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Resumen

Entamoeba histolytica es el parasito protozooario que causa la amebiasis, la cuarta
causa parasitaria de mortalidad en paises en desarrollo. E. histolytica se ha
convertido en un problema de salud publica al poseer diversos mecanismos de
resistencia a drogas y vias de reparacion del ADN que le permiten desarrollar
resistencia a farmacos. Una de las rutas de reparacion del ADN con las que cuenta
E. histolytica es la reparacion por escision de bases (Base Excision Repair, BER)
que es llevada a cabo por enzimas glicosilasas como las proteinas AlkD, cuya
funcién principal se ha asociado con evitar inestabilidad gendmica en este parasito.
En este trabajo nos interesamos por estudiar y optimizar las condiciones de
sobreexpresion de los productos enziméticos recombinantes de AIKD 1, -2 y -3 con
la finalidad de abordar algunas estrategias experimentales que nos permitan en el
futuro, el desarrollo y produccion de farmacos mas eficaces contra la amebiasis.
Logramos una expresion satisfactoria de las proteinas AIKD 2 y AIkD3. Sin embargo,
consideramos necesario realizar una purificacion de las tres proteinas
recombinantes, con la finalidad de obtener cantidades abundantes y altamente
puras de cada una de ellas para ser usadas con diferentes fines.

Palabras clave: Clonacion, AIkD, sobreexpresion, productos recombinantes,
Entamoeba histolytica.
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Introduccién

Entamoeba histolytica (E. histolytica) es el parasito protozoario responsable de
causar amebiasis, la cuarta causa parasitaria de mortalidad en paises en desarrollo
(Juangiang, et al. 2021). En esta infeccion, el humano actia como vector de
transmision y el ciclo se inicia por el consumo de alimentos o agua contaminados
(INSST, 2022). E. histolytica, suele ser un parasito que contrarresta fuertemente la
toxicidad producida por algunos farmacos al poseer diversos mecanismos de
resistencia a drogas, asi como vias de reparacion del ADN que en algunos casos
contribuyen a la resistencia contra farmacos (Fairlamb, 2016). Una de las clases
mas abundantes de mutaciones que causan dafios genotéxicos en el ADN son las
alquilaciones (Tsao et al, 2021). Algunas de estas mutaciones son reparadas de
manera directa involucrando alquiltransferasas, mientras que otras son tratadas con
enzimas glicosilasas (Schleif, 2023) durante la reparacién por escision de bases
(bases excision repair, BER) (Liu, Zhuy Jing, 2023). Los genes AlkD de E. histolytica
codifican para proteinas AIKD y representan una reciente clase estructural de
enzimas glicosilasas involucradas en la via BER (Rubinson et al, 2008) cuya funcién
es primordial para evitar la inestabilidad en el genoma de E. histolytica (Lopez-
Camarillo et al, 2009). El presente trabajo busca optimizar las condiciones de la
sobreexpresion de los productos enziméaticos recombinantes AIkD 1, -2 y -3 de
Entamoeba histolytica con la finalidad de entender méas ampliamente su
funcionamiento y desarrollar estrategias de produccion de farmacos mas eficaces
contra la amebiasis.

Planteamiento del problemay justificacion

Entamoeba histolytica es el parasito humano responsable de causar la amebiasis,
la cuarta enfermedad parasitaria responsable de mortalidad en paises en desarrollo.
El optimizar las condiciones de sobreexpresion de sus productos enziméaticos
recombinantes AIKD 1, -2 y -3 nos permitira abordar experimentalmente algunas
estrategias para el desarrollo y produccion de farmacos eficaces contra la
amebiasis.



Objetivos

Objetivo general

Establecer un sistema de expresion y purificacion de las proteinas recombinantes
de EhAIKDs en la cepa BL21-pKJE7.

Objetivos especificos

1) Clonar los marcos de lectura (ORFS) sintéticos de EhAIKD en el vector pET28
por el método de clonacién In vivo.

2) Estandarizar las condiciones de sobreexpresion de EhAIKD en la cepa BL21-
pKJE7.



Antecedentes

Los genes AlkD son los encargados de codificar para proteinas AlkD, que forman
parte de una ruta de reparaciéon de ADN conocida como reparacion por escision de
bases (Base Excision Repair, BER) la cual es responsable de remover oxidaciones,
alquilaciones o bases desaminadas y es iniciada por proteinas glicosilasas como
las AIKD (Lopez-Camarillo, 2009). Rubinson et al. (2008) reportdé un andlisis
estructural utilizando cristalografia experimental de dispersién andémala de longitud
de onda Unica para explicar como la proteina AIkD se ha adaptado para poder unirse
al ADN. Los cristales de AIkD no ligado se cultivaron mediante el método de difusion
de vapor con gota sentada. Los datos de difraccion de rayos X se recopilaron en las
lineas de luz 21-ID y 22-ID en la Advanced Photon Source (Argonne, IL) y se
procesaron utilizando el paguete HKL2000. La actividad de la glicosilasa AIKD se
midié mediante escision alcalina del producto de ADN abasico de la escision de
7mG de un duplex de oligonucleétidos de 25 meros que contenia un par de bases
de 7mG-C. Las uniones de ADN-AIKD de tipo silvestre y mutante se midieron por el
cambio en la anisotropia de fluorescencia. Su modelo ilustra cémo AIKD podria
utilizar contactos extensos con el surco menor de ambas cadenas de ADN para
detectar una distorsion sutil en los pares de bases 3mAT y 7mGC. La especificidad
de sustrato distintiva de AIkD solo para alquilpurinas con carga positiva podria
explicarse por el puente salino Asp-113-Arg148 dentro del supuesto sitio activo.
Debido a que participa en una interaccion electrostatica, Asp113 no es analogo a
los residuos conservados de aspartato o glutamato que se encuentran en otras
glicosilasas. Con base en la inestabilidad inherente de los nucle6tidos 3mA 'y 7mG
y la proximidad de Asp113-Arg148 a la cadena principal de ADN en el modelo, AlkD
deberia poder acceder al enlace glicosilico para catalisis sin voltear la base hacia la
hendidura aroméatica. AlkD es el primer ejemplo estructural de una proteina HEAT
gue contiene actividad catalitica. Basandose en la adaptabilidad del motivo HEAT
para unirse a proteinas y ADN, es probable que existan otros ejemplos.

Por otra parte, Mullins et al. (2014) demostro a través de un analisis mutacional que
los residuos a lo largo de la superficie de union cdéncava del ADN, que incluian
residuos distantes a la lesion, afectaban tanto la unién como la catélisis. La union
del ADN se control6 mediante cambios en la anisotropia de fluorescencia. La
escision de 7mG del duplex de oligonucledtidos se midié mediante autorradiografia.
La escision de 3may 7mg del ADN se midié mediante cromatografia liquida de alto
rendimiento (HPLC) acoplada a espectrometria de masas en tdndem (MS/MS)
(HPLC-MS/MS). La mayoria de las mutaciones disminuyen la escision de 7mG de
un sustrato de ADN genomico, pero pocas mutaciones alteraron la escision de 3mA.
Los resultados apoyan un mecanismo de catalisis en el que las interacciones



electrostéticas a lo largo de la interfaz de unién desorganizan el ADN en una
conformacion cataliticamente competente.

En otro estudio, Mullins et al. (2015) determin6 como AIKD escinde sustratos
cargados positivamente sin un bolso de unidn de bases o un residuo intercalante, la
escision se cuantifico midiendo la nucleobase escindida utilizando cromatografia
liguida de alta resolucion acoplada a la espectrometria de masas (HPLC-MS/MS).
Adicionalmente, la transferencia de cargas de los residuos de AIKD (Trp 109,
Aspl13, Trp187 y HOH308) se cuantifico realizando analisis de poblacion de Merz-
Singh-Kollman (MK). Para corregir el posible error de superposicion de conjuntos
de bases en los analisis de poblacidn, se utilizaron los atomos fantasma gaussianos.
Este trabajo establece que el reconocimiento del sustrato y catalisis por ADN
glicosilasas puede ocurrir en ausencia de volteo de bases. Hay evidencia de que
otras enzimas son capaces de detectar dafios en el ADN e incluso discriminar entre
diferentes modificaciones quimicas antes de dar la vuelta. El hecho de que AIkD se
limite a eliminar lesiones cationicas inherentemente labiles sugiere fuertemente que
la funcion principal del bolsillo de union de nucleobases en las glicosilasas de ADN
canonicas es aumentar el potencial del grupo saliente del sustrato de nucleobase,
en lugar de simplemente discriminar contra nucleobases que no son sustrato.
Parsons et al. (2016) proporcion6 informacion sobre la importancia de las
interacciones C-H/m en el mecanismo catalitico de AIkD en la escision de bases del
ADN a través de estudios estructurales, bioquimicos y computacionales, sus datos
muestran que las interacciones C-H/m entre el sitio activo de AlkD y la lesién
desoxirribosa participan directamente en la catalizacion del enlace glucosidico de
d7mG por hidrélisis. Ademas, los datos computacionales revelan que estas
interacciones C-H/m probablemente juegan un papel mas alla de simplemente
proporcionar estabilizacion electrénica directa a la desoxirribosa.

Otro trabajo que podemos citar es el de Votaw y McCullagh (2019) quienes
caracterizaron el mecanismo por el cual AIKD reconoce y se une a una lesion. En
este estudio, realizaron una simulacion explicita de la dinAmica molecular de
disolventes de todos los atomos de AIkD en conjunto con 3mA y ADN no metilado,
las simulaciones fueron derivadas de estructuras de cristales cataliticos de AIkD-
ADN. Adicionalmente fueron probadas simulaciones de ADN libre por triplicado, se
calcularon los parametros helicoidales de ADN usando 3DNA y se realiz6 un analisis
de componente principal para reducir la dimensionalidad de las interacciones AlIkD-
ADN asi como de los parametros helicoidales. Para concluir la distincion que define
el mecanismo de reconocimiento de AlkD y otras glicosilasas de ADN es la aparente
falta de un complejo de interrogacion distintivo en AIkD. Es este estudio, se
descubrié que, exclusivamente AIKD posee una geometria de sefial de ADN
metilado que induce la interrogacion espontanea del dafio en un mecanismo
concertado que afina los contactos entre AIkD y ADN, al mismo tiempo que
interrumpe el apareamiento de bases e induce un nudo en el ADN. Asi como AlkD



es capaz de extirpar bases sin un mecanismo de inversion de bases, se observa
gue reconoce el dafio del ADN sin una estructura de interrogacion que sea distinta
del complejo de busqueda.

Marco Teérico

Entamoeba histolytica como problema de salud publica

Entomoeba histolytica es un endoparasito patégeno que se aloja en el tracto
digestivo de su huésped, el cual se infecta al consumir alimentos y agua
contaminados. Es responsable de causar amebiasis, una infeccién intestinal que
puede desencadenar enfermedades cutaneas, cerebrales, hepaticas y pulmonares,
ademas de ser la cuarta causa parasitaria responsable de mortalidad humana en
paises en desarrollo (Jungiang, et al. 2021). La transmision se inicia por la ingesta
oral de quistes (forma resistente e infectante del parésito) y/o trofozoitos (forma
vegetativa e invasiva del parasito) presentes en las heces de personas portadoras,
a través de los alimentos o del agua contaminada (Figural). Cuando los quistes son
ingeridos por el hospedador estos se desenquistan en el intestino delgado dando
lugar a la forma invasiva o trofozoito, que migra hacia el intestino grueso y se
multiplica por fisidén binaria. A medida que avanzan por el intestino grueso dejan de
alimentarse y comienzan a rodearse de una pared resistente que va formando
nuevamente un quiste, que sera eliminado por medio de las heces del hospedero.
En el exterior, el quiste puede permanecer asi hasta comenzar un nuevo el ciclo de
infeccion (Instituto Nacional de Seguridad y Salud en el Trabajo [INSST], 2022). Las
incidencias mas altas para este protozoario patdégeno se encuentran en
comunidades con medidas sanitarias inadecuadas y aunque la infeccion se
presenta en paises desarrollados y paises en desarrollo, el padecimiento esta
claramente relacionado con el estado de saneamiento, asi como el grado de
desarrollo socioecondmico de la poblacion (Martinez-Palomo, 1986). En México los
intervalos de edad con las tasas de mayor incidencia son las personas menores de
14 afos y las mayores de 50; los estados de la republica mas afectados por esta
enfermedad son; Guerrero, Oaxaca, Tabasco, Chiapas y Nayarit (Ximénez, Moran
y Ramiro, 2013).
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Figura 1. Ciclo de vida de E. histolytica. Adaptado de Amebiasis [Figura], por
Centers for Diseases Control and Prevention [CDC], 2019, DPDx- Laboratory
Identification of Parasites of Public Health Concern
(https://www.cdc.gov/dpdx/amebiasis/index.html).
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AlkD en Entamoeba

Aunque E. histolytica es considerada un eucarionte inferior, comparte con las
bacterias gram positivas algunas alquipurinas ADN glicosilasas dentro de su
secuencia genomica. Sin embargo, y debido a que estas enzimas no comparten
secuencias homologas con otras glicosilasas, se ha sugerido que representan una
nueva clase estructural de enzimas glicosilasas. Las enzimas AlkDs se componen
de una serie en tAndem de repeticiones helicoidales (conocidas como HEAT-
repeats) que facilitan las interacciones proteina-proteina (Rubinson et al, 2008). Si
bien, E. histolytica carece de enzimas glicosilasas como MAG1, MPG, OGG vy
SMUG las cuales son importantes en la via BER, posee tres ortélogos de AIkD que
codifican para alquipurinas glicosilasas con la misma especificidad que MPG y
MAGL1. Por lo tanto, una hipétesis sugiere que las AIkD de E. histolytica podrian
compensar la ausencia de algunas alquipurinas glicosilasas caracteristicas de
eucariontes (Trasvifia- Arena et al, 2019).

Mecanismo de resistencia a drogas

Algunos microorganismos han desarrollado numerosas estrategias para
contrarrestar la toxicidad que es producida por diversos estresantes quimicos como:
xenobibticos, metales, especies reactivas de oxigeno y nitrdgeno, etc. Los
principales métodos de resistencia a drogas implican una reduccion del nivel del
farmaco libre en el sitio de accion, alteraciones en el objetivo (diana) del farmaco,
reduccion de la afinidad en el sitio de union del farmaco, o sobreexpresion del
objetivo del farmaco. En caso de inhibicion de la ruta metabdlica, el producto final
puede ser producido por induccion de una ruta alternativa o por el incremento en la
respuesta a la sefial o sustancia del exterior para obtener un metabolito esencial
para el huésped, en algunos casos las vias de reparacién del ADN también pueden
contribuir a la resistencia a farmacos (Fairlamb, 2016). E. histolytica ha demostrado
ser resistente a farmacos amebicidas debido a una amplificacion en sus genes del
tipo mdr, asi como a la sobreexpresion de estos (Ayala et al, 1990). Ademas de ser
actualmente el mecanismo de resistencia predominante en diferentes organismos y
tipos celulares, esta resistencia se debe al aumento del eflujo del farmaco al exterior
de las células a través de la P-glicoproteina. La P-glicoproteina tiene una masa
molecular de alrededor de 170 kDa, es dependiente de energia y posee sitios de
unién al ATP, que activan el eflujo del farmaco (Bello-Santos, 2021). Ademas, se ha
demostrado que E. histolytica posee mecanismos que contribuyen con su
supervivencia, por ejemplo, cuenta con transferencia lateral de genes (LGT por sus
siglas en inglés) de origen bacteriano que le ayuda con el metabolismo de
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carbohidratos y aminoacidos. Esta propiedad ha tenido un rol importante con
respecto a su resistencia a drogas y patogenicidad debido al intercambio de
informacion genética entre organismos del mismo o diferente orden taxondmico
(Trasvifia-Arenas, 2017).

Mecanismos de reparacion del ADN

Los errores espontaneos durante la replicacion del ADN pueden resultar en la
incorporacion de nucleotidos equivocados en la nueva molécula de ADN sintetizado,
causando un mal emparejamiento de pares de bases. De manera similar, las
especies reactivas de oxigeno (ROS, Reactive Oxygen Species) y especies
reactivas de nitrogeno (RNS) son producidas como subproductos de mudltiples
actividades fisiolégicas. Estos compuestos quimicos son responsables de una
variedad de lesiones del ADN derivados del estrés oxidativo, incluidos la generacion
de sitios apurinicos/apirimidinicos (sitios AP), rupturas de una o doble cadena y
sustitucion de bases. Tanto ROS como RNS son consideradas fuentes endogenas
de agentes de dafio al ADN. Sin embargo, existen fuentes exdégenas como la
ionizacién por radiacion (rayos X), radiacion césmica, quimicos mutagénicos (como
hidrocarburos aromaticos policiclicos derivados de la combustion del tabaco) y luz
ultravioleta (UV) que contribuyen a la generacion de lesiones en el ADN que las
células tienen que contrarrestar diariamente. Como todos los compuestos naturales,
el ADN también puede sufrir procesos de degradacion, como alquilacion, oxidacion
y desaminacién que resultan mutagénicos si no se reparan ya que conducen a un
apareamiento incorrecto de bases con las consiguientes sustituciones de bases
durante la replicacién del ADN (Carusillo y Mussolini, 2020). Los compuestos
alquilantes son una de las clases mas abundantes de agentes mutagénicos y
genotdxicos presentes en el ambiente. Algunas de las mutaciones en el ADN son
reparadas por reversion directa del dafio mediante una enzima ADN
alquiltransferasa, mientras que algunas otras mutaciones utilizan un mecanismo de
reparacion por escision de bases (Base Escision Repair, BER) (Lopez-Camarillo,
2009). Analisis gendmicos indican que E. histolytica posee rutas de reparacion de
ADN que se encargan de corregir el apareamiento aberrante de bases o nucleétidos
en una sola hebra del ADN como BER, cuyo mecanismo es llevado a cabo mediante
enzimas glicosilasas que generan sitios apurinicos o apirimidinicos también
conocidos como sitios AP. Por medio de un reconocimiento esteroespecifico, las
glicosilasas remueven la base mal apareada cortando el enlace N-glucosidico y
formando un sitio AP. El sitio AP, a su vez es reconocido por la AP-endonucleasa
gue corta al ADN dejando un espacio en la cadena, que es reparado por la ADN
polimerasa y sellado por la ADN ligasa, restaurando asi la integridad de la molécula
de ADN (Liu, Zhuy Jing, 2023). Un mecanismo alternativo, consiste en la reparaciéon
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por escision de nucledtidos (nucleotide excision repair, NER) iniciada por complejos
polipeptidicos que actian como endonucleasas. Estas enzimas causan la
desnaturalizacion local de la lesion en el ADN causando la escision de
oligonucledtidos. Posteriormente, la helicasa libera los oligonucleétidos dafados, la
ADN polimerasa afade los nucledtidos faltantes y la ligasa une la secuencia
corregida a la cadena de ADN (Tafurt y Marin, 2014); Adicionalmente, E. histolytica
también puede reparar el ADN mediante el mecanismo de mal emparejamiento
(Mismatch Repair, MMR por sus siglas en inglés) que es un mecanismo que se
encarga de corregir los errores de apareamientos entre bases y pequefios bucles
de insercion/delecion causados por desplazamientos de la ADN polimerasa. La
maquinaria de MMR primero se encarga de reconocer el error de apareamiento,
luego corta la cadena que contiene el error y rellena el espacio monocatenario
producido anteriormente en el ADN (Graham et al, 2019). Asi mismo, las rupturas
de doble hebra (double strand break, DSB) que son las lesiones mas perjudiciales
para la molécula del ADN pueden ser reparadas por la unién de extremos no
homélogos (non- homologous DNA end joining, NHEJ). Este proceso ocurre al unir
los extremos rotos del ADN y no requiere un daplex molde de la cromatida hermana,
en contraste, se requiere de la proteina Ku70-Ku80 heterodimérica que se une a los
extremos rotos de la cadena de ADN. Posteriormente, se produce el procesamiento
de los extremos para generar los sustratos adecuados para que una ADN ligasa
una los extremos de ADN (Zhao et al, 2020). Finalmente, el mecanismo de
recombinaciéon homologa (homologous recombination repair, HRR) inicia cuando la
enzima reconoce la ruptura de la doble cadena ADN y posteriormente digiere los
extremos dejando extremos de ADN sobresalientes. Uno de los extremos
sobresalientes busca una regién complementaria en una cromatida hermana e
invade el duplex de ADN homélogo, alineando asi las secuencias complementarias.
Una vez alineadas las secuencias, la sintesis de ADN procede de los extremos que
sobresalen, el heteroduplex se resuelve y las dos croméatidas se separan (Shen,
2019).

Proteinas recombinantes y su utilidad en la investigacion

Las proteinas recombinantes son aquellas producidas en laboratorios mediante
ingenieria genética con la finalidad de ser usadas en una amplia variedad de
procesos, desde detergentes hasta tratamientos terapéuticos (Centro de
Investigacion en Alimentacion y Desarrollo [CIAD], 2023). El primer paso para la
obtencion de una proteina recombinante de interés, es aislar la secuencia de acidos
nucleicos (genes) correspondientes que codifican para la proteina de interés. Luego
eso0s genes aislados son insertados en un vector que facilitara su clonacién y podra
ser introducido en un huésped con un sistema 0 maquinaria apropiada para la
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expresion de dichos genes. Posteriormente, las células u organismos que
contengan la proteina de interés se colectan y son procesados para la purificacion
de la proteina de interés (Puetz y Wurm, 2019). Ademas de la pureza, las proteinas
recombinantes puedes ser expresadas en grandes cantidades, lo cual no suele
representar una limitante para realizar estudios posteriores.

Clonacion in vivo

El método de ensamble in vivo (o In Vivo Assembly, IVA) se usa para insertar,
eliminar, mutar el material genético o clonar genes especificos. La clonacion de
genes consiste en insertar un gen de interés en un plasmido también llamado vector
(figura 3). Para conseguirlo, es necesario amplificar los genes y el pldsmido por
medio de reacciones en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction, PCR).
Posteriormente se realiza una digestion del ADN metilado con la enzima Dpnl y
finalmente se recombinan in vivo transformandolo en bacterias quimicamente
competentes (Garcia- Nafria, Watson y Greger, 2016). La clonacién in vivo es una
metodologia novedosa y alternativa a los procedimientos habitualmente utilizados
para clonar genes. Su uso es cada vez mas frecuente pues ahorra tiempo y recursos
lo que la hace una alternativa més eficiente y rentable (figura 2) (Huang, Spanglery
Huang, 2017).
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Current Optimal Methods vs IVA cloning

Complex Procedures i
IVA cloning:

S Databorm. O gieonesis: | Assamile T
Phos. Primers QuikChange-Multi Gibson/In-Fusion
0_
Single PCR Multiple PCRs Single PCR Multiple PCRs Single PCR
1h30 1h30 2h45 1h30 1h30
? 1
=
[
E
=
3 Dpnl 0h15 Dpnl 0h15 Dpnl 0h15 W
L Purification Purification Purification
o 24 0h15 0h15 0h15
o s
Ligation set-u
a?nd reactionp Assembly set-up
0h30 and reaction
0h45 Assembly set-up
and reaction
1h15
Dpnl 0h15
3_
Transformation

Requirements

Dpnl, Dpnl, Dpnl, Dpnl, Dpnl

Phos. Primers, Purification Kits, QuikChange Purification Kits,

Purification Kits, =~ Assembly Kits Enzymatic Blend Kit Assembly Kits

Ligation Kits

Figura 2. Comparacion de diferentes técnicas utilizando kits de uso frecuente
(naranja) contra el procedimiento de clonacion in vivo (verde). El tiempo de trabajo
y los requisitos se muestran para cada ejemplo. El protocolo universal de IVA (In
Vivo Assembly, Ensamble In Vivo) supera a todos los métodos comparados pues
reduce el tiempo y los recursos convirtiéndose en una opcion mas eficiente. Incluso
en los procedimientos complejos. Adaptado de IVA cloning: A single-tube universal
cloningsystem exploiting bacterial In Vivo Assembly [Figura], por Garcia-Nafria, J.,
Watson, J., y Greger, |., 2016, Sci Rep (https://doi.org/10.1038/srep27459).
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Metodologia

Clonacion en vector de sobreexpresion pET28

El presente trabajo es una continuacion de la tesis de Licenciatura de Gabriela
Espinoza (Instituto Tecnoldgico de Sonora, 2024) donde se realiz6 la subclonacion
de los genes sintéticos de EhAIKD-1, -2 y -3 en el vector pMini (New England Biolab)
en el laboratorio de integridad genomica a cargo del Dr. Carlos Trasvifia en el
CINVESTAV. Estos genes sintéticos contienen el marco de lectura (ORF, por sus
siglas en inglés) que codifica para las EhAIkDs de E. histolytica, con codones
optimizados para su expresion en cepas de E. coli. Por lo tanto, en este trabajo se
usaron las construcciones EhAIKD-pMini para obtener los ORFs optimizados y
clonarlos en el vector de expresion pET28. Esto se realizé6 mediante la técnica de
clonacion in vivo (IVA, por sus siglas en inglés) que consistié en amplificar por PCR
el vector pET28 y los respectivos ORFs de las EhAIkDs con los oligonucleotidos que
se muestran en la Tabla 1. Estos oligonucleétidos generan fragmentos
complementarios entre el inserto (EhAIKDs) y pET28 de al menos 15 pares de bases
(pb). Ambos productos de PCR son digeridos con la enzima Dpnl para eliminar el
ADN metilado. Finalmente, cada uno de los fragmentos EhAIKDs y el vector pET28
son recombinados in vivo en cepas T10 deficientes de RecA. De las reacciones de
PCR donde se obtuvieron los fragmentos de los insertos con EhAIKDs y el vector
pET28 se utilizaron 10 uL de cada uno para transformar células T10 quimicamente
competentes por Cloruro de Rubidio y choque térmico. Las células transformadas
gue contienen el gen de resistencia a kanamicina formaron colonias de las cuales
al menos 10 colonias fueron analizadas por PCR de colonia con los oligonucleétidos
especificos para cada ORF, enlistados en la tabla 1 (Los oligonucleotidos forward y
reverse son etiguetados como Fw y Rv, respectivamente).

. Posteriormente, tres colonias positivas fueron enviadas al Instituto Nacional de
Ciencias Gendmicas (INMEGEN) para su secuenciacion por el método de Sanger.

Oligonucleétido Secuencia (5’-3’)

IVAEhAIKD1Fw GTGCCGCGCGGCAGCCATATGGCTACCACCTCACA

IVAEhAIKD1Rv GTTAGCAGCCGGATCCTATAAACTATATTTTGAATTTTGG

IVAEhAIKD2Fw GTGCCGCGCGGCAGCCATATGACGGAAGAAATTGTC
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IVAEhAIKD2RvV GTTAGCAGCCGGATCCTAATTTGACGGATGTGACATC

IVAEhAIKD3Fw GTGCCGCGCGGCAGCCATATGAAGGCAAACGAATT

IVAEhAIKD3Rv GTTAGCAGCCGGATCCTATTTTTGCTTTGCCAATTC
IVAPet28Fw GATCCGGCTGCTAACAAAGCCC

IVAPet28Rv GCTGCCGCGCGGCACCAG

Tabla 1

Optimizacion de las condiciones de sobreexpresion de EhAIKDs

Al menos una clona de cada construccion de EhAIKD-pET28 cuya secuenciacion
Sanger fue satisfactoria (sin mutaciones y con marco de lectura completo) fue
evaluada en la cepa BL21-pKJE7 de E. coli para realizar la sobreexpresion de
proteinas. Para ello, se transformaron por choque térmico (un método fisico-quimico
que utiliza calor para introducir plasmidos o secuencias de ADN al interior de una
bacteria para conferir alguna caracteristica fenotipica) células BL21-pKJE7 con las
construcciones de EhAIKD-pET28. Una colonia derivada de cada transformacion se
cultivé en 5 mL de Luria Broth (LB) suplementado con 50 ug/mL y 34 ug/mL de
kanamicina y cloranfenicol, respectivamente. Esto constituy6 un pre-inéculo que se
uso para inocular 500mL de medio LB suplementado con el antibiético kanamicina
y cloranfenicol. Estos cultivos se mantuvieron en crecimiento en agitacion constante
de 180 rpm a 37 °C, hasta alcanzar una densidad Optica de 0.6 a 37 °C, que
representa la fase exponencial de crecimiento del cultivo. Una vez alcanzada la
densidad 6ptica deseada se indujo la expresién de las proteinas EhAIKD mediante
la suplementaciéon de IPTG 1mM a 25 °C con agitacion constante de 180 rpm. Para
medir el nivel de sobreexpresion de las proteinas de interés se tomaron muestras
de 50 mL de cultivo en los tiempos 0 (antes de la suplementacion de IPTG), 2, 4, 6
y 8 horas posterior a la suplementacion con IPTG. Los 50 mL de cultivo tomados en
diferentes tiempos fueron centrifugados a 8000 g por 10 min a 4 °C para obtener un
pellet de bacterias. Los pellets fueron resuspendidos en un buffer de lisis (30 mM
Tris [pH 7.5], 1 M NaCl, 20 mM beta-mercaptoetanol y 10% glicerol) y fragmentados
mediante sonicacion. La fraccion soluble de la lisis bacteriana se obtuvo por
centrifugacion a 13,000 g por 1h. Un total de 20 uL de fraccion soluble fueron
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analizados en geles de acrilamida con SDS mediante electroforesis y tincion con
azul de Coomassie. En los geles se midio la aparicion y abundancia de las bandas
de las proteinas recombinantes tefildas con azul de Coomassie en los pesos
moleculares de 30.9, 39.8 y 29 kDa para EhAIKD-1, 2 y 3, respectivamente.

Sobreexpresion de EhAIKDs

Una vez encontrado el tiempo minimo de expresion para inducir la mayor cantidad
las EhAIKDs recombinantes, se escald su expresion a cultivos de 2 L para realizar
la purificacion de estas proteinas. Una vez determinado el tiempo 6ptimo de
induccion para cada EhAIKD se colectaron las células por centrifugacion (8000 g,
por 10 min a 4 °C) y se conservo el pellet bacteriano a -80 °C hasta proceder con
su purificacion.
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Resultados

Clonacion de los genes AlkD 1, -2 y -3 por el método de clonacion IVA
1) Los oligonucleotidos liofilizados fueron resuspendidos en buffer TE (10mM
Tris, ImM EDTA, pH 8) para generar una solucion stock.

Posteriormente, las soluciones stock se diluyeron 10 veces para generar las
soluciones de trabajo.

Nombre del oligonucleétido Concentraciéon Molar Agregar TE (Stock 100uM)
IVAPETFw 23.22 nmol 232.2 ul
IVAPETFw 24.36 nmol 243.6 ul

IVAEhAIKD1Fw 45.53 nmol 455.3 ul
IVAEhAIKD1Rv 42.57 nmol 425.7 ul
IVAEhAIKD2Fw 42.03 nmol 420.3 ul
IVAEhAIKD2Rv 41.26 nmol 412.6 ul
IVAEhAIKD3Fw 44.32 nmol 443.2 ul
IVAEhAIKD3Rv 46.11 nmol 461.1 ul

2) Amplificacion de los genes por PCR (reaccion en cadena de la polimerasa).
El vector pET28 asi como los genes AlkD 1, -2 y -3, fueron amplificados por
medio de una PCR de punto final.

Reaccion de PCR
2X Phusion buffer (New Englands Biolabs, M0531S) [12.5
10uM Oligo Forward
10uM Oligo Reverse
Templado de ADN
H.0 9.5
Volumen Final 25ul
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Condiciones del ciclo de amplificaciéon de PCR para los genes AlkDs:

1 > | 3 | a4 | s 6 7
98°C 98°C
00:30  00:10 72°C G 72°C
so'c | 03:00 0 10:00
00:20 T
0
4°C
2 oo
0/25x

3) Tratamiento con la enzima Dpnl (New Englands Biolabs, R0176S). A cada
PCR se le agreg6 1ul de enzima Dnpl y se incubd por 2 horas a 37°C para
eliminar todo el ADN metilado.

4) Inactivacion de la enzima Dpnl. Posterior a la digestion con la enzima de
restriccion, las muestras de PCR se incubaron durante 20 min a 85°C para

inactivar la enzima de restriccion.

5) Los tamafios esperados de los amplicones es el siguiente:

Amplicén Tm Tamaiio del amplicén (pb)
pET28 69°C 8000
AlkD1 50°C 900
AlkD2 50°C 1200
alkD3 50°C 800

6) Todos los productos de PCR se sometieron a electroforesis en un gel de
agarosa al 1% y se muestran los tamafos de los amplicones.
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Fig 3. Gel de agarosa al 1% con los productos
obtenidos por PCR. Lo tamafos de los amplicones
esperados coinciden con los obtenidos.

7) Transformacion bacteriana. Posteriormente se utilizaron 10 uL de cada una
de las reacciones de PCR para los genes AIKD1, 2 y 3 con 10ul de vector
respectivamente. Adicionalmente y como control de transformacion se
usaron 10ul de vector.

8)

9)

El protocolo de choque térmico utilizado es el siguiente:

Descongelar bacterias competentes por cloruro de rubidio en hielo por 20
min.

Agregar el ADN (vector y fragmento)

Incubar los tubos en hielo por 20 min

Proceder al heat shock a 42°C por 45 segundos.

Retirar e incubar en hielo por 5 min

Agregar 500 ml de medio LB sin antibi6tico

Incubar las bacterias a 37°C en agitacion constante a 200 rpm

Distribuir las bacterias en una caja de Petri con medio LB-agar
previamente suplementado con el antibiotico kanamicina (50mg/ml)
Incubar las cajas a 37°C no mas de 16 horas.

Obtencién de bacterias transformadas que contienen el gen de resistencia a
kanamicina. Es importante mencionar que el nimero de colonias obtenidas
cuando se usaron los genes es mayor que la transformacion del plasmido
PET28 sin genes, lo cual indica que las colonias formadas con los genes de
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interés tienen amplias posibilidades de haber sido integradas al plasmido
pPET28.

pET28

s

pET28 + AlkD1

P

pET28 + AlkD2

2

pET28 + AlkD3

Fig 4. Formacion de colonias transformadas.

Plasmido Numero de colonias transformadas
pET28 12
pET28+AlkD1 56
pET28+AlkD2 80
pET28+AlkD3 120

10) Se seleccionaron 10 colonias de cada transformacién para determinar si
contienen al gen de interés y antes de inocular los tubos de PCR se hizo una
caja como respaldo donde se inocula cada clona seleccionada y se incuba a
37°C por no mas de 16 horas.

Incubaciéon

Depdsito de indculos a37°C > 16 horas después

Al mismo tiempo, las colonias fueron analizadas por PCR de punto final
utilizando los oligonucle6tidos especificos para cada ORF. En este ensayo solo las
colonias 1, 2, 4y 8 de la construccién peT28 + EhAIKD1 amplificaron el producto de
PCR esperado.
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pET28 + AlkD1 pET28 + AlkD2 pET28 + AlkD3

MW 1Kb Plus

Clonas 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

MW 1Kb Plus

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

re g N *

. - - P - -

Al no obtener clonas positivas para los genes AIkD2 y Alkd3, repetimos todo
el procedimiento descrito anteriormente sin obtener resultados positivos por
PCR.

pET28 + AlkD2 pET28 + AlkD3

Clonas 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

=

Por esta raz6n y como una alternativa para realizar una seleccién de las otras
dos construcciones (pET28+AIkD2 y pET28+Alkd3) se decidié hacer cultivos
de las colonias para amplificar y purificar los plasmidos. Una vez purificados
fueron tratados con las enzimas de restriccion Ndel (New Englands Biolabs,
RG111S) y BamHI (New Englands Biolabs, R3136S) para analizar el patrén
de corte generado y determinar si los genes AIkD2 y 3 fueron clonados.

Las clonas utilizadas para pET28+AIkD2 fueron 11, 13, 15 y 19 y para
pET28+AlkD3 fueron 18 y 20. Las enzimas de restriccion usadas fueron
Ndel/BamHI y el patron de corte obtenido se muestra a continuacion:

Clonas 13 15 11 '1_9 18 20
- E “* . -
T \

- e
— -
- -
B
- -
-
-
1 -
f - ——
-

pET28 + AlkD2 PET28 + AlkD3
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Finalmente, los plasmidos purificados que se enviaron a secuenciar para
confirmar la fidelidad de las secuencias de los genes de interés son los

siguientes:

Plasmido Numero de Clona Secuenciacion
dsIVAEhAIkD1 ly2 Correcta
dsIVAEhAIkD2 11y 13 Correcta
dsIVAEhAIKD3 18y 20 Correcta

Optimizacion de las condiciones de sobreexpresion de EhAIkDs

Las construcciones obtenidas de las enzimas EhAIKD1, 2 y 3 en el vector pET28 se
purificaron por el método MiniPrep de Qiagen. Cada plasmido obtenido fue
transformado en la cepa E.Coli BL21-pKJE7 quimicamente competente por choque
térmico. De cada construccion se eligié una colonia independiente y se cultivd en
5ml de medio LB suplementado con los antibi6ticos kanamicina (kan 50ug/mL) y
cloranfenicol (34ug/mL), Figura 5.

Figura 5. Bacterias BL21-pKJE7 quimicamente competentes transformadas con las
construcciones pET28 + EhAIKD1, -2 y -3 respectivamente.

Los pre-inéculos se cultivaron a 37°C durante toda la noche en agitacion constante
(180 rpm). Una vez obtenidos, fueron utilizados para la inoculacién de 1 litro de
medio LB suplementado con kanamicina y cloranfenicol en las concentraciones
previamente mencionadas. Los cultivos se incubaron a 37°C y 180 rpm, hasta
alcanzar una densidad Optica cercana a 0.6, la cual se logro en aproximadamente
3 horas (ver en la siguiente tabla).
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Tiempo que tard6 cada cultivo de cada gen en alcanzar la densidad 6ptica deseada
alcanzando el valor mas cercano a la densidad Optica deseada de 0.6 a las tres
horas.

Gen\Tiempo | Omin | 60 min [ 120 min 180 min

EhAIkD1 0.031 0.037 0.418 0.526
EhAIkD2 0.004 0.031 0.329 0.467
EhAIKD3 -0.013 0.001 0.337 0.451

Una vez obtenida una densidad oOptica aceptable, se inicié con la induccion de las
proteinas recombinantes EhAIKD1, 2 y 3 suplementando con IPTG (0.25mM,
GOLDBIO, 12481C25) en la cepa de E.Coli BL21-pKJE7. Las bacterias se
mantuvieron a 30°C/180rpm. Para determinar la abundancia de las proteinas
recombinantes, se tomaron 50 ml de muestra del cultivo cada 2 horas por un tiempo
de 8 horas. Esta alicuota se centrifugd a 4°C, por 10 min a 6000rpm para obtener
un pellet que se congel6 a -80°C hasta su posterior uso.

Cada cultivo bacteriano amplificado para cada proteina EhALKD fue descongelado,
suplementado con PMSF (100 mM) y fragmentado por sonicacién en hielo mediante
10 ciclos de 30 segundos de sonicacion / 30 segundos reposo a 80% de amplitud.
Lo anterior tenia como finalidad lisar las células y liberar las proteinas
recombinantes. Posteriormente se hizo una centrifugacion por 1 hora a 4°C y el
material obtenido se sometio a electroforesis en gel de acrilamida, tefiido con azul
Coomassie. El peso molecular esperado de los genes EhAIkD1, -2 y -3 puede verse
en la Tabla 3. En estos geles, se observa en el peso molecular esperado la
sobreexpresion de las proteinas AIkD2 y 3 a partir de las 4 y 2 horas de induccién,
respectivamente (Figura 7 y 8). En contraste, bajo las mismas condiciones de
sobreexpresion de las proteinas recombinantes AlkD2 y 3, no se identifica la
sobreexpresion de la proteina AIKD1 en el gel de acrilamida (figura 6). Este resultado
puede deberse a varios factores, por ejemplo: a) una conformacién estructural
incorrecta de la proteina, o b) que se haya vuelto un cuerpo de inclusién por la
asociacion con otras proteinas formando asi un agregado insoluble de proteina
(Baneyx y Mujacic, 2004).
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Peso molecular esperado de los genes EhAIKD’s expresado en kDa:

Genes Pesos moleculares (kDa)
EhAIKD1 30.9
EhAIKD2 39.8
EhAIKD3 29
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Figura 6. Electroforesis en gel de acrilamida, tefiido con azul Coomassie que
muestra el peso molecular aproximado de la proteina AlkD1 (30.9 kDa). La primera
columna de izquierda a derecha muestra el biomarcador (escalera), la segunda el
negativo antes de la induccién con IPTG, las 4 siguientes son los tiempos después
de la induccién de 2, 4, 6 y 8 horas.
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Figura 7. Electroforesis en gel de acrilamida, tefiido con azul Coomassie que
muestra la sobreexpresion de la proteina AlkD2, se muestra el biomarcador
(escalera), el negativo antes de la induccion con IPTG, y la expresion de la proteina
después de 2, 4 6 y 8 horas afiadiendo IPTG para inducir la sobreexpresion.
Indicando ademas el peso molecular aproximado de la proteina AIkD2 (39.8 kDa).
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Figura 8. Electroforesis en gel de acrilamida, tefiido con azul coomassie muestra
sobreexpresion de la proteina AlkD3, se muestra el biomarcador (escalera), el
negativo antes de la induccién con IPTG, y la expresion de la proteina después de
2,4 6 y 8 horas afiadiendo IPTG para inducir la sobreexpresion.
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Conclusiones

Segun los datos expuestos anteriormente, se concluye que el primer objetivo
planteado para el desarrollo de esta tesis relacionado con generar los vectores de
sobreexpresion se completé cabalmente, completar este paso fue fundamental para
la continuidad y desarrollo de este proyecto.

En relacion con el segundo objetivo, se lograron sobreexpresar las proteinas de los
genes AlkD2 y AIKD3 con las condiciones usadas en esta investigacion. No
obstante, para la AlkD1 las condiciones ensayadas hasta este momento no son
Optimas para su sobreexpresion. Por lo anterior, se sugiere continuar optimizando
la sobreexpresion de AlkD1, lo cual sera crucial para completar este protocolo de
investigacion.

Recomendaciones

En virtud de lo presentado hasta aqui, consideramos imperiosa la necesidad de
establecer las condiciones Optimas para sobreexpresar AlIkD1 en trabajos
posteriores. Se recomienda probar la sobreexpresion a bajas temperaturas (10 °C)
y otros medios de cultivo como el Terrific Broth que permite hacer inducciones a
altas densidades de cultivo. Adicionalmente, consideramos necesario realizar una
purificacion de todas las proteinas por cromatografia de afinidad a niquel y heparina.
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