, como ya se cuenta con los
vectores de expresion de la PA fusionada al autotransportador MisL, se pretende
evaluar si este es capaz de transportar proteinas que requieren modificacion
postraduccional como es el caso de la PA.
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ANEXOS

A. Protocolos

A.1 Amplificacién por PCR con enzima de alta fidelidad Accuzyme.

Reactivo Volumen pl
Agua MQ estéril 17.30
Buffer de Accuzyme 10x 2.50
MgCl, [50mM] 1.50
dNTP’s [10mM] 0.30
Oligo Forward [1L0pmol/ul] 1.00
Oligo Reverse [10pmol/ul] 1.00
DNA molde [100ng] 1.00
Enzima Accuzyme [2.5U/ul] 0.40

Se inicia con 2 minutos de desnaturalizacion inicial a 94°C. Después se disminuye
la temperatura a 48°C por 1 minuto (alineamiento de oligos) y en ese momento se
afiade 0.50 pl de la enzima Accuzyme. Se continta con los ciclos y condiciones
normales de amplificacion.

A.2 Adicién de Adeninas

Se comienza con 1.7 ml de producto a PCR purificado, generado por una enzima
de alta fidelidad (ej. Pfu, Accuzyme, etc). Después se afiade 1 ul del buffer de
reaccion 10X de la Tag DNA polimerasa, 0.50ul de MgCl, 25mM (a una
concentracion final de 0.2mM), 5 unidades de Taq DNA polimerasa y agua MQ
estéril hasta alcanzar un volumen final de 10ul. Esta mezcla se incuba a 72°C por
15-30 minutos y se utliza de 1-2ul en la reaccion de ligacion.

A.3 Células Rubidio Competentes

Se crece un preindculo de la cepa necesaria en 5 ml de LB durante toda la noche
a 37°C y 200 rpm. Se toma una muestra del preindculo y se inocula en medio LB,
comenzando con una OD de 0.1, se incuba a 37°C hasta alcanzar una OD de 0.5.

Este cultivo se transfiere a tubos de polipropileno previamente enfriados en hielo y
se dejan reposar en hielo por 30 minutos, agitando de vez en cuando.

Después se centrifuga a 6000 rpm por 10 minutos a 4°C. Se decanta el
sobrenadante y se resuspende suavemente el pellet celular en 20 ml de la
solucion RF1. Se incuba por 30 minutos y agitando de vez en cuando.
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Después de esto, se centrifuga a 6000 rpm por 10 minutos a 4°C. Se decanta el
sobrenadante y se afladen 500ul de la solucibn RF2 y se alicuotan en tubos
eppendorf en volimenes de 50 ul. Se almacena a -80°C.

A.4 Transformacién de células rubidio competentes

Se descongelan en hielo un tubo eppendorf de las células rubidio competentes, a
las cuales se les afiade 50 ng de DNA plasmidico o el total del DNA proveniente
de una reaccion de ligacion.

Esta mezcla se deja reposar en hielo por 30 minutos, agitando cada 10 minutos.
Pasados estos 30 minutos, la mezcla se incuba a 42°C por un minuto e
inmediatamente después se vuelve a poner en hielo por otro minuto.

Enseguida se aflade 150 ul de medio SOC y se recuperan las células a 37°C por
una hora a 750 rpm. Después se plaguean en cajas con LB.

A.5 Células Electrocompetentes

Se crece un preindculo de la cepa necesaria en 5 ml de LBON durante toda la
noche a 37°C y 200 rpm. Se toma una muestra del preindculo y se inocula en
medio LBON, comenzando con una OD de 0.1, se incuba a 37°C hasta alcanzar
una OD de 0.5.

Este cultivo se transfiere a tubos de polipropileno previamente enfriados en hielo y
se dejan reposar en hielo por 15 minutos.

Después se centrifuga a 6000 rpm por 10 minutos a 4°C. Se decanta el
sobrenadante y se resuspende suavemente el pellet celular en glicerol al 10% frio
y a tubo lleno. Esto se hace dos veces. Enseguida se tira el sobrenadante y se
resuspende en 300 ul de glicerol al 10% frio y se alicuota en tubos eppendorf en
volumenes de 50 pl. Estas alicuotas se almacenan a -80°C.

A.6 Transformacidn células electrocompetentes

Se descongelan en hielo un tubo eppendorf de las células electrocompetentes, a
las cuales se les aflade 10-20 ng de DNA plasmidico o 5 ul total del DNA
proveniente de fenolizacion.

Esta mezcla se deja reposar en hielo por 5 minutos. Pasado este tiempo, la
mezcla se coloca en una celdilla y se coloca en el electroporador (1800 volts).
Después del choque, la mezcla se pasa a 150 ul de medio SOC y se recuperan las
células a 37°C por una hora. Después se plaquean en cajas con LB.
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A.7 Fenolizacién

Una mezcla de ligacion se lleva a un volumen de 100 ul con agua MQ estéril.
Enseguida se afiaden 30 ul de acetato de amonio 9 M pH 8.3 y se adiciona un
volumen igual de fenol. Se mezcla y se centrifuga a 13000 rpm por 3 minutos.

Se transfiere la fase acuosa a un tubo eppendorf limpio y se afiade 1 ul de
glicégeno 20 mg/ml y se mezcla. Enseguida se afiade 250 pl de EtOH absoluto
frio, se mezcla y se incuba a -20°C por una hora. Pasado este tiempo, se
centrifuga a 13000 rpm durante 10 minutos. Se descarta el sobrenadante y se
afiade 1 ml de etanol al 70%. Se repite este paso 2 veces y se quita el exceso de
etanol con una micropipeta para después dejar secar a temperatura ambiente.

Una vez seca la pastilla se resuspende en 10 ul de agua MQ estéril y se afladen 5
ul de esta suspension a una alicuota de células electrocompetentes.

A.8 Purificacién de DNA plasmidico

Se inoculan 3 ml de medio de cultivo LB y se incuban toda la noche a 37°C y 200
rom. De este cultivo se toma una alicuota de 1.5 ml y se coloca en un tubo
eppendorf para centrifugarlo a 13000 rpm por 10 minutos.

Se desecha el sobrenadante y se resuspende el pellet en 100 pl de la solucién de
lisis alcalina I. Enseguida se le agrega 200 ul de la solucion de lisis alcalina I
(recién preparada), mezclando suavemente y dejando reposar 5 minutos en hielo.

Pasado este tiempo, se afiade 150 ul de la solucion de lisis alcalina I,
mezclandose por inmersién e incubando por 30 minutos en hielo para después
centrifugar a 13000 rpm por 15 minutos.

Después se transfiere el sobrenadante a un tubo eppendorf limpio y se le afiade
un volumen igual (450 ul aprox) de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico, se mezcla
y se centrifuga a 13000 rpm por 7 minutos. Enseguida se transfiere la fase acuosa
a un tubo eppendorf limpio y se afiade 600 ul de etanol al 70% frio y se deja
incuban por 30 minutos a -20°C.

Luego de precipitar, se centrifuga a 13000 rpm por 10 minutos y la pastilla
resultante se lava dos veces con 500 ul de etanol al 70% frio y se deja secar a
temperatura ambiente. Una vez seca la pastilla, esta se resuspende en 30 ul de
agua MQ estéril y se adicionan 2 ul de RNasa 0.1 mg/ml y se incuba a 37°C por
media hora.
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Se analiza la integridad del DNA plasmidico en un gel de agarosa al 1%.
A.9 Geles de SDS-PAGE en gradiente

Se preparan las soluciones stock, de 4% y 20% de acrilamida. Una vez
preparadas se les adiciona PSA y TEMED y se colocan dichas soluciones en una
camara de gradiente. Enseguida se vacia la primera capa entre dos vidrios
especiales para la obtencion de geles de 0.75mm de grosor y se cubre
cuidadosamente con agua MQ (para linearizar).

Una vez gelificada la primera capa, se retira el exceso de agua, se coloca el peine
y se afiade la solucién correspondiente al gel concentrador ya mezclada con PSA
y TEMED. Ya que haya gelificado se retira el peine y se lavan los pozos con agua
MQ y secéndolos con papel filtro.

Se cargan las muestras y se correo el gel en buffer tris-glicina 1X, a 100 volts por
aproximadamente 2.5 horas

B. Soluciones

B.1 Medio LB
Compuesto g/l
Bacto triptona 10
Extracto de levadura 5
NaCl 10

Se disuelven en 1 litro de agua destilada y se ajusta el pH a 7.0 con NaOH. Se
esterila en autoclave.

* Para LB sdlido se adicionan 15 g/l de bactoagar.

B.2 Medio LBON

Compuesto g/l
Bacto triptona 10
Extracto de levadura 5

Se disuelven en 1 litro de agua destilada y se ajusta el pH a 7.0 con NaOH. Se
esterila en autoclave.

B. 3 Medio SOC

Compuesto g/l
Triptona 20
Extracto de Levadura 5
NacCl 0.5

Se disuelven en 950 ml de agua destilada y enseguida se agrega 10 ml de KCI
250 mM. Después se ajusta el pH a 7 con NaOH vy se esteriliza por autoclave. Una
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vez estéril se deja enfriar y se agregan 10 ml de MgCl, 1M (esterilizado por

autoclave) y 10 ml de glucosa 2M (esterilizada por filtracién).

Una vez preparado se almacena a temperatura ambiente.

B.4 Solucién de lisis alcalina |

Reactivos Concentraciéon
Tris-HCI (pH8) 25mM
EDTA 10 mM
Glucosa 10 mM

Se esteriliza por autoclave y se almacena a 4°C.

B.5 Solucién de lisis alcalina Il

Reactivos Concentracion
SDS 1%
NaOH 0.2 mM

Se prepara justo antes de usarse.

B.6 Solucion de lisis alcalina Il

Reactivos

Concentracion

Acetato de Sodio

3M

Se ajusta el pH a 4.8 con &cido acético glacial y se esteriliza por autoclave. Se

almacena a 4°C.

B.7 Solucion RF1 (200 ml)

Reactivos Cantidad
RbCI 2449
MnClI.4H,0 1.98¢g
CaCl, 0.30 g
Glicerol 30 ml

Se ajusta a 200 ml con agua destilada y se esteriliza por autoclave. Después se

afiaden 6 ml de acetato de potasio 1M y se almacena a 4°.

B.8 Solucién RF2 (200 ml)

Reactivos Cantidad
RbCI 0.24¢g
CaCIZ 2.2 g

Glicerol 30 ml

Se ajusta a 200 ml con agua destilada y se esteriliza por autoclave. Después se
afiaden 4 ml de MOPS 0.5 M y se almacena a 4°C.

40



B.9 Acetato de Potasio 1M pH 7.5

Se disuelven 0.98 g de acetato de potasio en 10 ml de agua destilada y se ajusta
el pH a 7.5 con &cido acético. Enseguida se esteriliza por filtracion.

B.10 MOPS 0.5 M pH 6.8

Se disuelven 0.052 g de MOPS en 5 ml de agua destilada y se ajusta el pH a 6.8
conNaOH. Enseguida se esteriliza por filtracion.

B.11 TAE 50x
Reactivos Cantidad
Tris (base) 242 g
Acido acético glacial 57.1 ml
EDTA (0.5 mM, pH 8) 100 ml

Se afora a 1 litro con agua destilada.

B.12 Gel de agarosa 1%

Reactivos Cantidad
Agarosa 04g
TAE 1x 40 ml

Esta solucion se calienta en el horno de microondas en nivel de potencia 2 durante
5 minutos.

B.13 Buffer de fosfatos (pH 7.8)

Se prepara con 42.5 ml de NaH,PO4 0.1 M y 457.5 ml de Na,HPO,4 0.1 M. Se
afora a 1 litro y se mide el pH con un potenciémetro.

B.14 Elementos Traza

Se preparan segun la tabla a continuacién mencionada. Una vez preparada se
mantuvo en refrigeracion. Una fraccion de la solucion se esteriliz6 a 121°C por 15
minutos y se mantuvo en refrigeracién hasta su uso. Se recomienda agregar la
solucion de elementos traza al medio de cultivo hasta el momento de su uso con la
finalidad de prevenir la precipitacion de sales.

Compuesto g/l
FeCl; 2.7
ZnCl, 2

CaCl, . 6 H,O 2

Na,MoQO, . 2 H,0O 2

CaCl, . 2 H,O 1

CuCl, . 2 H,O 1
H3;BO; 0.5
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HCI conc 100 ml/l

B.15 Kanamicina (25mg/ml)

Se pesan 25mg de Kanamicina y se disuelven en 1 ml de agua MQ estéril. La
solucion asi preparada se esteriliza en frio a través de un filtro millipore de 0.22
um de diametro de poro. La solucion estéril debe mantenerse en refrigeracion.
Para obtener la concentracion de trabajo (25 mg/ml) se adicionan 1 ul del
preparado por ml de medio de cultivo.

B.16 Cloranfenicol (25 mg/ml)

Se pesan 25mg de Cloranfenicol y se disuelven en 1 ml de etanol absoluto. Esta
solucion debe mantenerse en refrigeracion. Para obtener la concentracion de
trabajo se adicionan 1 ul del preparado por ml de medio de cultivo.

B.17 Espectinomicina (20 mg/ml)

Se pesan 20mg de Espectinomicina y se disuelven en 1 ml de agua MQ estéril.
Esta solucion se esteriliza en frio a través de un filtro millipore de 0.22 um de
diametro de poro. La solucion estéril debe mantenerse en refrigeracion. Para
obtener la concentracion de trabajo se adicionan 1 ul del preparado por ml de
medio de cultivo.

B.18 Tetraciclina (15mg/ml)

Se pesan 15mg de Tetraciclina y se disuelven en 1 ml de metanol absoluto. Esta
solucién debe mantenerse en refrigeracion y protegida con papel aluminio ya que
es sensible a la luz. Para obtener la concentracion de trabajo se adicionan 1 pl del
preparado por ml de medio de cultivo.

B.19 Solucién de IPTG (100 mM)

Se pesan 0.2383 g de IPTG (Sigma), aforando a 10 ml con H,0 destilada y se
estiliza en frio a través de un filtro millipore de 0.45 um. Para obtener una
concentracion de 25 uM en el medio de cultivo se adiciona 250 ul por cada litro de
medio de cultivo.

B.20 Soluciéon de PDAB

Se disuelve 1 g de PDAB en 50 ml de etanol al 60% (v/v), agregando después 0.5
ml de H,SO,4 concentrado y aforando a 100ml con etanol 60% (v/v)

42



B.21 Penicilina al 20%
Se disuelven 0.2 g de penicilina G en 1 ml de buffer de fosfatos pH7.8.
B.22 Reactivo D (500ml)

Se mezclan 5 ml de la solucién Ay 5 ml de la solucién B en 490 ml de la solucion
C. Se cubre con papel aluminio y se conserva a 4°C por hasta 3 meses.

Solucion Componentes
A CuS0,.5H,0 al 5%
B KNaC4H405.4H,0 al 1%
C Na,CO; al 2% en NaOH 0.1N

B.23 Reactivo de Folin

Se hace una dilucién 1:2 en agua destilada, se protege con papel aluminio y se
almacena a 4°C. Se prepara antes de usarse.

B.24 Tiamina (0.1%)

Se pesan 0.01 g de tiamina (Sigma), aforando a 10 ml con H,O destilada y se
esteriliza con filtro millipore de 0.22 um. La solucion estéril debe mantenerse en
refrigeracion y al mes de su preparacion debe ser reemplazada. Se adicionan 40
ul de la solucion asi preparada por cada litro de medio de cultivo.

B.25 Medio BSG

Compuesto g/l
Glucosa 5
MgS0,.7H,0 1
(NH,),PO, 3.5
KH,PO, 3.5
Tiamina 4 ugl/l
Kanamicina 25 mg/l
Elementos traza 3ml
IPTG 25 uM

Se disuelven la glucosa y el MgS0O4.7H,Oen 100 ml de agua destilada
correspondiente al 10% del volumen total, las sales en el 90% del volumen total.
Se esterilizan por autoclave, mientras que las soluciones de ampicilina y tiamina
se esterilizan por filtracion. Después de enfriarse se mezclan la fuente de carbono
y las sales.
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Para preparar el preinéculo se adicionan 5 g/l de extracto de levadura, esterilizada

por autoclave.

B.26 Solucién de Acrilamida al 4%

Reactivos Cantidad (ul)
Acrilamida 365
Tris-HCI pH 8.8 690
SDS 10% 27.5
Agua MQ estéril 1650
TEMED 2.5
PSA 12

B.27 Solucién de Acrilamida al 20%

Reactivos Cantidad (ul)
Acrilamida 1815
Tris-HCI pH 8.8 690
SDS 10% 27.5
Agua MQ estéril 205
TEMED 1.5
PSA 12

B.28 solucion de Acrilamida Concentrador

Reactivos Cantidad (ul)
Acrilamida 132
Tris-HCI pH 6.8 252
SDS 10% 10
Agua MQ estéril 600
TEMED 2
PSA 7

B.29 Tris-HCI 1.5M, pH 8.8

Se pesan 18.2 g de Tris base y se disuelven en 50 ml de agua destilada. Se le
ajusta el pH con HCI concentrado y se afora a 100 ml. Se esteriliza por autoclave y

se almacena a temperatura ambiente.

B.30 Tris-HCI 0.5M, pH 6.8

Se pesan 1.5 g de Tris Base y se disuelven en 15ml de agua destilada. Se le
ajusta el pH con HCI concentrado y se afora a 25ml. Se esteriliza por autoclave y

se almacena a temperatura ambiente.




B.31 SDS 10%

Se disuelven 0.2 g de SDS en 20 ml de agua destilada. Se almacena a
temperatura ambiente

B.32 Persulfato de Amonio (PSA) 10%

Se disuelven 20 mg de PSA en 200 ul de agua destilada. De preferencia, se
prepara al momento de usarlo.

B.33 Solucién de Tefiido (100ml)

Se disuelven 0.05g de azul de comassie en 50 ml de metanol, se agregan 10 mi
de acido acético y se adicionan 40 ml de agua destilada.

B.34 Solucién de Destefiido (200ml)

Se mezclan 50 ml de metanol, 135 ml de agua destilada y 15 ml de acido acético.

C. CURVAS ESTANDAR
C.1 Curva Estandar de Actividad enziméatica de PA

Cada vez que se preparan soluciones nuevas debe realizarse una nueva curva
patrén usando una solucién de 6-APA (Sigma) de 2.5 mg/ml en PBS, pH 7.8, para
ello, se efectuan diluciones seriadas como se muestra en la tabla B.1.

Tabla C.1 Curva estandar para determinacion de actividad enzimética.

Tubo 1 2 3 4 5 Bco
Dilucion 6-APA 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 -
6-APA (mg/ml) 1.25 0.625 0.3125 0.1563 0.0781 -

Alicuotas (ul) 40 40 40 40 40 40
Etanol (ul) 960 960 960 960 960 960
PDAB (ul) 500 500 500 500 500 500

Buffer, pH7.8 - - - - - 40

()

Una curva de calibracién tipica se muestra en la figura C.1.
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Figura C. 1 Curva estandar de actividad enzimatica.

C.2 Curva Estandar de Proteinas

Se prepard una solucion patron de albumina bovina sérica (BSA) de 1.4 mg/ml, a
partir de la cual, se prepararon y procesaron diferentes estandares, tal como se
indica en la tabla C.2.

Tabla C.2 Curva estandar para determinacion de proteinas.

Tubo Bco 1 2 3 4 5
BSA (uh) 0 25 50 75 100 125
H,O dest. (ul) 1000 975 950 925 900 875
Reposar 10 minutos
ReactvoD(ml) | 5 | 5 | 5 | 5 | 5 | 5
Reposar 30 minutos
Reactivo de | 500 500 500 500 500 500
folin (ul)

Una curva de calibracion tipica se muestra en la figura B.2.
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Figura C.2 Curva estandar de proteinas.
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