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Propésito y Método del Estudio: Los dominios Per-ARNT-Sim (PAS) son médulos
sensoriales y de interaccion versétiles en la transduccién de senales que les permiten a

los organismos adaptarse a cambios en su ambiente externo.

Nuestra hipétesis es que el dominio PAS de RsbP de Bacillus subtilis forma estructuras
cuaternarias definidas con el dominio de respuesta diguanilato ciclasa, en presencia de
un bucle enrollado o de un dominio PAS alternativo. Nuestro objetivo es determinar la
estructura cuaternaria por medio de cromatografia de filtracién en gel de proteinas
quiméricas que contengan diferentes combinaciones de RsbP-PAS, diguanilato ciclasa

y diferentes estructuras de unidén entre ambos dominios.

Contribuciones y Conclusiones: En el presente estudio se logré el disefo, expresion
y purificacion de tres proteinas quiméricas con diferente combinacién del dominio
sensorial PAS de RsbP de B. subtilis (RsbP-PAS) y el dominio de respuesta diguanilato
ciclasa, también se modifico el tipo de union entre los dominios: bucle enrollado por un
dominio PAS completo y distinto a RsbP-PAS, verificando asi la contribucion del bucle o

del dominio PAS a la estructura cuaternaria.

Las proteinas quiméricas fueron clonadas y expresadas en el vector pGEX-4T-2 que
contiene la secuencia que codifica para la proteina de fusion glutation S-transferasa
(GST), esto facilité las etapas de purificacion mediante cromatografia por afinidad y
finalmente se determind su estructura cuaternaria por medio de cromatografia de

exclusién por tamano.

Los resultados obtenidos indican que la quimera 1: RsbP-PAS asociado a un dominio
PAS alternativo, mostro una proteina de entre 31-34 kDa, consistente con monémero.
La quimera 2: RsbP-PAS, el bucle enrollado de Bacillus subtilis y el dominio de respuesta
GGDEF, mostré una proteina de entre 74-76 kDa lo que indica la formacion de un

dimero. La quimera 3: RsbP-PAS, un dominio PAS alternativo, el bucle enrollado de
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Bacillus subtilis y el dominio GGDEF, muestra una proteina de entre 46-47 kDa

consistente con la formacién de un mondémero.

Los resultados obtenidos nos muestran como los dominios PAS pueden presentar
diferentes estructuras cuaternarias como lo establecimos en nuestra hipotesis, estos
cambios en las proteinas oligoméricas originados en un dominio PAS se pueden
propagar a través de la interface entre el dominio PAS y el dominio de respuesta

permitiendo la interaccién entre los dominios.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCCION

1.1 Sistemas de transduccion de senales

Los organismos tienen sistemas de transduccion de sefiales que les permiten ajustar su
comportamiento interno a circunstancias cambiantes en su ambiente externo. Estos
sistemas constan de proteinas que poseen estructuras modulares, es decir, contienen
dominios sensoriales y dominios de respuesta [1]. Entre estos dominios ocurren
interacciones que controlan el flujo de la informacién obtenida a partir de senales
ambientales y la comunican a otras proteinas en una cascada de reacciones bioquimicas

generando asi una respuesta intracelular [1,2].

Los sistemas de transduccion de sefiales pueden ser visualizados como redes
consistentes de multiples dominios, sensores-transduccion que se ensamblan en varias
combinaciones con muy pocas restricciones [2]. Los sistemas de sefalizacién incluyen
diferentes proteinas sensoriales que se encuentran asociados a un dominio de respuesta
y frecuentemente regulan la expresién genética diferencial. Los dominios sensores al
monitorear cambios ambientales o intracelulares, transfieren la sefal detectada al
dominio de salida, lo que genera una variedad de respuestas, incluyendo cambios en la
expresion de los genes o niveles de segundos mensajeros y modificacién covalente de

las proteinas [2].
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1.2 Dominios PAS

El andlisis de secuencias de reguladores de respuesta codificados por los genomas de
bacterias y arqueas ha revelado una arquitectura compleja de los dominios de las
proteinas codificadas, algunas de estas proteinas sensoriales contienen dominios PAS.
Los dominios PAS, actuan como mddulos sensoriales y de interaccién versatiles en la

transduccién de senales [1,2].

Los dominios PAS se encuentran localizados en el citoplasma lo que sugiere que
responden a estimulos intracelulares. En proteinas unidas a membranas se han
encontrado adyacentes a las regiones transmembranales por lo tanto, es posible que
interactuen con dominios de otras proteinas de membrana asociadas respondiendo a

cambios en el exterior de la célula [3].

Los dominios PAS son modulos importantes de sefalizacidn que pueden detectar
estimulos fisicos o quimicos como cambios de luz, potencial redox, concentraciones de
oxigeno, union de pequefios ligandos o cambios en los niveles energéticos de la célula

13, 21, 22].

Diversos dominios de respuesta son regulados por los dominios PAS. Estos incluyen
histidina quinasas, serina/treonina quinasas, fosfodiesterasas, diguanilato ciclasas,
factores de transcripcion, canales iénicos y proteinas quimio tacticas y se encuentran
combinados con una gran variedad de modulos regulatorios en proteinas multidominios.
Como resultado, controlan un amplio espectro de respuestas celulares a cambios

ambientales y condiciones intracelulares [4, 28, 38].
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Entre las respuestas que se conocen que son mediadas por estos dominios esta la
fijacion de nitrégeno en rhizobia, procesos de fototropismo en plantas, comportamiento
del ciclo circadiano en insectos, apertura o cierre de los canales idnicos en vertebrados,
regulacidén de la respuesta a hipoxia y desarrollo embriol6gico en el sistema nervioso

central [4, 6, 7].

También tienen importancia en el ambito médico como en el caso de la proteina sGC
(Guanilato ciclasa soluble) que contiene en su estructura un dominio PAS asociado a la
unién de NO (monéxido de nitrégeno) en enfermedades cardiacas [9]. El factor inducible
a hipoxia también contiene un dominio PAS y se encuentra involucrado en procesos de
hipoxia en el miocardio, isquemia cerebral y en hipoxia tumoral [13]. Analisis de
secuencias de amino acidos indican que alrededor de 43 proteinas contienen dominios

PAS en el genoma humano [13].

El término PAS deriva de la primera letra del nombre de tres de las proteinas en las
cuales inicialmente fueron identificados, estas son: Per — period circadian protein, ARNT-
Aryl Hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator protein y Sim — single-minded protein.
Estos dominios comprenden entre 100 y 120 aminoéacidos y se han encontrado

distribuidos en proteinas en los 3 reinos de la vida Bacteria, Archaea, y Eucarya[10, 13].

En la tabla 1 se muestra la amplia distribucién de los dominios PAS en el arbol
filogenético, se muestran algunas proteinas en las cuales se encuentra como su funcién

asociada [3].
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Tabla 1. Distribucion de los dominios PAS en el arbol filogenético, con sus correspondientes

proteinas y funciones.

A la izquierda se muestra la especie, en la segunda columna la proteina y en la tercera columna la funcién

asociada. Modificado de Galperin MY, 2006 [3].

Proteina | Funcién asociada

Bacteria

Sinorhizobium meliloti | FixL Regulador de la fijacion de nitrégeno
dependiente de oxigeno

Azorhizobium NtrY Control de los niveles de nitrégeno

japonicum

Azospirillum brasilense | NtrB Control de la asimilacién de nitrégeno

Agrobacterium McpA Transductor en quimiotaxis

tumefaciens

Bordetella BvgS Control de virulencia

bronchiseptica

Escherichia coli ArcB Regulador del metabolismo aeroébico
dependiente redox

Escherichia coli PhoR Control del regulon de fosfato

Pseudomonas putida TodS Control de la degradacién de tolueno

AZzotobacter vinelandii NifL Regulacién de la fijacién de nitrégeno

Bacillus subtilis KinA Control de la esporulacion

Archae

Halobacterium Bat Activador  bacterio-opsin  dependiente  de

salinarum oxigeno

Archaeoglobus fulgidis | AF1034 | Transductor en quimiotaxis

Eucarya

Dictyostelium DokA Control de la respuesta osmética

discoideum

Saccharomyces YB89 Regulador transcripcional

cerevisiae

Neurospora crassa Wce-1 Regulador de la transcripcion en respuesta a luz
azul

Arabidopsis thaliana PhyB Foto transductor del fitocromo

Arabidopsis thaliana NPH1 Control de procesos de fototropismo

Drosophila EAG Subunidad del canal de potasio sensible al

melanogaster voltaje

Homo sapiens h-ERG Subunidad del canal de potasio sensible al
voltaje

Homo sapiens HIF-1a Factor inducible de hipoxia

Los dominios PAS asi como otros dominios conservados que se conocen, tipicamente

forman grandes super familias proteicas que comparten una estructura tridimensional,
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pero a diferencia de otras familias proteicas varia mucho con respecto a su secuencia

de aminoacidos y propiedades funcionales.

Las familias proteicas clasicas tienen un sitio activo en comun y por lo tanto contienen
residuos conservados en el sitio activo, sin embargo, los dominios PAS muestran un alto
grado de variacién [13] pero comparten una estructura Gnica que se compone por cinco
laminas B antiparalelas denotadas AB, BB, G, HB e IB flanqueadas por varias a-hélices

denotadas Ca, Da, Ea y Fa como se muestra en la figura 1, [4].

Figura 1 Estructura caracteristica
de los dominios PAS, el cual
consiste en cinco laminas B
antiparalelas  flanqueadas por
varias hélices alfa [4].

El mecanismo de senalizacion de los dominios PAS se cree que es natural e
inherentemente termodinamico. La presencia de la sefal altera ya sea la afinidad
intramolecular de una parte de la proteina o dominio a través de un cambio en la
dinamica o estructura terciaria; o bien podria alterar la afinidad intermolecular de una
proteina o dominio por otra proteina o dominio a través de un cambio en su estructura

cuaternaria, o podrian presentarse ambos cambios [4].

Estudios previos han sugerido que el evento de sefalizacién se origina en un nucleo

conservado (una lamina B central) que detecta la sefial. Esta se transmite a través del
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sitio de unién del ligando a la interface del dimero a través de la distorsion de la lamina
B, a través de un bucle enrollado y hélices alfa anfipaticas en el extremo N-terminal del
nucleo del dominio de respuesta que generalmente son dimeros que se encuentran
unidos covalentemente. En respuesta se generan cambios estructurales en la estructura
cuaternaria y cambios dinamicos predominantemente en las laminas beta. Pudiera ser

que los cambios estructurales propicien la comunicacién alostérica [15].

Los cambios en la estructura cuaternaria de los dominios PAS podrian propagarse a la
region entre el dominio PAS y el efector y, finalmente, al dominio efector en si. De esta
forma los dominios sensor y efector no estan obligados a interactuar estructuralmente
entre si, los cambios en la estructura cuaternaria inducida por la sefal le permite a los

dominios PAS interactuar y regular una amplia variedad de dominios efectores [15].

1.3 Estructura de los dominios PAS

La identificacién de los dominios PAS es complicada por su bajo nivel relativo de
secuencias homologas, en promedio la similitud de secuencias identificada es menor al
20%, de modo que su identificacién debe realizarse con base en su estructura

caracteristica.

-Laminas

Estudios enfocados en el andlisis estructural de los dominios PAS han revelado que la
region mas conservada es la estructura de las laminas 3, en el nucleo del dominio. Se
cree que esta lamina B es de gran importancia para interacciones intra e inter-
moleculares y que es muy versatil en su habilidad para acomodar homo y heterodimeros

entre los monémeros de PAS [15, 16, 25].
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-Hélices-a

Las hélices-a varian considerablemente en orientacion, tamafo y ndmero, son una
region estructuralmente muy poco conservada, esto podria representar un elemento
importante en la diversidad estructural entre distintos dominios PAS en una familia que
se caracteriza por su similitud estructural. El rol caracteristico de las hélices a, es
predominantemente limitado a interacciones con cofactores unidos internamente o con
las rutas utilizadas por estos cofactores para unirse a los dominios PAS. Algunas
proteinas PAS se asocian asi mismas por medio de bucles que se unen a las hélices a
en la superficie, pero la relevancia funcional de estas interacciones aun permanecen en
general desconocidas, algunos estudios sugieren que las hélices a podrian jugar un rol
importante en mediar la regulacion de la transcripcidon por algunas proteinas de la familia

PAS [16].

-Interface/ ligando

Entre el dominio PAS y el dominio de respuesta se encuentra una regién de aminoacidos
que funciona como interface. En la mayoria de las proteinas que contienen dominios
PAS asociados a dominios de respuesta tipo histidina quinasas, especialmente en
aquellas de origen procariético, el nacleo del dominio PAS se encuentra unido al nacleo
del siguiente dominio por medio de ligandos cortos, usualmente entre 20 y 40
aminoacidos. Cuando estos ligandos han sido analizados se encuentra en ellos poca
homologia en su secuencia de amino acidos. Sin embargo, el largo de los ligandos
muestra una notable caracteristica de hidrofobicidad en sus residuos y periodicidad en
residuos que difieren entre ellos por multiplos de 7 (Ej 7, 14 o 21), indicando que estos

ligandos forman a-hélices anfipaticas y bucles enrollados [4].
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Se extendi6 este analisis a dominios PAS unidos al extremo N-terminal de dominios
diguanilato ciclasa (GGDEF), y se encontraron las mismas caracteristicas de
hidrofobicidad y residuos que difieren entre ellos por multiplos de 7. En aproximadamente
85% de 2074 proteinas analizadas los ligandos entre los dominios PAS y GGDEF tenian
un tamano idéntico, lo que sugiere que los requerimientos estructurales para el ligando
sSONn mMas rigurosos en comparacion a otros dominios. El otro 15% de las proteinas con

dominios PAS y GGDEF tienen ligandos que se extienden por multiplos de 7 residuos

[4]

El mismo patrén de residuos con multiplos de 7 se observo para ligandos entre dominios
PAS en tandem. En el caso de dominios PAS unidos a otros dominios efectores los
ligandos son mas cortos 0 mas largos por multiplos de 3 0 4 amino acidos que son
consistentes con a-hélices como ligandos pero no necesariamente con bucles
enrollados. Esto sugiere que los ligandos cortos estructuralmente adoptan la forma de

a-hélices y en algunos casos forman bucles enrollados [4].

-Ncap

El Ncap, comprendida en la region flanqueante en el extremo N-terminal juega un rol
critico en la estabilizacién de los dimeros de PAS. También se ha sugerido que esta
region es de importancia para establecer la estructura cuaternaria y funcion del dominio

PAS [15].

-Dominio de respuesta
El dominio de respuesta al cual este asociado el dominio PAS dicta en gran manera el
estado oligomérico de los dominios PAS por ejemplo, en la proteina completa ecDOS

que contiene fosfodiesterasa y un dominio PAS que une un grupo heme como dominio
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de respuesta predominantemente forman tetrameros mientras que en el caso de PAS

unidos al grupo heme solamente puede formar dimeros [15, 35, 37].

1.4 Transduccion de la sefal por los dominios PAS

Aln no se conoce con certeza como funciona el mecanismo de sefalizaciéon de los
dominios PAS. La sefal puede ser propagada a través de los dominios PAS por medio
de una combinacion de cambios dinamicos y estructurales [4]. En algunos casos se ha
encontrado que los dominios PAS interactian con pequenos ligandos que desatan el
proceso de sefalizacion otras veces el cofactor es el mediador de la deteccion de la
sefal [4, 29]. Ligandos o cofactores internos como FAD, FMN o heme son requeridos en
algunos casos para traducir fluctuaciones en potencial redox, energia luminica o
concentracion de gas en una sefial util [1]. Sin embargo, para la mayoria no se han

identificado cofactores especificos [4].

Se ha propuesto en investigaciones previas que el rol de los dominios PAS es de modular
la afinidad de las proteinas por proteinas idénticas (homo-oligomerizacién) o por
proteinas distintas (hetero-oligomerizacién). La oligomerizacion, promiscuidad
estructural y la habilidad de los dominios PAS de homo o hetero-dimerizar provee
especificidad y acomodo complejo en el espacio y regularizacion temporal en redes de

sefalizacién celular [10, 20, 36].

El mecanismo de transduccion de sefales en dominios PAS puede también aplicarse a
un grupo mas grande de proteinas de senalizacion modular. Los dominios PAS son
capaces de regular la actividad de diferentes dominios efectores, en algunas proteinas
naturales de sefalizacion, diferentes dominios sensores tales como PAS, GAF o BLUF

se han encontrado que regulan la actividad del mismo tipo de dominio efector como
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histidina quinasa o diguanilato ciclasa. Estas observaciones implican que este tipo de
dominios sensores son al menos en parte intercambiables y siguen los mismos

mecanismos de sefalizacién [4].

1.5 Adaptacion y supervivencia celular

Responder a cambios en la concentracion de oxigeno, luz, potencial redox o niveles
energéticos representan ventajas conocidas para la célula, por ejemplo el oxigeno actia
como ambos aceptor final para el proceso de fosforilacién oxidativa con un alto
rendimiento de ATP y también como agente téxico que produce radicales libres daninos
cuando son parcialmente reducidos. Responder a cambios de luz y a longitudes de onda
controla respuestas celulares como el fototropismo en plantas y foto taxis en bacterias.
Existe evidencia que la disminucién de los niveles energéticos en las células impacta
primero en una disminucion del transporte de electrones y fuerza motriz de los protones
que precede un cambio observable en la concentraciébn de ATP. Monitorear estos
cambios representa una ventaja para la célula porque la alerta rapidamente para su

adaptacion y supervivencia [3, 40].

Los dominios PAS se combinan con una gran variedad de médulos sensoriales en
proteinas multidominios, un ejemplo de esto son las proteinas microbianas que
contienen uno, dos o multiples (hasta seis) dominios PAS. Como resultado, un amplio
espectro de respuestas celulares a cambios ambientales y/o condiciones intracelulares

se controla via receptores que contienen estos dominios [5].

Una de las preguntas que se han investigado es, como pueden los dominios PAS con
una estructura rigida definida comunicarse con dominios de respuesta estructuralmente

diferentes. Existe un modelo general que explica esto basandose en cambios dinamicos
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0 cambios en la estructura cuaternaria de proteinas oligoméricas. Se propone que estos
cambios son dirigidos en parte por las a-hélices o por el bucle enrollado que en general
actian como palancas para unir al dominio PAS con el dominio de respuesta. Lo
atractivo de este modelo es que elimina la necesidad de cambios para adaptar un
contacto terciario entre el dominio PAS y los diferentes dominios de respuesta que puede

controlar [1].

Evidencia experimental que soporta este modelo viene de proteinas hibridas en las que
se reemplaza un dominio PAS por otro uniéndolo a través del bucle enrollado, colocando

exitosamente el dominio de respuesta bajo el control de un dominio sensorial diferente

(1]

Estas observaciones sugieren que esta clase de dominios sensoriales son
intercambiables y sus mecanismos de sefalizacién tienen caracteristicas comunes. Una
vez entendiendo el mecanismo de accion de los dominios PAS puede ser posible el
disefio de estructuras base de fotosensores y quimiosensores artificiales que se activen

en presencia de un estimulo especifico [4].

Con base en esta premisa, se propone en este proyecto la expresion, purificacién y
caracterizacion de tres proteinas quiméricas (Figura 2) con fines de obtener un mejor
entendimiento del funcionamiento de los médulos sensoriales. Las proteinas quiméricas
se disenaron con diferente combinacién de un solo dominio PAS (RsbP-PAS) vy el
dominio de respuesta diguanilato ciclasa (GGDEF). Determinando las variaciones en las
estructuras cuaternarias se espera tener indicios del mecanismo de interaccién, es decir,
los cambios en la formacion de estructuras oligoméricas debido a posibles interacciones

de dominios distintos. También se cambid el tipo de unién entre los dominios: bucle
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enrollado por un dominio PAS completo y distinto a RsbP-PAS, verificando asi la

contribucién del bucle o del dominio PAS a la estructura cuaternaria.

Proteinas a expresar y purificar en este proyecto:

PROTEINAS DOMINIOS
9 RsbPPAS_PASa RsbP-PAS
Bacillus subtilis (cepa 168)
GGDEF
AW-” RsbPPAS_Bucle_GGDEF . i S

w Bucle enrollado
Bacillus sp. B14905

’ Dominio PAS alternativo
(No homologo a RshP-PAS)

PhyA - Fitocromo A

-‘vab RsbPPAS_PASa_Bucle_GGDEF

Figura 2. Representacion grafica de las proteinas a expresar y purificar en este proyecto para su estudio. A la izquierda se
encuentran las proteinas quiméricas y a la derecha se muestran los distintos dominios de los que estaran compuestas y la

bacteria de origen de cada uno de los dominios.
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CAPITULO 2

2. ANTECEDENTES

En conjunto el conocimiento genético y herramientas bioinformaticas nos brindan
informacion para un mejor entendimiento de los médulos sensoriales. Una de las
herramientas bioinformaticas que mas se ha utilizado es el PSI-BLAST (Position-Specific
Iterative Basic Local Alignment Search Tool), ésta nos permite la basqueda de similitud
de secuencias de aminoacidos al compararlas con secuencias de proteinas de una base

de datos [8].

Por medio del PSI-BLAST se ha realizado el andlisis de diversas proteinas, entre ellas
la proteina RsbP en Bacillus subtillis en la que se encontr6, que esta proteina se
compone de un dominio PAS en el extremo N-terminal (RsbP-PAS), una regién central
con capacidad de formar un bucle enrollado y una fosfatasa (PPM) en el extremo C-

terminal [1].

Se ha demostrado que RsbP-PAS juega un papel importante en el control de la actividad
de la fosfatasa que es necesaria para accionar el factor o® bajo condiciones de estrés
[1]. Los factores sigma son las unidades de reconocimiento de la ARN polimerasa, por

lo tanto el conjunto de genes que es expresado en la célula depende de ello [14, 19].

La actividad de o®est& gobernada por una via de transduccién de sefales con dos ramas
distintas. Una rama es especifica para estrés de energia, tales como carbono, fésforo, o

la limitacién de oxigeno, y la otra es especifica para el estrés ambiental, como la
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presencia de acido, etanol, calor o estrés alcalino. RsbP interactia con RsbQ una
proteina con actividad hidrolasa a/, y ambas forman un médulo sensorial que controla

a Bacillus subtillis en respuesta a limitaciones de energia [7, 18].

Como en el caso de Bacillus subtilis en bacterias, RsbP-PAS generalmente se localiza
en el extremo N-terminal y se asocia con diferentes dominios de respuesta por ejemplo
fosfatasa (PPM) en bacterias Gram positivas, histidina quinasa (HK) en bacterias Gram
negativas y diguanilato ciclasa (GGDEF) en ambos casos. Los dominios de respuesta
previamente mencionados, son comunes durante el proceso de transduccién de sefales
en bacterias controlando el comportamiento de las mismas para su adaptacion y

supervivencia [3].

Haciendo uso del PSI-BLAST se realiz6 una investigacion para identificar proteinas
homoélogas a RsbP-PAS, en la Figura 3 se observan todas las proteinas homdlogas
identificadas [1]. Los dominios de respuesta se encuentran unidos covalentemente al

dominio PAS con un bucle enrollado entre ellos o con uno o méas dominios PAS distintos

(1]
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Figura 3 Representacion de proteinas homologas a RsbP. A la izquierda se muestran los géneros y especies de
los microorganismos que expresan estas proteinas. A la derecha se muestran los dominios de respuesta que pueden
ser activados por el dominio PAS [1].

Aln no se conoce con certeza como funciona el mecanismo de sefalizacion de los
dominios PAS, algunas investigaciones sugieren que las senales pudieran ser
transmitidas a través de una combinacién de cambios en la dindmica y en las estructuras

terciaria y cuaternaria de las proteinas [4].

Evidencia para este mecanismo de sefalizacion se observa en el dominio fotosensor
LOV (Luz- Oxigeno- Voltaje) de YtvA que une Flavin mono nucleétido y regula a Bacillus
subtilis en respuesta a luz azul. El dominio LOV, forma un subgrupo de la familia PAS y
es un ejemplo en el cual cambios en la estructura cuaternaria permiten al dominio PAS

regular la actividad del dominio efector [39].
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Se observa en esta proteina un ligero pero significativo cambio en su estructura
cuaternaria como resultado de la absorcion de luz la cual provoca la formaciéon de un
enlace covalente entre una cisteina conservada y un atomo de carbono del anillo de
FMN que como resultado desencadena una reorganizacion en el dominio LOV. Este
cambio en la estructura cuaternaria es posiblemente un componente del mecanismo por

el cual YtvA responde a la luz [15, 26, 31].

Otro ejemplo ampliamente estudiado es la proteina sensorial FixL, esta proteina es
capaz de unir oxigeno y otras moléculas diatébmicas como CO y 6xido nitrico. En rhizobia
y en bacterias es responsable de la fijacion de nitrdgeno, respiracion anaerdbica y micro

aerdbica y del metabolismo del hidrégeno bajo condiciones de hipoxia.

Estudios cristalograficos de las formas encendida (Sin ligando) y apagada (con ligando)
del dominio heme-PAS de FixL en Bradyrhizobium japonicum (bjFixLH), Sinorhizobium
meliloti (smFixLH) y del sensor directo de oxigeno en Escherichia choli (ecDOSH) han
dado indicios del mecanismo de reconocimiento de la sefal y la iniciacién del sistema de

transduccion en los dominios heme-PAS.

Estos estudios sugieren que cambios en la estructura cuaternaria juegan un rol
importante. BjFixL forma un homodimero y en la ausencia de oxigeno, se autofosforila a
la altura de un residuo histidinico que es conservado en sensores tipo histidina quinasas.
Este cambio en su estructura cuaternaria reordena relativamente a las subunidades de

bjFixLH entre ellas para facilitar el proceso de autofosforilacién [3, 15].

Muchas proteinas sensoriales con dominios PAS incluyendo FixL existen y funcionan

como proteinas oligoméricas. Cambios en la estructura cuaternaria pueden permitir el
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sentir y responder a una senal o estimulo, posiblemente mediando la comunicacion

alostérica [15].

Los cambios en la estructura cuaternaria originados en un dominio PAS pueden
propagarse a través de la region de union o interface entre el dominio PAS y el dominio
efector y finalmente al dominio efector mismo. Estos cambios inducidos por una senal
adecuan la habilidad de los dominios PAS para regular una gran variedad de dominios

efectores [16].

Muchos sistemas de doble componente (sensor y efector) estan siendo estudiados y
debido a la variedad de respuestas mediadas por estos sistemas se les ha encontrado

aplicaciones en diversas areas.

En la actualidad, el género Shewanella ha ganado interés en el area de bioremediacién
ya que es capaz de descomponer materia organica, y de metabolizar manganeso y
oxidos de hierro transfiriendo electrones a 6xidos de metales solidos. Es capaz de
producir sulfuro a partir de tiosulfato. Shewanella es tan versatil que se ha extendido a
otros metales aceptores de electrones como uranio, cromo, yodato, tecnecio, neptunio,
plutonio, selenito, telurio, vanadato e incluso la reduccion de compuestos nitro

aromaticos.

Esta diversidad metabdlica provee al género un potencial considerable para la
bioremediacién y por su habilidad para formar biopeliculas en superficies minerales
también tiene potencial para la produccion de celdas de combustible microbianas. El
andlisis de secuencia del genoma de Shewanella oneidensis identific6 un gen pdeB

(proteina de biopeliculas de fosfodiesterasa) que codifica para los dominios PAS,

Pagina | 24



GGDEF (diguanilato ciclasa) y EAL (fosfodiesterasa) y se cree que esta proteina
multidominios esta asociada a las potenciales caracteristicas de biorremediacién en este

género [1, 30, 33].

Alkaliphilus oremlandii, es otro ejemplo de bacterias con potencial para la bioremediacion
de sitios contaminados. Es capaz de fermentar el glicerol, la fructosa y el lactato
utilizando arsenato y tiosulfato como aceptores finales de electrones. Una vez mas se
cree que estas caracteristicas podrian estar asociadas a la presencia de una proteina
multidominios que se compone por un dominio PAS homélogo a RsbP-PAS, un bucle
enrollado, dos dominios PAS no homélogos a RsbP y un dominio de respuesta

diguanilato ciclasa (GGDEF) [1, 11]

Para determinar el proceso por el cual los dominios PAS perciben y comunican las
sefales, es necesario identificar mecanismos comunes en las proteinas que poseen
dominios PAS [3]. El reacomodo en la estructura del dominio PAS induce un cambio
conformacional que se transmite a la superficie de una proteina, donde se propone que

altera el sitio de interaccion de la proteina [5].

El dominio de respuesta que estaremos utilizando para la creacion de las quimeras es
GGDEF, presente en la enzima diguanilato ciclasa que cataliza la formacién del di-GMP
ciclico (di-GMPc). El complejo celulosa sintasa es activado de manera alostérica por el
di-GMPc, una vez activado, el sistema sintetiza celulosa para los requerimientos

bacterianos [2, 34].

En Acetobacter xylinum, el di-GMPc es el regulador nucleétidico especifico de la 3-1,4-

glucan sintasa (celulosa). Se ha encontrado que las enzimas diguanilato ciclasas (DGC),
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catalizan su formacién y su contraparte las fosfodiesterasas (PDEA) cataliza su

degradacion [4].

En general, el di-GMPc estimula la biosintesis de adhesinas y exopolisacaridos,
estructuras que forman la matriz de las biopeliculas, e inhibe varias formas de motilidad
en las bacterias, controlando la transicion de la célula motil a sedentaria. Ademas, regula
funciones asociadas a virulencia en patégenos de animales, humanos y plantas, la
progresion del ciclo celular, la produccién de antibidticos y otras funciones celulares [2,

12].

A continuacién en la figura 4 se muestran las funciones controladas por el di-GMPc.

2GTP pGpG
DIGUANILATO Fosfodleoterasa

CICLASA (DGCs) (PDEs)
i / 2GMP
OH “~p. N

H:.N\ N / O O -
=N /N /
HN /{,\."-N 1/
/‘/>’—(‘ ’;.‘4. \0\ -’O H-,_-
o N P~a-
0
[ | '
MOVILIDAD VIRULENCIA SEDENTARISMO Y FORMACION CICLO CELULAR
BIOPELICULA

Expresionyactividad  Expresiondegenes Sintesisde adhesinasy Protedlisis de uninhibidos
de flagelo, devirulencia exopolisacaridos delciclo celular

movimiento natatorio
y de superficie

Figura 4 Funciones controladas por el di-GMPc A nivel celular, el di-GMPc es controlado por enzimas
con actividad de diguanilato ciclasas DGCs con su motif caracteristico GGDEF y fosfodiesterasas
especificas con su motif caracteristico EAL [2].
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Una gran variedad de funciones son controladas por el di-GMPc, a nivel celular reduce
la motilidad de la célula regulando la expresion de los genes (Ej. Pseudomonas
aeruginosa) o el ensamblado de las proteinas que conforman la estructura del flagelo
(Ej. Caulobacter crescentus), o bien interfiriendo con la funcién motora (Ej. Escherichia
coli, C. crescentus). Una concentracién reducida de di-GMPc es requerida para la
expresion de genes de virulencia (Ej. Vibrio cholerae). Mientras que una elevada
cantidad de di-GMPc estimula la produccion de funciones asociadas a la produccién de
la biopelicula, por ejemplo: la sintesis de exopolisacaridos, fimbrias y otras adhesinas.
En C. crescentus la cantidad de di-GMPc localizada es clave para la progresion del ciclo

celular [2]

Los dominios diguanilato ciclasas (GGDEF), se encuentran ampliamente representados
en proteinas de algunas bacterias como Pseudomonas aeruginosa que codifica para 17
proteinas GGDEF, Vibrio cholerae codifica para 31 proteinas GGDEF y Escherichia coli
que posee 29 proteinas con dominios GGDEF; mientras que esta ausente en otras

bacterias como Helicobacter pylori, Mycoplasma pneumoniae 'y Haemophilus influenzae

[2].

Un aspecto que caracteriza a las proteinas diguanilato ciclasas (GGDEF) es su
organizacion modular con la presencia de otros dominios de entrada generalmente
localizados hacia el N-terminal (entre 50 hasta 150 aminoacidos de longitud), los cuales
unen una variedad de ligandos y pueden también detectar sefales citoplasmaticas; se
propone que la unién al ligando crea un cambio conformacional que afecta la transmision
de la senal al dominio C-terminal y en respuesta se ven afectadas su estructura y las
reacciones enzimaticas [3]. A continuacion en la tabla 2 se anotan algunos ejemplos de

proteinas reguladoras que catalizan la sintesis e hidrélisis del di-GMPc [2].
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Tabla 2 Proteinas reguladoras con dominios GGDEF, PAS y EAL Los dominios de las proteinas incluyen
GGDEF y EAL; los dominios PAS; HTH (hélice-vuelta—hélice); TM, (dominio transmembranal); CheY (rec)
dominio receptor de fosforilacién.

Organizacion de los

Proteina Bacteria dominios Fenotipo asociado

DGC 1,2,3 Gluconobacter PAS-GGDEF-EAL Produccion de celulosa
xylinus

PDEA 1,2,3 GIuconpbacter PAS-GGDEF-EAL Produccién de celulosa
xylinus

Pseudomonas - .

FIM X aeruginosa Chey-PAS-GGDEF-EAL Motilidad contractil

Vibrio Regulacion de la produccion

Vie A cholerae Chey-EAL-HTH de la toxina colérica y

formacion de biopeliculas

En Acetobacter xylinum, bacteria productora de celulosa el di-GMPc actua como un

efector reversible y altamente especifico de la celulosa sintasa, la concentracién

intracelular del di-GMPc se mantiene por accién opuesta entre las enzimas DGC que

cataliza su formacién a partir de dos moléculas de GTP, y una fosfodiesterasa A sensible

a Ca*® (PDEA), quien en conjunto con la fosfodiesterasa B (PDEB) catalizan su

degradacion a 5 -GMP [4].

En algunos reguladores de respuesta, los dominios efectores estan desprovistos de una

actividad enzimatica “conocida” y ejercen sus efectos a través de interacciones proteina-

proteina. Por ejemplo, los reguladores de respuesta en quimiotaxis. Mientras que en

otros dominios como PAS y GAF la transduccion de sefiales implica probablemente

interacciones con otros dominios de la proteina, no la unién del ligando per se [3].
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CAPITULO 3

3.1 Hipotesis
El dominio PAS de la proteina sensorial RsbP forma estructuras cuaternarias definidas
con el dominio de respuesta diguanilato ciclasa, en presencia de un bucle enrollado o de

un dominio PAS alternativo.

3.2 Objetivo general
Determinar la estructura cuaternaria de proteinas quiméricas que contengan RsbP-PAS,

diguanilato ciclasa y diferentes estructuras de unién entre ambos dominios.

3.3 Objetivos especificos
1. Construir plasmidos para la expresién de las proteinas quiméricas en Escherichia
coli.
2. Expresar a gran escala y purificar las proteinas por medio de cromatografia de
afinidad.
3. Determinar la estructura cuaternaria de las proteinas quiméricas por medio de

cromatografia de exclusion por tamano.
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4. Metodologia de trabajo

CAPITULO 4

4.1 Material, equipo y su ubicacion

Los equipos que se utilizaron para el desarrollo de la presente tesis se encuentran en el

Laboratorio de Biotecnologia 2, ubicado en la Divisién de Estudios de Posgrado de la

Facultad de Ciencias Quimicas de la UANL y se trabaj6é también en el departamento de

Quimica y bioquimica en la Universidad de Arizona.

Construccion de

Expresion y purificacion

Determinacion de Ila

Escherichia coli

Planchas de agitacién
Microscopios
Prensa francesa
Micromanipuladores
Unidades
enfriamiento

FPLC

o Columna de sefarosa
modificada con S-
glutation.

O O O O O

de

o

plasmidos de proteinas estructura cuaternaria

o Campana de| o Cepas de expresion | o Camaras de
extraccion BL21 (DES3) electroforesis vertical

o Microcentrifuga o Inductor IPTG o Lector de

o Camara de | o Microcentrifuga microplacas
electroforesis verticaly | o Incubadora con| o Columna Superdex
horizontal agitacién 200 Increase

o Fuentes de poder o Campana de cultivo 100/300 GL

o Vortex microbiano o Estandares de

o Fotodocumentador o Campana de calibracion para

o Termociclador bioseguridad nivel II cromatografia  de

o Reactivos para PCR o Espectrofotémetro UV- exclusion

o Cepa DH5a de VIS
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o Columna de
intercambio  aniénico
(Mono Q)

4.2 Parte experimental

- * Alineacion y determinacion de secuencias con programas computacionales.

» Extraccion de DNA gendmico (kit DNeasy Blood &Tissue De QIAGEN)
» Amplificacion PCR
* Digestion
- Ligacion (T4 DNA ligasa)
* Transformacion (Cepa DH5a de E. coli)
- * Expresion de proteinas - cepa BL21(DE3)

« Cromatografia de afinidad

Determinacion de :
‘estructura » Cromatografia de
cuaternaria exclusién por tamafo
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4.3 Diseno de quimeras

En la figura 5 se muestra la fuente de informacion para la alineaciéon de proteinas con

los dominios de interés PAS y GGDEF.
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—— Bacllus an_ASICRi - T
Lysinib icus_BIMWAS -
Az sp. DIEHWD - )
f (us sp. CECTAE -
— [ Bacillus sp._AECNR4 -\
Bacifius subriﬁs 007014 = W,
| Baciflus swlunit _DEXWNG -
Psych ingrahamii_A1SX54 - {0
r Alter d: b um _AOXYC2 .—\01.8
r_{ L Shy 7 Q08213 -
. Psychromanas Ingrahamil_A1SVTI & Wi 6»
[ ! Hoeflea phatotrophica_A3SDGDS -,
Al fROi_BARXST .-uv
o] intbirs indalifex_AYEARD -
Polsrib irgemsii_ASCOHS -
A chiorop! _BUHDVD -T2
K ans, -
Mmbu:mn’um glvum_ ALTCYS - w7
Mycob, 5p._A3QOMS -]
L Wcohclnrfwn ap_QIBTYA -l
Erymmbocmsp ASPETS < —
P R urn_COBIK2 Legend: - -
— L Rhnob:mn Jeguminosarum_Q1MKKS -\
: mmfp gg;ﬁz @  RsbP-lke PAS :— -5{'9
- ~ Nocardia ca_ - ANV
Ve quplomycn coalicalor_QIXEX3 C— OlherPAS -]
iralis_BSHDOB AW goded-coil -]
Svepran-rycu ambolmns _ADACF1 -]
[ St _BE318 [ pPwipP2C) - i
St ¥ f; _QIRR41 . HPK -
L‘_‘ Stroptomy alls_ BEHJOS g -]
—— Strop sp._BAUY23 > REC P |
| Slnplomyeu avnmmmn _OS2P0 -]
Strapromy ] stwmc & cooeF -_&wwi ]
Rhizobiun leg _BEA4UO < EAL - -

Figura 5 Relacion de dominios homologos a RsbP-PAS. Arquitectura y proteinas de origen para dominios
homologos a RsbP-PAS. Las proteinas se identifican por especie e identificador UniProt.

Para determinar la secuencia de aminoacidos que corresponde a cada dominio de
interés se alinearon las proteinas en las cuales el dominio de interés esta presente. La
secuencia de aminoacidos para cada una de estas proteinas fue determinada por medio

de su numero identificador UniProt. Haciendo uso del programa Clustal omega
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disponible en linea, se realizd la alineacion de estas secuencias para poder determinar

la similitud y con esto obtener la secuencia de aminoacidos.

A continuacién en la figura 6 se muestra la alineacion de proteinas en Clustal Omega,

para el dominio GGDEF.

CLUSTAL 0(1.2.1) multiple sequence alignment

tr|ABXYD2 | ABXYD2_SGAMM
tr |BSHDVE | BEHDVE_ARTCA
tr | AGHGSS | ABWGBS_KINRD
tr|A1SX34|A1SX34_PSYIN
tr | ABMEQS | ABMEQS_ALKOO
tr | DEXIFG | DEXIE_BACIE
+r|C6CT46|CECTA6_PAES]
+r|D3EHMC | DIEMIG_GEOS4
tr|A3ICR1|A3ICR1_9BACI
tr|BIHWAS | BIHWAS_LYSSC
+r|A9DGDS | A9DGDS_ORHIZ
tr|Qe8213|Qe8213_SHEFN
r|AISVT3|AISVT3_PSYIN

Tr|ABXYD2 |ABXYD2_SGAIM
tr|B8HDVE | BBHDVE_ARTCA
tr|AGHGSS | ABKEBS_KINRD
tr|A1SX34|A1SX34_PSYIN
tr | ABMEQS | ABMEQS_ALKOO
tr | DEXIME | DEXWME_BACIE
tr|CECT46|CECTA6_PAES)
triD3EHU@ ID3EHIe GEOS4

tr |AGXY02 |ACKYO2_9GAMM
tr |B8HDVO |B8HDVE_ARTCA
tr | AGHGBS | AGHGES_KINRD
tr|A1SX34 |A1SX34_PSYIN
tr |ABMEQS | ABMEQS_ALKOO
tr | DEXIWMG | DEXIIMG_BACIE
tr |C6CT46 |C6CT46_PAES]
tr |D3EHWE |D3EHIG_GEDSA
tr|A3ICR1 |A3ICRI_9BACI
tr |BIHWAS |B1HWAS_LYSSC
+r |A9DGD5 |A9DGD5_9RHIZ
+r|Q@8213|Qe8213_SHEFN
tr |A1SVT3 |AISVT3_PSYIN

-------------------------- VHDS K TRNYXANESALNLFNLKQHSDLNENHFG
- - -MTGAGGQPVANF ESLFHQAP CGYLI TDDDGHL AAVNDTFVRISTG- YNRAELLGKRLQ
------- MNDD2SAF EALFQQAPCGYL T TDADGRVTRVNDTF LHILSG- HRREDLLGSAFN
----------------------------------- MTANQTLATMLD- LTLPDLVGKNLD
-------------- MDNAMDF APCGYI4LTPQGITKEVNYTF LAMTG- YGHEDLLENHFE
-------------- MNEQLNRAPCGYFVIMNDAF RMIEANESFASLVK - REHFELLDLNFQ
-------------- MDTLLNEAPCGYFSITDKGLIQSVNQTLLTILG- YDREELLERHIE
-------------- MDERLNYAPCGYVS I THEGMVAEVNQTFLDIMG - YRLEDVL QKHFE
-------------- MEQRLNDAPCGFLSITHEGVIAEVHHTLLNWIG- FEQVDLLQQHLE
-------------- MEQALNDAPCGFLSITHEGLTAEVNHTLLYIWIG- FEQUDLLQQHLE
------- MDRLERSDLVDVDHFPCGCLVTTIDRKVLFANQYERDYLG -WOPASLIDYPIK
MITTLESKPNSHTAFDYSPDNFQCGALYTNASNI TTYVNTYFTDELL - W¥PGQLIGKNAD
---------- MK KNAVPNLIDFFSGHLIVNKARKTLYCNNYICDLSD- QSDXSLIDNPLS
» .

HIKLTSPLSKKTLLLQNLFDVYL IPNVQNKVVLEY---------- DQTAFLLNIKFANIT
SEL-—-PVG-~—-= DQILYATHCIPQLGITGSYSEIALDIIGSDGVRHPALLTASRFAAT
RLL---PVG----- DRILWSTHSAPQLSTTGTVSEVWWEIVGADRVRRPALVTATRAPVT
VLL---TS8----- NALLFHLQUMTVLHVQGHIEEISMSLAGAKGIDIPVIFNAVRENVD
SFL---SLA----- SKITFHSLFFPQVCLXGGIDELYLTIKNANCEEMSVLLIGNMGENN
QLL---TVA----- SRVYFQTYFEPIMNIQGKVRELYLTLEY-DGKSLPVLIMSANAYG--
STM---SVA----- NKMFFRTYF YPYIRLYGQVDEMYFSFRTHKDGKDLPYLLNGIRRNRD
AMM---5TA----~ NELIFHSYFYPHINLDGHVEELFIRLENSRGESVPLILNGRKFERE

DGLTNIANRRCFDOTIDDEIQRCVRYQOPISLLICDIDFFKK YNDSYGHOK GDEALKQVA
DSLTGLPNRAGLKARFGEAPPDSAIEGNPLGAL FIDLDHF KAVHDSLGHGAGDNLLYSVA
DPLTGLPNRAGLSVHLES------ ATGTSVGVLVVDLDHFAVVHESLGVAAGDELLLTVA
DHL TGLANRREFDRMLLENMFESSISPGVARYLCCIDLDOF KL INDSCGHFAGDTLLKELS
DELTGLYNRHFLVSYLKNETEKAEAEDQPMTMALLDLDQF K LVNDTWGHPVGDEQLKHTA
DNLTHLXNRAFFEDALSYLLDLYEKEGVPFSICLIDVDEFKRAFNDTFGHLAGDFVLKELA
DPLTGLKNRRYFQEQLQKYTELSEQTEAALSLCIVDIDRF KSINDTYGHPVGDLVLTRLA
DL TGLKNRRFFQERLEEQLIQYNHNRIPLSLF I IDIDHF K AVNDTWGHGYGDEVLFDVA
DXL TGLKNRRFFQDKLEQQLNSYYESAXPFSLCILDIDHFK{VNDTF GHQUGDDVLAQLA
DKLTGLKNRRFFQEK LEQQLNSYYESAXPFSLCILDIDHFKXVNDTFGHQVGDDVLAQLA
DSLTGVSNRRELEAVLERLFKEADRSDQPLSLLMMDIDNF KL INDSYGHDAGDQVLCALA
DELTQLLMNRRENKVRSTLALEQATRSEQSVGLLLLDIDHFKI INDSFGHLEGDRVLKELG
DPLTGLLNRRELQVQAQIVTHQAARNLSTFALLFIDIDFFK3VNDTYGHPAGDXVLICLA

* X% o ¥ . % ® ¥F12 ¥ *% *
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trlAexye2 |aexye2_oaGaMM ETLQNLCKRPGDLAARYGGEEFALTLPCTNTDNAYCFSILIQKETAKLGIEHNYSEVSDN

tr|B8HDV@ |B8HDVE_ARTCA GRLAAAV-QAPGAVARLSGDEFWVDTVAGTEEASALAARLLDVIAAPT-HLED--LEIV
tr |AGHGSS | AGHGES_KIMNRD ERLCAVV-REGAVVARSSADEFVVVDRCEDLDAASALAERLLEELTAPV-VLAG--LEW
tr|A1SX34|A15X34_PSYIN VVLTQTV-RAKDLVARIGEDEF ALLFQSSDLQAAKQIAQOVIDK TAQIRFHHKD- - XFYH
tr | ASMEQS |ABMEQS_ALKCO KTILRVI-RSTDLLVRYGGEELVIIMEKTNIDDAK IVLEX IAMAIENNQYPITG----- ]
tr |DEXWMS |D6XING_BACIE I IMESHI-RNDDLYSRFGGEEFIILLPSVGYDYAIDVIEAL AMAVEDHDWI -DR---- - Q
tr |C6CT46 |C6CT46_PAES] QLLQEQS-PDGAVVARFGGEEFVILLPELDQEQALVAAERYRAATETTALG-DL-----R
tr |D3EHWE |D3EHHG_GEOSS TILKTHA- LEGETVARYGGEEFVMILPETDAEKAKAGAERLRRAVODFSIK -TG----- S
tr|A3ICR1JA3ICRI_9BACI QLLTQRA-RKEDTVARYGGEEFVMILPETELASAKELGEQIRKTVALDHWP -AG- -~ - - Q
tr |B1HWAS |BIHWAS_LYSSC QLLTQRA-RKEDTVWRYGGEEFVMILPETELANAKEIGEQIRKTVALDHWP -VG- -~~~
tr |A9DGDS |A9DGDS_9RHIZ KVLQSVC - RETDVVARLGGDEFVCVLHDTDL SGAQULADR IMAAYSK SADA-PC -~ - - -4
tr|Qe82I3|Qe8213_SHEFN HILKNFC-RQTDLVSRFGGEEFLILLPDTNK SOTLLFCHRLODSISQIXVG-DD -« « =~ -V
tr |A1SVT3 |AISVT3_PSYIN NILTQER-RVTDIVARMGGEEFALLLPNIDEENAYKLAERLRKNIEXQTID-HI -~~~ ~ ¥

tr|A@XY22 |AeXYe2_9GAMM LTLSIGFYSLIPNTK TIAEDIIAXADAAL YNAKETGRNKISESPPR--- - - === -~~~
tr|B8HDV@ |B8HDVE_ARTCA TSASIGTAVARA-GDDTLEDLIRRADIAMYRAYERGRNRWELHRPA- -ASDPAVDRLRAL
tr | A6WGSES | AGHGES_KINRD TSASIGAALAAP- EPGHADRAL FDAGVAMQRAYARGRQRVEVHDPR - -TDDGAADALRLL
tr|A15X34|A1SX34_PSYIN VGASIGVVPLDG-RYDNAEAAQQAGE TACFAALHEGRGRVEMYTOLDK TVMEQRDOQMOA
tr |ABMEQS |ASMEQS_ALKOO QTVSIGAAERA--«SELFVDIYHAADQAL YHAXNAGRNRYICS--HQ-------—- -~
tr | DEXWMG | DEXING_BACIE VTISCGLTECT--IGDDHESILARAVDDAL YRSKENGANRYTLH- -RDDE-QP--------
tr|C6CT46 |C6CTA6_PAES) ITISIGTATFA--AAETELSLLOQADQAL YHSKNNGRNRYTHY--RGP-—----—-----
te |D3EHWE |D3EHD_GE0S4 MTISIGIITAN--PODNEATLLOKADEAL YASKQNGANQYTHY--DOLR-LAGYSH----
tr |ASICRL|ASICRLI_9BACT VTISIGMATVT--SEDTGTTLLKMNADDAL YASKKNGRNQYTHF - -FOMK -~ - -~ - = -~ -~
tr | B1HWAS |BIHWAS_LYSSC VTISIGLATVT--SKDTGTTLLENADDAL YASKKHGRNQVTHF - - YDM == = = === == = =
tr |A9DGDS |A9DGD5_9RHIZ YTVSIGISGRTRLFSASSGDVLKFADKAL YDAXAGGRDRTAVQLPAYMO-RPGRNAVRHA
tr|Qe8213|Q@8213_SHEFN LTVSIGVSICD- -DKRQF TDLF TQADKAMYXAKALGRNRTEIYCLD-

tr |A1SVT3 |AISVT3_PSYIN ITVSIGLVVTRENTQTNFDILL ELADQAL YESXENGRNRTHVAQL - -

Figura 6 Alineacion de proteinas. Alineacién de proteinas en Clustal Omega, para el dominio GGDEF. El
cadigo de colores representa las caracteristicas fisicoquimicas de los residuos de aminoacidos. Donde rojo
representa residuos hidrofobicos, azul residuos acidicos, magenta residuos basicos, Verde representa
hidroxilos, sulfidrilos, aminas y G. Los asteriscos (*) muestran las regiones conservadas, los dos puntos (:)
regiones conservadas por grupos similares y el punto (.) conservacién de regiones entre grupos poco
similares.

Para corroborar la seleccion adecuada de la secuencia de aminodacidos de interés se
realizé una busqueda en la pagina del “National Center for Biotechnology Information®,
NCBI, en éste se utilizd la base de datos para proteinas y se realiz6 una busqueda de
las secuencias conservadas. Finalmente, se cotejé las secuencias establecidas como la
secuencia de interés por medio de la alineacién en Clustal Omega contra las secuencias
identificadas en el NCBI como secuencias conservadas. Se repitidé este procedimiento

para cada una de los dominios de interés.

En la figura 7 se muestra la informacion obtenida del NCBI.
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List of domain hits

|[Name Accession Description Interval E-value
GGDEF cd01949  Diguanylate-cyclase (DGC) or GGDEF domain; Diguanylate-cyclase 1479- 5.14e-
(DGC) or GGDEF domain: ... 1635 59

Diguanylate-cyclase (DGC) or GGDEF domain; Diguanylate-cyclase (DGC) or GGDEF domain: Originally
named after a conserved residue pattern, and initially described as a domain of unknown function 1 (DUF1).
This domain is widely present in bacteria, linked to a wide range of non-homologous domains in a variety of
cell signaling proteins. The domain shows homology to the adenylyl cyclase catalytic domain. This correlates
with the functional information available on two GGDEF-containing proteins, namely diguanylate cyclase and
phosphodiesterase A of Acetobacter xylinum, both of which regulate the turnover of cyclic diguanosine
monophosphate. Together with the EAL domain, GGDEF might be involved in regulating cell surface adhesion
in bacteria.

Pssm-ID: 143635 Cd Length: 158 Bit Score: 202.40 E-value: 5.14e-59
10 20 30 40 50 60 70 80

gi 158140420 1479
NIDRMTGAYTRKYFEQIFDEEIEQAKESNQPLSIIMLDIDHFKNVNDIYGHQKGDNILTEVGRIIKSNIRSTDHVGRYGG
1558

Cdd:cd01949 1
YTDPLTGLPNRRAFEERLERLLARARRSGRPLALLLIDIDHFKQINDTYGHAAGDEVLKEVAERLRSSLRESDLVARLGG
80

90 100 110 120 130 140 150

* * * | * | | | * *

o] 158140420 1559 EEFVIILPNTSNMDAFHVAEKIRLKVQSTNLLGKAEV-
LTISCGISTFPIDSNKQLQIEKADQALYHAKENGRNRSV 1635
Cdd:cd01949 81

DEFAILLPGTDLEEAEALAERLREAIEEPFFIDGQEI'VTASIGIATYPEDGEDAEELLRRADEALYRAKRSGRNRVV 158

Figura 7 Secuencias conservadas reportadas en la base de datos de ncbi. Secuencia de aminoacidos
conservados para el dominio GGDEF.

Finalmente haciendo uso del programa computacional “Charite Christo Protein”, se
evalud la presencia o no del bucle enrollado y con esto se logré disenar las proteinas

quiméricas.
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4.4 Extraccion de ADN

4.4.1 ADN gendémico de Bacillus subtilis
De la cepa de Bacillus subtilis (ATCC 13542) de la American Type Culture Collection se
extrajo el ADN gendmico con el kit DNeasy Blood &Tissue De QIAGEN. El laboratorio
de Biotecnologia Il, ya contaba con el ADN gendmico, previamente extraido por lo que

se inicié a partir de la amplificacion.

4.4.2 ADN plasmidico para las quimeras 2y 3
Los genes codificantes para las quimeras 2 y 3, fueron enviados a sintetizar con

GenScript en el vector pUC57.

4.4.3 Amplificacion del ADN gendmico
El ADN gendémico se utilizo6 como molde, se amplificaron las secuencias de ADN

pertenecientes a los dominios de interés.

Para obtener un mayor nimero de copias del fragmento de ADN de interés se llevo a
cabo la PCR. Para la PCR se realizé el disefio de primers o iniciadores los cuales se
muestran a continuacion.

Disefno de Iniciadores:

RsbP-PAS-F| 5-GGATCC ATG GAC AAA CAATTG AAT GAT GCAC-3" || BamHI |

RsbP-PAS-R|  5-GGATTCTCG CAT TGGAAT CAGAACACAATC3” || EcoRl |

PAS-Phy-F 5 GA GGG CTT GCT GAA CTG CAG GC-3' Sall
PAS-Phy-R |5 TTA AGT CAT ATC TTG GGC AAC ABAGC-3" | Notl
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Condiciones para la PCR:

Tabla 3 Volumenes utilizados para los componentes de la PCR. Para el ADN gendémico se tomé 1uLde
muestra y para el ADN plasmidico se tomaron 10 pL de muestra.

ADN gendmico Bacillus subtilis ADN plasmidico PAS alternativo
Componente onl_h;men Componente XJOLIL)Jmen
10x amortiguador estandar | 5.0 10x amortiguador estandar | 5.0
dNTP’s 1.5 dNTP’s 1.5
RsbP-PAS-R 3.0 PAS-Phy-R 3.0
RsbP-PAS-F 3.0 PAS-Phy-F 3.0
Taq polimerasa 1.0 Taq polimerasa 0.5
DNA molde 10.0 DNA molde 1.0
Agua MQ 26.5 Agua MQ 36.0
Volumen final 50.0 Volumen final 50.0

Tabla 4 Condiciones para la PCR. Se indican las temperaturas y tiempos para cada una de las etapas de

la PCR.

Paso ;I;%Tperatura ;I'rineinm)po
Desnaturalizacion Inicial | 95 2
Desnaturalizacion 95 1
Alineamiento 59 1
Elongacion 72 1.2
Elongacion Final 72 5

30 ciclos
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4.4.4 Electroforesis en gel de agarosa
Para corroborar la correcta amplificacion del ADN codificante de las proteinas de interés
se llevd a cabo una verificacion por medio de electroforesis en gel de agarosa al 0.7%.

Se espera obtener bandas a 378 pb para PAS alternativo y 330 pb para RsbP-PAS.

Preparacion de gel de agarosa al 0.7%:

El gel de agarosa al 0.7% se preparé disolviendo 0.21g agarosa marca “Bio-Rad” en 30
mL de TAE 1X (Tris-Acetato-EDTA). Se calenté y agit6 la solucién con el fin de disolver
la agarosa. Posteriormente se dejé atemperar y se adicioné bromuro de etidio para una
concentracion final de 0.5ug/mL. Esta solucién fue vaciada en el molde, se coloco el
peine y se dejo reposar para su polimerizacién. Se cargaron 5 uL de marcador y 10 yL
de las muestras. El gel se corrié bajo la siguiente condicion:

80 V/ 50 min

4.4.5 Purificacion en gel
Con el fin de aislar y purificar los fragmentos de interés de ADN obtenidos mediante la

PCR. Se lleva a cabo una purificacion en gel.

Para la purificacion en gel inicialmente se pesoé y registro el peso de los tubos Eppendorf
a utilizar. Los fragmentos del gel donde se veian las bandas de ADN en el gel de agarosa
al 0.7% fueron cortados cuidadosamente y transferidas a los tubos Eppendorf

previamente pesados, la diferencia en peso nos permitié calcular el peso del gel.
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Se adicioné 3 veces el peso del gel en volumenes de buffer QG. Se incubé a 50°C/10min,
hasta que se disolvi6 el gel (hicimos uso del vortex marca Sybron, thermolyne para
disolver el gel). Se adicioné 1 volumen de isopropanol a la muestra y se mezcl6. La
muestra se carg6 a la columna QIAquick spin. Posteriormente centrifugamos a 13,000
RPM/1 minuto y se descarté el eluido. Para lavar la columna se adicionaron 750uL de
buffer PE y centrifugamos a 13,000RPM/1min. Nuevamente se descarto el eluido. Para
colectar el ADN se colocé la columna en un tubo Eppendorf de 1.5mL, estéril y etiquetado
y se agregaron 30uL de buffer EB al centro de la membrana. Se dej6 reposar 5 minutos
y finalmente se centrifugd a 13,000RPM/1min. Se almacend el eluido a -20°C hasta su

uso.

4.5 Construccion de plasmidos

El laboratorio de Biotecnologia 2 de la Facultad de Ciencias Quimicas en la Universidad
Autéonoma de Nuevo Ledn, cuenta con una coleccién de distintos vectores de expresién
que contienen las secuencias de proteinas de fusidbn como la proteina de union a la

maltosa (MBP) o la glutation S-transferasa (GST).

Para este proyecto se decidi6 trabajar con el vector pGEX-4T-2 que se muestra en la
figura 8, este vector es resistente a ampicilina y contiene la secuencia que codifica para
la proteina de fusion GST (glutation S-transferasa), lo que le confiere cualidades a la
proteina de interés que mejoran su produccién (genera menos cuerpos de inclusién) y

facilita su purificacion.
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PGEX-4T-2

Thrombin

[Leu Val Pro Arg""GIy Ser]Pro Gly lle Pro Gly Ser Thr Arg Ala Ala Ala Ser
CTG GTT CCG CGT GGA TCC CCA GGA ATT CCC GGG TCG ACT CGA GCG GCC GCATCG TGA

T o
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Figura 8 Mapa del vector de fusiéon pGEX-4T-2 glutation S- transferasa mostrando marcos de lectura y
principales caracteristicas.

Para la construccion de los plasmidos se siguié el método de clonacién clasico:
Digestion, ligacion, transformacién y seleccién de transformantes para todas las

construcciones de ADN.

> 4.5.1 Quimera 1: pGEx-4T-2_RsbP-PAS_PASalt
Clonaciones: Primero se clon6 el ADN que codifica al dominio PAS de RsbP y la

secuencia de aminoacidos intermedia en uno de los extremos del sitio de clonacién

multiple (MCS) en pGEX-4T-2.
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o 4.5.1.1 Digestion y desalinizacion del vector pGEX-4T-2 y RsbP-PAS

o Digestion del vector pGEX-4T-2

Enzimas de restriccién a utilizar:

RsbP-PAS-R RsbP-PAS-F
*EcoRl *BamHlI

Procedimiento para digestion del plasmido (pGEX-4T-2)

Tabla 5 Volumenes de reaccion para la digestion del vector Se muestran los volimenes de los

componentes utilizados para la digestién del plasmido a utilizar (pGEX-4T-2).

Volumenes de reaccién (ML)
pADN 12.0
10x amortiguador estandar | 2.0
BSA 2.0
EcoRl 1.0
BamHl 1.0
Agua MQ 1.0
SAP 1.0
Volumen final 20.0

En tubo eppendorf de 1.5ml, se adicionaron los reactivos y volumenes indicados en la

tabla 5 (excepto por BamHI y el SAP). Posteriormente se incub6 a 37°C/2 hrs. Pasadas

las 2 horas de incubacion se adicionaron BamHI y SAP. Se incub6 a 37°C/2 hrs.
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o Digestion de RsbP-PAS

Enzimas de restriccién a utilizar:

RsbP-PAS-R RsbP-PAS-F
*EcoRl *BamHlI

Procedimiento para digestion del inserto (RsbP-PAS)

Tabla 6 Volumenes de reaccion para la digestion del inserto Se muestran los volimenes de los
componentes utilizados para la digestién de la secuencia que codifica para el dominio RsbP-PAS.

Volumenes de reaccién (ML)
pADN 6.0
10x amortiguador estandar 2.0
BSA 2.0
EcoRlI 1.0
BamHI 1.0
Agua MQ 8.0
Volumen final 20.0

Para la digestion se utilizé una concentracion de ADN de 1000ng/uL.
En tubo eppendorf de 1.5ml, se adicionaron los reactivos y volumenes indicados en la

tabla 6. Posteriormente se incub6 a 37°C/1 hr.
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o Desalinizacion de pGEX-4T-2 y RsbP-PAS
Con el fin de eliminar enzimas y sales del producto de la digestion se llevd a cabo una

desalinizacién o cambio de amortiguador, haciendo uso del QlAquick Gel Extraction Kit

de QIAGEN.

Para la desalinizacién se adicionaron 3 volumenes de buffer QG, de acuerdo al volumen
que se tenia de muestra o de gel y se mezcl6. Se adicion6 1 volumen de muestra de
isopropanol y se cargd la muestra a la columna QIlAquick spin, se centrifugd a 13,000
RPM/1 min y se descarto el eluido. Para lavar la columna se adiciond 750uL de buffer
PE y se centrifugo a 13,000RPM/1min, se descarté el eluido. Finalmente para eluir el
ADN se colocé la columna en un tubo Eppendorf de 1.5mL, estéril y etiquetado. Se
agreg6 30uL de buffer EB al centro de la membrana y se dej6 reposar 5 minutos. Se

centrifug6 a 13,000RPM/1min. El eluido se almacené a -20C hasta su uso.

o 4.5.1.2 Ligacion de pGEX-4T-2 y RsbP-PAS
Se lleva a cabo para poder introducir el inserto RsbP-PAS digerido al pPGEX-4T-2 lineal.
La reaccién se llevé a cabo con un volumen fijo de 2uL del plasmido lineal y diferente
concentracion del inserto. La T4 DNA ligasa utilizada fue de la marca Invitrogen, esta

ligasa no requiere desactivacion.

Para la ligacién se realizaron pruebas variando el volumen (la concentracién) del inserto
a0, 2,4y 6 L, el volumen del plasmido lineal se mantuvo de 2 pL en cada prueba, se
adicion6 1 uL de soluciéon amortiguadora 10X y 1uL de la T4 ADN ligasa, se llevaron

todas las muestras a un volumen final de 10pL.
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Una vez preparadas las muestras en tubo eppendorf de 1.5mL, se incubd la reaccion a

37°C/1hra. Posteriormente se dejo atemperar y se incubé a 4°C/16hrs.

o 4.5.1.3 Transformacion pGEX-4T-2_RsbP-PAS en cepa E. coli DH5a

y obtencion de ADN plasmidico
La transformacion es un proceso por el cual las células captan ADN libre presente en el
medio. Para que la transformacion tenga lugar de forma eficiente se utilizé la cepa de E.
coli DH5a rubidio-competentes, las bacterias en estado de competencia, presenta
alteraciones en su pared y membrana celular que permiten la entrada de &acidos

nucleicos en la célula.

Para la transformacién de células competentes inicialmente se descongelaron las células
E. coli DH5a rubidio-competentes en hielo. Se utilizé para cada transformacién 25uL de

células DH5a y 5uL del producto de la ligacién y se colocaron en eppendorf de 1.5mL

Posteriormente se incubd la reaccién en hielo durante 30min y se sometieron las células
a un choque térmico colocando los tubos en bafo de agua a 44°C/ 45s. Inmediatamente
después se colocaron los tubos en hielo durante 2 minutos. Se retiraron los tubos del
hielo y se adicion6é 800uL de caldo LB, previamente esterilizado en autoclave. Se
incubaron los tubos a 37°C/60min con agitacion a 120 RPM. Se centrifugaron los tubos
a 13000 RPM/5min para obtener el pellet bacteriano. Se removi6é el sobrenadante,
dejando aproximadamente 50uL del mismo para la resuspension del pellet. Una vez re
suspendido el pellet se vaci6 este volumen con pipeta en placas de LB ampicilina y se
realizd siembra por extensiébn en placa. Finalmente se incubaron las placas a

37°C/16hrs.
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En tubos de vidrio para cultivo celular se colocaron 6mL de caldo LBy 6 uL de ampicilina
(para una concentracion final de ampicilina de 1 mM), esto se realiz6 por duplicado, un
tubo para cada colonia seleccionada. Se seleccionaron 2 colonias. Con aplicador de
madera se tomo la colonia, se resembré en placa con LB/Amp y posteriormente se dej6
caer el aplicador en el tubo de vidrio para el crecimiento de la colonia seleccionada. Esto
se realizé de la misma forma 2 veces, una para cada colonia. Los tubos se incubaron a
37°C/16hrs a 120RPMy la placa de resiembra se incubo a 37°C/16hrs sin agitacion para

preservacion de las colonias.

o Obtenciéon de ADN plasmidico para pGEX-4T-2_RsbP-PAS miniprep
Para la obtencion del ADN plasmidico, pasadas las 16hrs de incubacién, se utilizé el kit
de QIAGEN QIlAprep Spin Miniprep. Los tubos fueron retirados de la incubadora y se
dejaron atemperar. Se colect6 el pellet bacteriano centrifugando a 13000 RPM/2min

hasta colectar el pellet de los 6mL. Se descart6 el sobrenadante.

El pellet se resuspendié en 250uL de amortiguador P1. A continuacién, se adicion6
250uL de amortiguador P2 (lisis alcalina), el contenido de los tubos fue mezclado
invirtiendo el tubo hasta obtener una solucién clara, viscosa, blanca. Sin dejar pasar mas
de 5 minutos se llevo a cabo la reaccion neutralizacion con 350uL de amortiguador N3 y
se mezclé con el contenido invirtiendo el tubo para detener la lisis alcalina. Se
centrifugaron los tubos a 13000 RPM/10min. El sobrenadante fue cargado a la columna

QIAprep Spin y centrifugado a 13000 RPM/1min.

Para el lavado de la columna se adicionaron 750uL de amortiguador PE, se centrifug6 a

13000 RPM/ 1 min. Se descart6 el eluido y para asegurar el lavado de la columna se
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centrifug6 una vez mas a 13000RPM/5min. Se colocdé la columna en un tubo Eppendorf
de 1.5mL estéril para colectar el ADN plasmidico. Para eluir se adicionaron 50uL de
amortiguador EB tratando de dejarlo caer sobre la membrana al centro de la columna.
Se dej6é reposar durante 5 minutos y finalmente se centrifugd a 13000RPM/1 min.
Haciendo uso del nanodrop 2000, marca “Thermo scientific”, se realizaron lecturas de la

concentracion de ADN plasmidico.

o 4.5.1.4 Andlisis de restriccion de los transformantes
para pGEX-4T-2_RsbP-PAS
Comprobacion de la presencia del ADN recombinante en los transformantes
Con el objetivo de comprobar que los transformantes seleccionados sean portadores del

ADN recombinante se llevd a cabo un analisis de restriccion.

Enzimas de restriccion a utilizar

RsbP-PAS-R RsbP-PAS-F
*EcoRl *BamHlI
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Procedimiento para la digestion del inserto (RsbP-PAS)

Tabla 7 Volumenes de reaccion para la digestion. Se muestran los volimenes de los componentes
utilizados para la digestion de la primera parte de la construccion

Volumenes de reaccion (L)

Componente Colonia 1 | Colonia 2
pADN (1000ng) 7.0 4.0

; g’z(éndar amortiguador 50 50
BSA 2.0 2.0
EcoRl 1.0 1.0
BamHl 1.0 1.0
Agua MQ 7.0 10.0
Volumen final 20.0

Para realizar la digestion se busca tener una concentracion de DNA de 1000ng/uL.

Calculos realizados:

(ng/uL) Volumen para 1000 ng
pGEX-4T-2_RsbP-PAS colonia 1 149.8 7 uL
pGEX-4T-2_RsbP-PAS colonia 2 270.3 4 uL

Una vez realizados los calculos se adicion6 las cantidades indicadas en la tabla anterior
en tubo eppendorf de 1.5ml. Se incub6 a 37°C/1hra y se realiz6 una electroforesis en gel

de agarosa al 0.7% como se indic6 en la seccién 4.6
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Una vez obtenido un resultado positivo para el primer inserto (0GEX-4T-2_RsbP-PAS)
se repitieron los pasos anteriores para el segundo inserto de la construccion es decir, la

secuencia que codifica para el dominio PAS alternativo (Phy A - Fitocromo A).

o 4.5.1.5 Digestion y desalinizacion de pGEx-4T-2_RsbP-PAS y PAS
alternativo
Enzimas de restriccion a utilizar
PAS-Phy-R PAS-Phy-F
*Notl *Sall

Procedimiento para digestidén del plasmido (pGEX-4T-2_RsbP-PAS)

Calculos realizados:

Tabla 8 Volumenes de reaccion para la digestion. Se muestran los volimenes de los componentes
utilizados para la digestion de la primera parte de la construccién.

Volumenes de reaccién (uL)
pADN 4.0
10x amortiguador estandar 2.0
Not | 1.0
Sal | 1.0
SAP 1.0
Agua MQ 11.0
Volumen final 20.0

Para la digestion se utilizé una concentracion de ADN de 1000ng/uL.
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En tubo eppendorf de 1.5ml, se adicionaron los reactivos y los volumenes indicados en
la tabla 8, excepto Sal | y SAP. Se incub6 a 37°C/1 hr. A la reaccion anterior se le adicion6
la segunda enzima de restriccion Sal | y para evitar que los extremos obtenidos por la

digestion se unan se adiciona el SAP. Se incub6 a 37°C/1hr.

o Digestion de PAS alternativo
Enzimas de restriccion a utilizar

PAS-Phy-R PAS-Phy-F
*Notl *Sall

Procedimiento para digestion del inserto (PASalt)

Tabla 9 Volumenes de reaccion para la digestion. Se muestran los volimenes de los componentes
utilizados para la digestion del segundo inserto PAS alternativo.

Volumenes de reaccion (L)

pADN 4.0
10x amortiguador estandar 2.0
Not | 1.0
Sal | 1.0
Agua MQ 12.0
Volumen final 20.0

En tubo eppendorf de 1.5ml, se adicion6 todos los componentes y volimenes indicados

en la tabla 9. Se incubd a 37°C/1hr.

o Desalinizacion de pGEX-4T-2_RsbP-PAS y PAS alternativo

Se repitié el proceso de desalinizacién, descrito previamente en la seccién 4.5.1.5.
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o 4.5.1.6 Ligacion de pGEX-4T-2_RsbP-PAS y PASalit
Esta etapa se lleva a cabo para poder introducir el inserto PASalt lineal a la primera
construccion (pGEX-4T-2_RsbP-PAS). La reaccion se llevd a cabo con diferente
volumen (concentracién) del inserto a 0, 2, 4 y 6 uL, con un volumen fijo de 2uL de la
primera construccién lineal, 1 pL de la solucién amortiguadora 10X y 1uL de la T4 ADN
ligasa de la marca Invitrogen, esta ligasa no requiere desactivacion y finalmente se llevo
con H:O destilada a un volumen final de 10uL. Se adicionaron en tubo eppendorf de
1.5mL, se incubd la reaccién a 37°C/1hr. Posteriormente se dej6é atemperar y se incubd

a 4°C/16hrs.

o 4.5.1.7 Transformacion en cepa E. coli DH5a y obtencion de ADN
plasmidico para pGEX-4T-2_RsbP-PAS_PASalit
- Transformacion en cepa E. coli DH5a para pGEX-4T-2_RsbP-
PAS_PASalt
La transformacién se llevd a cabo utilizando 25 L de células DH5a y 5 pL del producto

de la ligacién. Se repitié el proceso para la transformacién descrito en la seccién 4.5.1.3.

o Obtencion de ADN plasmidico para pGEX-4T-2_RsbP-PAS_PAS
alternativo - miniprep

En tubos de vidrio para cultivo celular se colocaron 6mL de caldo LBy 6 uL de ampicilina,

esto se realiz6 por duplicado, un tubo para cada colonia seleccionada. Se seleccionaron

4 colonias de la placa D. Con aplicador de madera se tomdé la colonia, se resembro en

placa con LB/Amp y posteriormente se dej6 caer el aplicador en el tubo de vidrio para el

crecimiento de la colonia seleccionada. Esto se realiz6 de la misma forma para cada
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colonia. Los tubos se incubaron a 37°C/16hrs con agitacion a 120RPM vy la placa de

resiembra se incubé a 37°C/16hrs sin agitacién para preservar las colonias.

Para obtener el ADN plasmidico se hizo uso del kit QlAprep Spin Miniprep de QIAGEN

y se repitié el procedimiento para minipreps de acuerdo a las indicaciones del fabricante.

Con el objetivo de comprobar que los transformantes seleccionados sean portadores del
ADN recombinante se llevé a cabo un analisis de restriccion haciendo uso del ADN

plasmidico.

o 4.5.1.8 Analisis de restriccion para pGEX-4T-2_RsbP-PAS_PASa

Con el propésito de cortar tanto el primer como el segundo inserto las enzimas de

restriccién a utilizar son:

RsbP-PAS-F
BamHI

PAS-Phy-R
Notl

Procedimiento para el analisis de restriccién de pGEX-4T-2_RsbP-PAS_ PASalt

Tabla 10 Volumenes de reaccion para la digestion. Se muestran los volimenes de los componentes
utilizados para el anélisis de restricciéon para la quimera 1.

Volumenes de reaccion (L)

Componente Colonia | Colonia | Colonia | Colonia
1 2 3 4

pADN (1000ng) 6.0 6.0 4.0 4.0

10x amortiguador

estandar 2.0 2.0 2.0 2.0

Not | 1.0 1.0 1.0 1.0

BamHI 1.0 1.0 1.0 1.0
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Agua MQ 8.0 8.0 10.0 10.0

BSA 2.0 2.0 2.0 2.0

Volumen final 20.0

Se adicioné las cantidades indicadas en la tabla 10 en tubo eppendorf de 1.5ml. Se
incubo a 37°C/1hr. Posteriormente se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al

0.7%

> 4.5.2 Quimera 2: pGEX-4T-2_ RsbP-PAS_Bucle_ GGDEF
o 4.5.21 BRe suspension de liofilizado de pUC57_RsbP-
PAS_Bucle_GGDEF
Se recibieron 4ug de liofilizado, estos fueron re suspendidos en 20uL de H-O libre de

RNasas. Se agit6é en vortex durante 1 min y se centrifug6 a 4000 RPM/30s.

o 4.5.2.2 Transformacion en cepa E. coli DH5a para pUC57_RsbP-
PAS_Bucle_GGDEF y obtencion de ADN plasmidico
- Transformacion en cepa E. coli DH5a para pUC57_RsbP-
PAS_Bucle_GGDEF
La transformacion se llevod a cabo utilizando 50 uL de células DH5a y 5 uL de los Genes
sintetizados por GenScript para pUC57_RsbP-PAS_Bucle_ GGDEF. Se repitié el

proceso de transformacion descrito en la seccion 4.5.1.3.
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o Obtencidén de ADN plasmidico para pUC57_RsbP-
PAS Bucle_GGDEF miniprep

En tubos de vidrio para cultivo celular se colocaron 6mL de caldo LBy 6 uL de ampicilina,
esto se realiz6 por duplicado, un tubo para cada colonia seleccionada. Seleccioné 1
colonia de cada placa. Con aplicador de madera se tomé la colonia, se resembré en
placa con LB/Amp y posteriormente se dej6 caer el aplicador en el tubo de vidrio para el
crecimiento de la colonia seleccionada. Esto se realizé de la misma forma para cada
colonia. Los tubos se incubaron a 37°C/16hrs con agitacion a 120RPM vy la placa de
resiembra se incubo a 37°C/16hrs sin agitacion para preservar las colonias. Para obtener
el ADN plasmidico se hizo uso del kit QlAprep Spin Miniprep de QIAGEN vy se repiti6 el

procedimiento para minipreps de acuerdo a las indicaciones del fabricante.

Con el objetivo de comprobar que los transformantes seleccionados sean portadores del
ADN recombinante se llevd a cabo un analisis de restriccion haciendo uso del ADN

plasmidico.

o 4.5.2.3 Digestion y purificacion en gel para pGEX-4T-2 y RsbP-
PAS_Bucle_GGDEF
- Digestion de pGEX-4T-2
Se repitié el procedimiento descrito en la seccion 4.5.1.1.
- Digestion de pUC57_RsbP-PAS_Bucle_ GGDEF

Enzimas de restriccién a utilizar:

\
[ RsbP-PAS-R } { RsbP-PAS-F

*EcoRlI *BamHlI

Procedimiento para digestién de RsbP-PAS_Bucle_ GGDEF.
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Tabla 11 Volumenes de reaccion para la digestion. Se muestran los volimenes de los componentes
utilizados para la digestion de RsbP-PAS_Bucle_ GGDEF.

Volumenes de reaccién (ML)
pADN 20.0
10x amortiguador estandar 5.0
EcoRl 1.0
BamHI 1.0
Agua MQ 3.0
Volumen final 30.0

En tubo eppendorf de 1.5ml, se adicionaron los reactivos y volumenes indicados en la
tabla 11 (excepto por BamHlI). Posteriormente se incubé a 37°C/2 hrs. Pasadas las 2

horas de incubacion se adicioné BamHI. Se incubd a 37°C/2 hrs.

Posteriormente se realizdé una electroforesis en gel de agarosa al 1.0% de la misma

manera descrita en la seccién 4.4.4.

o Purificacion en gel de pGEX-4T-2 y RsbP-PAS_Bucle_GGDEF

El proceso de purificacibn en gel sigue los mismos pasos que el proceso de

desalinizacién, utilizado previamente descrito en la seccién 4.4.5.
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o 4.5.2.4 Ligacion de pGEX-4T-2 y RsbP-PAS_Bucle_GGDEF
Esta etapa se lleva a cabo para poder introducir el inserto RsbP-PAS_Bucle_ GGDEF
lineal al vector pGEX-4T-2. La reaccién se llevd a cabo con diferente volumen
(concentracion) del inserto a 0, 2, 4 y 6 pL, un volumen fijo de 2uL del vector lineal, 1 puL
de solucion amortiguadora 10X y 1 uL de la T4 ADN ligasa de la marca Invitrogen, esta
ligasa no requiere desactivacion. Finalmente se adicion6 H2O destilada para completar
un volumen final de 10 uL en tubo eppendorf de 1.5mL. Se incubd la reaccién a 37°C/1hr.

Posteriormente se dejé atemperar y se incubo a 4°C/16hrs.

o 4.5.2.5 Transformacion en cepa E. coli DH5a para pGEX-4T-2_RsbP-
PAS_Bucle_GGDEF y obtencion de ADN plasmidico
- Transformacion en cepa E. coli DH5a para pGEX-4T-2_RsbP-
PAS_Bucle_GGDEF
La transformacion se llevé a cabo utilizando 25 uL de células DH5a y 5 pl del producto
de la ligaciéon. Se repitid el procedimiento de transformacidén descrito en la seccion
4.5.1.3.
o Obtencion de ADN plasmidico para pGEX-4T-2_RsbP-
PAS_Bucle_GGDEF miniprep

Se repitié el procedimiento descrito en la seccion 4.5.2.5.

o 4.5.2.6 Anadlisis de restriccion para pGEX-4T-2_RsbP-
PAS Bucle GGDEF
Con el propésito de verificar que la secuencia de interés estuviera presente en las

colonias transformantes se utilizaron las siguientes enzimas de restriccion:
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RsbP-PAS-R RsbP-PAS-F
*EcoRl *BamHlI

Procedimiento para el analisis de restriccion de pGEX-4T-2_RsbP-PAS_ Bucle_ GGDEF

Tabla 12 Volumenes de reaccion para la digestion. Se muestran los volimenes de los componentes
utilizados para el analisis de restriccion de la quimera 2 de RsbP-PAS_Bucle_ GGDEF.

Volumenes de reaccion (L)
Componente | Colonia1 | Colonia2 | Colonia3 | Colonia4 | Colonia 5
pADN
(1000ng) 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0
10x
amortiguador 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0
estandar
EcoRl 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
BamHI 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
Agua MQ 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
Volumen final 10.0

Se adicionaron las cantidades indicadas en la tabla 12 en tubos eppendorf de 1.5ml. Se
incubd a 37°C/1hr. Posteriormente se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al

1.0% como se describid previamente en la seccion 4.4.4.
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> 4.5.3 Quimera 3: pGEX-4T-2_ RsbP-PAS_PASa_Bucle_GGDEF

- 4.5.3.1 Re suspension de liofilizado de pUC57_RsbP-

PAS_PASa_Bucle_ GGDEF

Se recibieron 4ug de liofilizado, estos fueron re suspendidos en 20uL de H2O libre

de RNasas. Se agité en vortex durante 1 min y se centrifugd a 4000 RPM/30s.

- 4.5.3.2 Transformacion en cepa E. coli DH5a para
pUC57_RsbP-PAS_PASa_Bucle_GGDEF y obtencion de ADN
plasmidico

- Transformacion en cepa E. coli DH5a para pUC57_RshbP-
PAS_PASa_Bucle_GGDEF

La transformacion se llevé a cabo utilizando 50 uL de células DH5a y 5 L del

gen sintetizado por GenScript para pUC57_RsbP-PAS_PASa_ Bucle_GGDEF.

o Obtencion de ADN plasmidico para pUC57_RsbP-

PAS_PASa_Bucle_GGDEF miniprep

Se siguid el procedimiento descrito en la seccion 4.5.2.2.

o 4.5.3.3 Digestion y purificacion en gel de pGEX-4T-2 y de
pUC57_RsbP-PAS_PASa_Bucle_ GGDEF
- Digestion de pGEX-4T-2

Se siguieron los pasos descritos en la seccion 4.5.1.1.

- Digestion de pUC57_RsbP-PAS_PASa_Bucle_ GGDEF

Enzimas de restriccion a utilizar:
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“
RsbP-PAS-R RsbP-PAS-F
*EcoRl *BamHlI

Procedimiento para digestion de RsbP-PAS_PASa_Bucle_ GGDEF

Tabla 13 Volumenes de reaccion para la digestion. Se muestran los volimenes de los componentes
utilizados para la digestion de RsbP-PAS_PASa_Bucle_ GGDEF.

Volimenes de reaccién (ML)
pADN 20.0
10x amortiguador estandar 5.0
EcoRl 1.0
BamHI 1.0
Agua MQ 3.0
Volumen final 30.0

Se siguieron los pasos descritos previamente en la seccién 4.5.2.3.

o Purificacion en gel de pGEX-4T-2 y RsbP-PAS_PASa_Bucle_ GGDEF
El proceso de purificacion en gel y desalinizacién son los pasos descritos en la seccion
4.45.
o 4.5.3.4 Ligacion de pGEX-4T-2 y RsbP-PAS_PASa_Bucle_GGDEF

Esta etapa se lleva a cabo para poder introducir el inserto RsbP-
PAS_PASa_Bucle_GGDEEF lineal al vector pGEX-4T-2. La reaccion se llevo a cabo con
diferente volumen (concentracion) del inserto a 0, 2, 4 y 6 L, un volumen fijo de 2uL del
vector lineal, 1 uL de solucién amortiguadora 10Xy 1 uL de la T4 ADN ligasa de la marca

Invitrogen y se siguieron los pasos descritos en la seccion 4.5.2.4.
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o 4.5.3.5 Transformacioén en cepa E. coli DH5a para pGEX-4T-2_RsbP-
PAS_PASa_Bucle_GGDEF y obtencion de ADN plasmidico
- Transformacion en cepa E. coli DH5a para pGEX-4T-2_RsbP-
PAS_PASa_Bucle_GGDEF
La transformacion se llevé a cabo utilizando 25 pL de células DH5a y 5 uL del producto
de la ligacion para pGEX-4T-2_RsbP-PAS__Bucle_ GGDEF, se siguieron los pasos

descritos en la seccién 4.5.2.5.

o Obtencion de ADN plasmidico para pGEX-4T-2_RsbP-
PAS_PASa_Bucle_GGDEF miniprep

Se siguieron los pasos descritos en la seccién 4.5.2.5.

o 4.5.3.6 Andlisis de restriccion para pGEX-4T-2_RsbP-
PAS PASa Bucle GGDEF
Con el propédsito de verificar que la secuencia de interés estuviera presente en las

colonias transformantes se utilizaron las siguientes enzimas de restriccion:

\
RsbP-PAS-R RsbP-PAS-F
*EcoRl *BamHlI

Procedimiento para el andlisis de restriccion de pGEX-4T-2_RsbP-PAS_

PASa Bucle GGDEF
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Tabla 14 Volumenes de reaccion para la digestion. Se muestran los volimenes de los componentes
utilizados para el analisis de restriccion de la quimera 3 de RsbP-PAS_PASa_Bucle_ GGDEF.

Volumenes de reaccion (uL)

Componente Colonia 1 | Colonia2 | Colonia3 | Colonia4 | Colonia 5
pADN (1000ng) 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0
10x amortiguador | 50 2.0 2.0 2.0 2.0
EcoRlI 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
BamHlI 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
Agua MQ 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
Volumen final 10.0

Se siguieron los pasos descritos en la seccién 4.5.2.6.

4.6 Expresion de proteinas
> 4.6.1 Analisis de secuenciacion de nucleétidos para las tres
quimeras
Para corroborar que los transformantes seleccionados sean portadores del ADN
recombinante se enviaron las muestras a “Eton Bioscience Inc.”, para llevar a cabo un
analisis de secuenciacion y determinar la identidad molecular de las construcciones.
Una vez confirmada la secuencia correcta se realiza un escalamiento de la expresion de

proteinas.

> 4.6.2 Transformacion de células E. coli BL21(DE3)
Este procedimiento se utilizé a partir del pADN obtenido para las 3 quimeras. Inicialmente

se descongelaron las células de E. coli BL21(DE3) en hielo. Se diluyo 1uL de pADN a
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razén de 1:20 tomando 1uL del pADN obtenido en el miniprep con 19uL de agua MQ.
Se tomaron los volumenes indicados en la tabla 14 y se colocaron en eppendorf de
1.5mL, se siguieron los pasos para transformacion de células DH5a, descritos en la

seccion 4.5.1.3. con 20 pL de células BL21(DE3) y 1uL del ADN plasmidico diluido.

> 4.6.3 Expresion piloto
Para evaluar la expresion de proteinas posterior al crecimiento de colonias
transformantes se realizd una prueba piloto para determinar las condiciones de

expresion para cada una de las proteinas quiméricas.

Z e Se inoculo: / ™
Cultivo principal 100 ml.de caldo LB Se tomaron 2 mL
Smi caldo LB S como control

St 100 ul de Ampicilina )
SHLAMBIcin 2 mL del cultivo principal NEgatvo,
1 colonia transformante P P Muestra

Incubacion: 37°C con
agitacion hastaalcanzar
D.0. 50 de 0.62 0.8

L SR SR .

Pre- induccion
\Se colectoel pellet./,

Incubacion: 37°C/ 16 hrs
con agitacion

- . W
Post-Induccldn

o~ N\
Se tomaron 2 mL
como muestra
Post- induccion
Se colecto el pellet

Induccion;
100 ul de IPTG 0.1 M

Incubacion:
23°C/ 16 hrs

e J/
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> 4.6.4 Gel de poliacrilamida con gradiente desnaturalizante (SDS-

PAGE) al 10%.

En la técnica de SDS-PAGE, se mezclan las proteinas con un detergente anionico para

formar complejos desnaturalizados,

cargados negativamente. La relacién final

carga/masa queda constante para las distintas proteinas y estas van a ser separadas en

el gel poroso con base en sus diferencias de peso molecular (PM): a menor tamafo,

mayor movilidad de la proteina, y viceversa.

Preparacion del gel separador Preparacion del gel compactador
(Inferior) (Superior)
Componente Para 10mL Componente Para 10mL
Gel al 10% (uL) Gel al 10% (uL)

H20 MQ 4100 H20 MQ 4100
Acrilamida al 30% 3300 Acrilamida al 30% 3300
Amortiguador 1.5M 2500 Amortiguador 0.5M 2500
Tris-HCI pH 8.8 Tris-HCI pH 6.8
10% SDS 100 10% SDS 100
10% APS 50 10% APS 50
TEMED 5 TEMED 10

Preparacion del gel separador (Inferior):

Se mezclaron las cantidades indicadas en la tabla previa adicionando por ultimo el APS
y el TEMED ya que estos permiten la polimerizacion del gel. Se verti6 el gel en el molde
y se anadieron 50uL de 2-butanol, para eliminar burbujas. Se dej6 reposar hasta que

polimeriz6. Se retir6 el 2-butanol por inversion y se enjuaga con agua destilada.

Preparacion del gel compactador (Superior):
Se mezclaron las cantidades indicadas en la tabla previa adicionando por ultimo el APS
y el TEMED Se verti6 el gel en el molde y se agregan los peines. Se dejé reposar hasta

que polimeriz6. Para utilizarlos se colocaron en la camara electroforética.
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Preparacion de muestras

A partir del pellet que fue recolectado y resuspendido en agua, se adicionaron 25ulL del
amortiguador de muestra 4x. Los tubos se colocaron en agua hirviendo durante 10
minutos y posteriormente se dejaron atemperar. Finalmente se centrifugaron los tubos a

13000 RPM/10 min y se cargaron 10uL de muestra al gel de poliacrilamida al 10%.

> 4.6.5 Expresion a gran escala

Una vez definidas las condiciones de expresion se realiza el escalamiento.

Se Inoculd:

*
1 Lde caldo LB Se tomaron 2 mL

Cultivo principal

25ml caldo LB coma control
25 ul Ampicilina

1 mL de Ampicilina
20 mL del cultivo principal
Incubacién: 37°C con agitacién
hasta alcanzar D.O, 4, de 0.6 a
0.8

negativo.
Muestra
Pre- induccion
Se colecto el pellet.

1 colonia transformante
Incubacion; 37°C/ 16 hrs
con agitacion

O
Pre-induccion

. " W W=
Post-induccién

DD D

s

*Se tomaron 2 ml
como muestra
Post- induccién

Se colecto el pellet

Induccion:

1 mlde PTG 0,1 M
Incubacion:
23°C/ 16:hrs

Se colecto el peliet de
los 4L
Post- induccion

J
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> 4.6.6 Lisis celular y obtencion del clarificado
Una vez colectados los pellets bacterianos se llevd a cabo la extracciéon de la proteina
de interés por medio de la obtencién de un clarificado. La proteina de interés en un inicio
estara ligada a nuestra proteina de fusion GST (Glutation S-Transferasa) en el interior
de las células. La lisis celular generalmente conlleva junto a la liberacion de la proteina,
a la liberacion de enzimas proteoliticas propias de las células que pueden digerir nuestra
proteina de interés por lo que es necesario adicionar proteasas que inhiban a esas
enzimas. Para la lisis celular se prepard una solucion amortiguadora (PBS 1X) de

fosfatos.

PBS 1X pH 7.3

Componente | Concentracién

NaCl 140 mM

KClI 2.7mM

Na:HPO, 10 mM

KH2PO4 1.8 mM
*DTT 10 mM
*Opcional

Procedimiento para llevar a cabo la lisis celular:

Adicién de proteasas:

Re-suspension del *Leupeptin *PMSF .
pellet bacteriano en ‘Apr[:)tf’nin Concentracién final 20mM Agitacion
buffer de fosfatos *Pepstatin — C?nstanteva
(PBS) pH 7.3 Concentracion Lisosima 4°C/ 40 min
final de 2mg/mL 10mg/mL

Pasados los 40 min y manteniendo todo en hielo se sometieron las células a ultra presion
haciendo uso de la prensa francesa, la muestra fue pasada 4 veces hasta que se obtuvo

una solucién poco viscosa.
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Obtencidn del clarificado
El lisado se centrifugé a 15000 x g durante 60 minutos a 4°C. Se colecto el sobrenadante.

Se tomaron 100uL de muestra para posterior analisis en SDS-PAGE.

4.7 Purificacion de proteinas
> 4.7.1 Cromatografia por afinidad y anadlisis de las fracciones
colectadas
La purificacién se llevd a cabo por medio de cromatografia por afinidad. Se utilizé el
FPLC, “Akta Prime Plus”, de GE y la columna GSTrap FF 1mL de GE Healthcare, esta
columna esta pre-empacada con glutation y un ligando de 10 carbonos que permite la
union de proteinas con GST como proteina de fusion, producidas a partir de los vectores
de expresion de la serie pGEX como es el caso de pGEX-4T-2, vector utilizado en

nuestra clonacion.

Las soluciones utilizadas para la cromatografia por afinidad se muestran a continuacion:

Componente Concentracion
NaCl 140 Mm Tris-HCI 50 mM
KCI 2.7mM NaCl 200mM
NaxHPO4 10 mM *DTT 10 mM
KH2PO4 1.8 mM
*DTT 10 mM
*Opcional

Primero se realiz6 un lavado de la columna y las lineas A y B del equipo con agua MQ,
fria y previamente filtrada para poder eliminar el etanol al 20% en el cual se conservan
la columna y las lineas del FPLC. Para las lineas se utilizaron 50mL de agua para el

lavado y para la columna se utilizaron 15 volimenes de columna.
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Para realizar el equilibrio de la columna se pasaron 10 volumenes de columna de PBS1X
pH 7.3. Esta solucion se hizo también pasar por la linea B, en la cual fue alimentada la

muestra posteriormente. Para cargar la muestra se utilizé un flujo de 0.5ml/min.

Se colecté la fraccién No Unida a la columna para poder corroborar que no se estuviese
perdiendo la proteina. Una vez que la muestra se habia pasado por la columna se realizé
un lavado con 10 volumenes de columna con PBS1X pH 7.3, hasta que ya no se veia
muestra en el efluente. Se colectaron fracciones de lavado para posterior analisis en

SDS-PAGE.

Para la recuperacién de la proteina se utilizé el buffer de elucion 50mM Tris-HCI con
10mM glutatién reducido pH 8.0 y flujo de 0.5ml/min. Se colectaron fracciones de 5mL
para poder recuperar la proteina. Una vez eluida la proteina, se repitié el proceso de
lavado con agua MQ fria y filtrada para la columnay las lineas A y B del FPLC utilizando
las mismas cantidades que en un inicio. Finalmente se hizo pasar etanol al 20% por la

columna y por las lineas A y B para su correcto almacenamiento.

Analisis de las fracciones colectadas

Para corroborar que los picos obtenidos en el cromatograma correspondan a la proteina
de interés se analizaron las fracciones colectadas por medio de una electroforesis en gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE al 15% o 10%). Las fracciones en las cuales se encuentra

la proteina de interés fueron colectadas en un tubo eppendorf de 15mL.
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> 4.7.2 Cuantificacion de proteina por método de Bradford
La cuantificacién de proteina en todas las distintas etapas se llevé a cabo por medio del

método de Bradford.

El reactivo de Bradford se preparé de la siguiente manera:

Azul de Coomassie G-250 5mg

Etanol 2.5 mL

Acido Fosférico 5mL

H20 Completar hasta 50 mL
Disolver y filtrar

Preparacion de curva estandar:

La curva estdndar en todos los casos de prepar6 utilizando como referencia BSA

0.5mg/mL (Albumina de Suero Bovino) y se preparé como se muestra a continuacion:

H,0 | BSA | Reactivo de Bradford | Concentracion final
Standard | (uL) | (uL) (uL) (pg/mL)
1 800 O 200 0
2 790 | 10 200 5
3 780 | 20 200 10
4 770 | 30 200 15
5 760 | 40 200 20
6 750 | 50 200 25

Para realizar la cuantificacion de la proteina de interés se adicionaron en cubetas
desechables marca “Brand”, la cantidad de H>O, BSA y el reactivo de Bradford indicados
en la tabla superior. Posteriormente se utilizé el vortex para mezclar los componentes en
cada cubeta y se dej6 reposar durante 5 minutos. La medicién se realizd por triplicado
para la curva estandar, haciendo uso del espectrofotometro UV-visible marca “Cary 50

Bio” a 595nm.
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Preparacion de las muestras
Por triplicado, se tomaron 20uL de muestra y se diluyeron en 780uL de agua MQ se
adicionaron 200uL del reactivo de Bradford, las muestras se agitaron en el vortex y se

dejaron reposar durante 5 minutos previo a la medicion en el espectrofotémetro.

> 4.7.3 Dialisis
Para eliminar el exceso de glutation reducido se realizd un cambio de solucién
amortiguadora por medio de una dialisis. La proteina de interés se encuentra en solucién

amortiguadora Tris-HCI, 50mM glutatiéon reducida, y se dializa contra PBS1X pH 7.3.

Para la dialisis se hizo uso de un casete de 10kDa marca “Thermo scientific’ con
capacidad para 12mL de solucién. Antes de cargar la muestra se hidraté la membrana
del casete sumergiéndolo durante 10 minutos en la solucién amortiguadora para didlisis.
Los cambios de la solucién amortiguadora se realizaron a las 3, 18 y 21 horas, todo el

tiempo se mantuvo la muestra en refrigeracion a 4°C.

> 4.7.4 Ruptura de la union proteina de fusion/proteina de interés
Con el proposito de obtener la proteina de interés y eliminar la proteina de fusién
Glutatién S- transferasa (GST) es necesario romper el sitio de unién es decir la secuencia
de aminoacidos que existe entre GST y la proteina de interés, esta ruptura se realiza

haciendo uso de una proteasa especifica, la trombina.

La trombina con una concentracién de 500 unidades (U) fue resuspendida en 500 pL de

PBS 1X obteniendo como concentracion final 1 U/uL. La recomendacion del proveedor
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para el uso de la trombina es de 1U de trombina por cada 100ug de proteina de fusién-

proteina de interés.

En un tubo Falcon de 15mL, se coloc6 2mL de muestra con 60uL trombina a temperatura
ambiente, 22 °C durante 16 horas. Se hicieron muestreos de 50 yL alas 1,2,4,6y 16

horas de incubacion. Las muestras se analizaron por SDS-PAGE al 15%.

> 4.7.5 Remocion de la proteina de fusion
Con el fin de separar la proteina de fusiébn GST de la proteina de interés, se llevd a cabo
una segunda cromatografia por afinidad, utilizando la resina comercial Glutathione

Sepharose 4B de GE Healthcare.

El equilibrio de la columna se llevé a cabo con 5 volumenes de columna de PBS1X. Se
cargd la muestra y se dejé incubar durante 40 minutos para aumentar el tiempo de

contacto entre GST y la resina a temperatura ambiente.

Finalmente se colectaron las fracciones al pasar la muestra, donde se espera encontrar
la proteina de interés, fracciones de lavado con PBS 1X y fracciones de lavado con la
solucién amortiguadora de elucién donde se espera encontrar solamente a GST.

Las fracciones se analizaron por medio de SDS-PAGE.

Para limpiar la columna se pasaron 10 volumenes de columna de agua MQ y 10
volumenes de columna con etanol al 20% para almacenar y preservar la resina para

usos posteriores.
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> 4.7.6 Dialisis
Para poder realizar un cambio de solucién amortiguadora y preparar la muestra para la
cromatografia de exclusion por tamano se realizé una didlisis.
La solucion amortiguadora para dialisis (Tris/HCI/NaCl) se prepar6 como se muestra a

continuacion:

Componente Concentracion
Tris-HCI 50 mM
NaCl 200mM
“DTT 10 mM

Para la dialisis se siguié el procedimiento descrito en la seccion 4.7.3

> 4.7.7 Cuantificacion de proteina
La proteina pura fue cuantificada por el método de Bradford siguiendo los pasos

descritos en la seccion 4.7.2.

4.8 Determinacion de la estructura cuaternaria
La estructura cuaternaria de las proteinas se determin6 por medio de cromatografia de
exclusién por tamano. Se empleé la columna Superdex 75 10/300 GL utilizando el equipo

Akta Primeplus.

La solucion amortiguadora utilizada contiene 50mM Tris-HCI y 200mM NaCl. Su

preparacion se describio en la seccion 4.7.6.
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Los estandares utilizados fueron:

Standard Peso Molecular
Aprotinina 6500
Ribonucleasa A 13700
Anhidrasa carbonica 29000
Ovalbuina 44000
Canalbumina 75000

Azul dextran Void volume (Vo)
Volumen de columna (Vc) 24MI

Primero se realiz6 un lavado de la columna con agua MQ, fria y filtrada, esto para
eliminar el etanol al 20% en el cual se mantiene a la columna almacenada.

La columna se equilibré con 2 volimenes de columna de la solucién amortiguadora para
SEC. Para determinar el volumen muerto de la columna (Vo) se pasé el azul dextran y
posteriormente se hizo pasar una mezcla con los estandares (indicados en la tabla
superior) de peso molecular conocido. Con base en el cromatograma se determiné el

volumen de elucién para cada uno de los estandares.

Para la determinacién del peso molecular de cada una de las proteinas quiméricas, se
realizaron 2 preps para un minimo de cuatro corridas para cada proteina quimérica y

poder contar con repetibilidad del resultado.

Para poder determinar que el pico observado en el cromatograma pertenece a la
proteina de interés, se colectaron fracciones de 2mL durante la cromatografia de
exclusién por tamano, estas fracciones fueron evaluadas por medio de SDS-PAGE al

15%.
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CAPITULO 5

5 Resultados

5.1 Diseno de las quimeras
Caracteristicas principales, secuencias de aminoacidos y secuencias de ADN de

las proteinas a expresar, purificar y caracterizar

> 5.1.1 Quimera 1: RsbP-PAS_PASa

PAS_PAS alternativo (Quimera 1)
DOMINIOS

9 RsbPPAS_PASa
RsbP-PAS

Bacillus subtilis (cepa 168)
Peso Molecular (bp): 708

Peso Molecular (Da): 26,111.2 Dominio PAS alternativo
pl: 4.98 ‘ (No homologo a RsbP-PAS)

PhyA — Fitocromo A
Secuencia de aminoacidos

MDKQLNDAPCGFLALSEEGSIIAANRTLIKILDYEPEQVIGOQHMNMMLTIPAQLFCQLYFFPLLKLEHHIEEIYISLK
ARDGEEIPVLINAIARHDSGASVFDCVLIPMR
GLAELQAVTSEMVRLMETATVPILAVDGNGLVNGWNQKAAELTGLRVDDAIGRHILTLVEDSSVPVVORMLYL
ALQGKEEKEVRFEVKTHGPKRDDGPVILVVNACASRDLHDHVVGVCFVAQDMT
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Secuencia de ADN

ATGGACAAACAATTGAATGATGCACCATGCGGTTTCCTCGCTTTGTCAGAAGAGGGGTCG

ATCATAGCTGCCAACCGCACCCTTATCAAGATTCTGGATTATGAACCGGAGCAGGTTATC
GGCCAGCACATGAATATGATGTTGACCATTCCCGCGCAGCTTTTCTGCCAGCTTTATTTT
TTTCCGCTTTTGAAATTGGAGCATCACATCGAAGAAATATACATTTCCCTGAAAGCAAGA
GATGGAGAAGAAATTCCCGTCCTTATCAATGCT ATTGCGAGACACGATAGCGGGGCTT cT
GTCTTTGATTGTGTTCTGATTCCAATGCGA T A

> 5.1.2 Quimera 2: RsbP-PAS_Bucle_GGDEF

PAS_bucle enrollado_GGDEF (Quimera 2)
. wi\@@  RsbPPAS_Bucle_GGDEF DOMINIOS

@ RsbP-PAS
Peso Molecular (bp): 975 = Bacillus subtilis (cepa 168)
Peso Molecular (Da): 36767.0

pl: 5.16 GGDEF
. Bacillus sp. B14905

w Bucle enrollado

Bacillus sp. B14905

Secuencia de aminoacidos (Utilizando el bucle enrollado de A3ICR1 (Bacillus sp.)

MDKQLNDAPCGFLALSEEGSIIAANRTLIKILDYEPEQVIGQHMNMMLTIPAQLFCQLYF
FPLLKLEHHlEEIYISLKARDGEEIPVI.INAIARHDSGASVFDCVU PMRK
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Secuencia de ADN

ATGGACAAGCAGCTGAACGATGCGCCGTGCGGTTTCCTGGCGCTGAGCGAGGAAGGCAGCATCATTGCGGCGAAC
CGTACCCTGATCAAAATTCTGGACTACGAGCCGGAACAAGTGATCGGTCAGCACATGAACATGATGCTGACCATT
CCGGCGCAACTGTTTTGCCAGCTGTACTTCTTTCCGCTGCTGAAGCTGGAGCACCACATCGAGGAAATCTATATT
AGCCT GAAAGCGCGTGACGGCGAGGAAATTCCGGTTCTGATCAACGCGATTGCGCGTCATGACAGCGGT GCGAGC
GT GTTCGATI'GCGTT cr GATCCCGATGCGT AA GCGT

> 5.1.3 Quimera 3: RsbP-PAS_PASa_Bucle_ GGDEF

PAS_PAS alternativo_Bucle_GGDEF (Quimera 3) DOMINIOS
; RsbP-PAS
@-.-NM. RsbPPAS_PASa_Bucle_GGDEF @’ Bacillus subtilis (cepa 168)
GGDEF
Peso Molecular (bp): 1263 - Bacillus sp. B14905
Peso Molecular (Da): 47100.8
pl: 4.99 m Bucle enrollado

Bacillus sp. B14905

Dominio PAS alternativo
(No homologo a RsbP-PAS)
PhyA - Fitocromo A

Secuencia de aminoacidos

MDKQLNDAPCGFLAI.SEEGSIIAANRTLIKILDYEPEQVIGQHMNMMLTI PAQLFCQLYFFPI.I.KI.EHHIEEIYISLK
ARDGEElPVLINAIARHDSGASV FDCVLlPMREFPG RGLA
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Secuencia de ADN

ATGGACAAGCAGCTGAACGATGCGCCGTGCOGGTTITCCTGGCGCTGAGCGAGGAAGGCAGCATCATTGCGGCGAAC

COTACCCTGATCAAAATTCTGGATTACGAACCGGAGCAGGTGATCGGTCAACACATGAACATGATGCTGACCATT
CCGGCGCAGCTGTTITGCCAACTGTACTTCTTTCCGCTGCTGAAGCTGGAACACCACATCGAGGAAATCTATATT
AGCCTGAAAGCGCGTCACOGGCGAGGAAATTCCGGTTCT: GATCAACGCGATTGCGCGTCATGACAGCGGTGCGAGC
GTGTTCGATTGCG'ITCT GATCCCGATGCGTGAATITCCGGGT CGTC

Fuentes

RsbP (Bacillus subtilis)

MDKQLNDAPCGFLALSEEGSIIAANRTLIKILDYEPEQVIGQHMNMMLTIPAQLFCQLYF
FPLLKLEHHIEEIYISLKARDGEEIPVLINAIARHDSGASVFDCVLIPMRKRNEYENELL
IARNEAQEALLAKQKANAELEIALETLKAKQEELLEINKQNQQFKLNTKRELELARKIQK
NSLTEPIVNDQVQIDSYYNASSELSGDLYGYYQIDEHRYGIHILDVMGHGISSALITMSL
HPLFQRQITQGLSPVKVMKELDRHLHSLFQNDEEARHYCTAIYLEIDIARQRIDYVNAGH
PPALWQDDSGTQHLLHATSPPIGMFEDLEFQSSSLSYTEDGRLLLYTDGVMDPTASCYLF
DLLKDHPDSPIADLKEKILTSLQHQKEAHHKSDDECFILVDVK

A3ICR1 (Bacillus sp.)

MEQRLNDAPCGFLSITHEGVIAEVNHTLLNWIGFEQVDLLQQHLEVLLSTANKLIFHSYF
YPMINLEQQVEELFIHLKHKEGMAIPFLMNARLYKEDTVERIDCILVKMQK
DKLTGLKNRRFFQ
DKLEQQLNSYYESAKPFSLCILDIDHFKKVNDTFGHQVGDDVLAQLAQLLTQRARKEDTV
ARYGGEEFVMILPETEIAAAKELGEQIRKTVALDHWPAGQVTISIGMATVTSEDTGTTLL
KNADDALYASKKNGRNQVTHFFDMK
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5.2 ADN genémico

» 5.2.1 Amplificacion del ADN genémico para RsbP-PAS y PAS alternativo
Se obtuvo la secuencia de interés para RsbP-PAS a partir del ADN genémico extraido
de B. subtilis y para el dominio PAS alt se utilizé6 una construccién previa. Mediante el
gel de agarosa al 0.7% mostrado en la figura 9 se observan las bandas correspondientes
a cada una de las secuencias amplificadas. RsbP-PAS tiene un peso molecular de 330pb

y PAS alt (PAS1 del PhyA) tiene un peso molecular de 378 pb.

pb

750
500
378 pb= PASalt

50 330 pb= RsbP-PAS

Const.
pGEX4T2-
PAS

Gene gONA
ruler B.subtilis

pGEM

ohvA-2 PASalt

Figura 9 Amplificaciones de las secuencias de interés

En el carril 1 se observa el marcador de peso molecular. En los carriles 2 y 3 se observa la banda que
pertenece a la secuencia de interés del dominio PAS de RsbP. En los carriles 4 y 5 se observa la banda que
pertenece al dominio PAS alt.

5.3 Construccion de plasmidos
» 5.3.1 Quimera 1: pGEX-4T-2_RsbP-PAS_PAS alternativo
o 5.3.1.1 Conteo de colonias transformantes

Conteo celular de las colonias transformantes de pGEX-4T-2_RsbP-PAS en cepa E. coli
DH5a.

A (L)
Control negativo B(ul) | C(ub) |D(ul)

| Conteo de colonias | 15 90 130 50
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o 5.3.1.2 Obtencion de ADN plasmidico para pGEX-4T-2_RsbP-PAS
Lecturas de concentraciones obtenidas de ADN plasmidico para miniprep, haciendo uso
del nanodrop 2000, marca “Thermo scientific”.

v' pGEX-4T-2_RsbP-PAS colonia 1= 149.8ug/mL

v' pGEX-4T-2_RsbP-PAS colonia 2= 270.3ug/MI

o 5.3.1.3 Analisis de restriccion de los transformantes para pGEX-4T-
2_RsbP-PAS

Para la verificacion del inserto RsbP-PAS en los transformantes se llevé a cabo un

analisis de restriccion, en la figura 10 se observa el resultado positivo con una banda

a 330 pb correspondiente a RsbP-PAS.

6000

3000

Figura 10 Gel de agarosa para RsbP-
PAS.
El carril 1 muestra el marcador de peso
molecular, los carriles 2 y 3
corresponden al producto de la
digestion del ADN plasmidico para 2
330 pbe pGEXATI_RSEPPAS transformantes. Se observa un
resultado negativo en el carril 2 y un
resultado positivo en el carril 3.

1000

500

250

PGEXLT? PGEXATY
RsbFPAS RsbPPAS
Cold Col2

o 5.3.1.4 Transformacion en cepa E. coli DH5a para pGEX-4T-2_RsbP-
PAS_PASalt

Una vez obtenidas las colonias transformantes se obtuvo el siguiente conteo celular.

A (ulL)

E (ul)
Control negativo | © (1) C(uL) |D(ub)

Control negativo

Conteo de colonias 95 150 45 118 3
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o 5.3.1.5 Obtencion de ADN plasmidico para pGEX-4T-2_RsbP-PAS_PAS

alternativo

Lecturas de concentraciones obtenidas de ADN plasmidico para minipreps, haciendo

uso del nanodrop 2000, marca “Thermo scientific”.

La concentracion obtenida de ADN plasmidico para cada miniprep:

v

v

pGEX-4T-2_RsbP-PAS_PASalt colonia 1=
pGEX-4T-2_RsbP-PAS_PASalt colonia 2=
pGEX-4T-2_RsbP-PAS_PASalt colonia 3=

pGEX-4T-2_RsbP-PAS_PASalt colonia 4=

171.0ug/mL
179.7ug/mL
244.3ug/mL

239.5ug/mL

o 5.3.1.6 Analisis de restriccion para pGEX-4T-2_RsbP-PAS_PASa

Con el objetivo de comprobar que los transformantes seleccionados sean portadores del

ADN recombinante se llevé a cabo un andlisis de restriccion haciendo uso del ADN

plasmidico. La figura 11 muestra el resultado positivo para 3 de las colonias

comprobandose con la banda a 708 pb correspondientes a RsbP-PAS_PASa.
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pb 1 2 3 B 5 6 7 8

330 pb = RsbPPAS
378 pb= PASalt
708 pb= pGEX4T2_RsbPPAS_PASalt

708 pb= pGEX4T2_RsbPPAS_PASalt

pGEX4T2 pGEXA4T2 pGEX4T2 pGEX4T2
Gene RsbPPAS RsbPPAS RsbPPAS RsbPPAS
ruler PASalt PASalt PASalt PASalt
Col 1 Col2 Col 3 Col4

Figura 11 Analisis de restriccion para RsbP-PAS_PASalt
En el carril 1 se encuentra el marcador de peso molecular. Los carriles 2,4 y 8 muestran un resultado positivo
con la banda a 708pb. El carril 6 se califica como negativo al no mostrar la banda de interés.

> 5.3.2 Quimera 2: pGEX-4T-2_RsbP-PAS Bucle_ GGDEF

o 5.3.2.1 Digestion de pGEX-4T-2 y pUC57_RsbP-PAS_Bucle_GGDEF
Con el objetivo de comprobar que los transformantes seleccionados sean portadores
del ADN recombinante de interés se llevd a cabo una digestion del vector y de
pUC57_RsbP-PAS_Bucle_ GGDEF y se corroboré la presencia de los genes por
medio de electroforesis en gel de agarosa al 1.0%. En la figura 12 se observa el

resultado del analisis.

Pagina | 79



pb 1 2 3

I

5000

4000
3000

4900 pb= pGEX4T2

2000
1500

1000 . S A

700

500

400

300 Enzimas
utilizadas

200
75

Gene

e pGEXAT2 RsbPPAS_Bucle_GGDEF 1 | RsbPPAS_Bucle_GGDEF 2

Figura 12 Gel de agarosa al 1.0% RsbP-PAS_Bucle_GGDEF
En el carril 1 se cargd el marcador de peso molecular, en el carril 2 se observa un resultado positivo para la
digestion del vector con un peso molecular de 4900pb y en los carriles 3 y 4 se observa un resultado positivo
para la presencia de la secuencia de interés para RsbP-PAS_Bucle_GGDEF con un peso molecular de
975pb.

o 5.3.2.2 Andlisis de restriccion para pGEX-4T-2_RsbP-

PAS_Bucle_GGDEF
En la figura 13 se observa el resultado del andlisis de restriccion para la quimera 2. La

banda esperada para la secuencia de interés es de 975 pb.

R °75 pb= RsbP-PAS_CC_GGDEF

Bam HI & EcoRI
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pb

5000
4000
3000

2000
1500

700
500

400
300

200
75

i

Gene
ruler

PGEXAT2_
RsbPPAS_
Bucle_GGDEF
Col 1

pGEXAT2_
RsbPPAS_
Bucle_GGDEF
Col 2

pGEXA4T2_
RshPPAS_
Bucle_GGDER
Col 3

pGEXAT2_
RsbPPAS_
Bucle_GGDEF
Col 4

pGEX4T2_
RsbPPAS_
Bucle_GGDEF
Col 5

Figura 13 Analisis de restriccion para RsbP-PAS_Bucle_ GGDEF
En el carril 1 se carg6 el marcador de peso molecular en los carriles 2 al 6 se cargé el pADN para las 5
colonias seleccionadas durante el andlisis de restriccion, se puede observar un resultado positivo para los

4900 pb= pGEX4T2

975 pb= RshP-PAS_CC_GGDEF

Enzimas
utilizadas
Bam Hi & EcoRI

carriles 2,3,5y 6.

» 5.3.3 Quimera 3: pGEX-4T-2_RsbP-PAS_PASa_Bucle_GGDEF

o 5.3.3.1 Digestion de pGEX-4T-2 y pUC57_RsbP-

PAS_PASa_Bucle_ GGDEF
Con el objetivo de comprobar que los transformantes seleccionados sean portadores del
ADN recombinante de interés se llevd a cabo una digestidn y se corrobor6 la presencia
de los genes por medio de electroforesis en gel de agarosa al 1.0%. En la figura 14 se
observa el resultado de la digestion del vector de trabajo y de la secuencia de interés

para la quimera 3.
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4900 pb= pGEXAT2

1263 pb= RsbP-
PAS_PASa_CC_GGDEF

Enzimas
utilizadas
Bam HI & EcoRI

Gene RsbPPAS_PASa_Bucle_ RsbPPAS_PASa_Bucle_

PGEX4T2

ruler GGDEF 1 GGDEF 2

Figura 14 Digestion para pGEX-4T-2 y RsbP-PAS_PASa_Bucle_ GGDEF

En el carril 1 se carg6 el marcador de peso molecular, en el carril 2 se cargd el producto de la digestién del
vector con un peso molecular de 4900pb y en los carriles 3 y 4 se cargd el producto de la digestion de la
secuencia de interés para RsbP-PAS_PASa_Bucle_ GGDEF con un peso molecular de 1263pb.

o 5.3.3.2 Analisis de restriccion para pGEX-4T-2_RsbP-
PAS_PASa Bucle GGDEF
En la figura 15 se observa una banda a 4900 pb que corresponde al vector de
trabajo y una banda a 1263 pb que corresponde a la secuencia de interés para
la quimera 3.

pb 1 2 3 2 5 6 7

20000
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7000
5000 4900 ph= pGEXAT2
4000
3000
2000
1500
1263 ph= RebP-PAS_
PAS3_CC_GGDEF
1000
PGEXAT2_ pGEXAT2_ B PGEXAT2_ e
Gene RsbPPAS_PASa | RsbPPAS_PASE MsbPPAS_P RsbPPAS_PA RsbPPAS_PASa | RsbPPAS_PASs lizad
ruler Bucle_GGDEF | Bucle GGDEF| Bucle GGOE{ Bucle GGDEF| Bucle GGDEF | Bucie GGOEF | ”‘L;z; E" =
m co

Coll Col 2 Col 3 Col & Col5 Col 6
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Figura 15 Analisis de restriccion para RsbP-PAS_PASa_Bucle_ GGDEF

En el carril 1 se cargd el marcador de peso molecular en los carriles 2 al 7 se observa el resultado positivo
para pADN para las 6 colonias seleccionadas.

5.4 Analisis de secuenciacion
> 5.4.1 Analisis de secuenciacion para la Quimera 1:
pGEX-4T-2_RsbP-PAS_PAS alternativo
En la figura 16 se observa el resultado positivo para la comparacion de la secuencia real

vs obtenida (resultado obtenido del analisis de secuenciacion de Eton Bioscience Inc.)

En direccion 5° (Se utilizé el programa aPe- A Plasmid Editor)

Comparacidn secuencia real vs secuencia obtenida direccidn 5
Eri Sep 1B, 2015 1Z:71 -0S00INHA from 1 to T26co 002 PASL 5 EO0T.abl-- Matches:726:; Mi=matches:0:; Gaps:Z893; Thattespted:0

- - - - - - - - - -

1»ATGEACRARCRATTGARTGATG RCCATEOGE TT TCCTC GCT TTETC AGAAGRE GEETOGA TCAT AR TECCARCDGCACCCT TATC ARG ATTCTGEATT+100
AT e AR A A T T A A TR A T e A T RO EE T T T BT T TG T AGAAGRAG BEET CEA TCAT AR T AR GCACCCT TATCARGATT TGEATT +124

- - - & & & & & - -
LD AT AR DA TR GET T AT O eE A BT A AT AR T AT AR TET T eAD T AT T OO e e AT TT T T CAGTTITATTITITT COGCTTI TRARATT GEAXZ 00
LS AT AR DA TR EET T AT O eE D A BT A AT AR T AT AR T T TeA DT AT T OO e e AT TT T T C CAGTTITATTITITI COGCTTI TRARATT GEAr2 24

& & & & & & & & & &

201 e AT CACAT OGARGARATATACATT TOO TEA ARG ARG ARATREAG ARGARAT TOCCETC CTTATCA ATECTATT GUGARAT AOBATAR CGEGECT TCT+200
Z35»ECATCACATOGARGARRTATATATT TOOCTGA ARGTA ARG AGATGEMNG AAGARAT TOCOGTC CTTAT CA ATGITATT GOGAGAT MOGATAGOGEEECT TCT >33 4

= & * & & & & * & &

S0L»ET T TTGAT TG TET TCTGAT T C AR TEOGAGA ATTDOG GETCGAIG ABGETTT GrTGAA T TG AGE OETGADTR GTGARAT GETTOGT CTARTGEARAE0D
225»ETCTTIGAT TETET TCTEAT TOCRAR TROGAGA ATTDONGGETOGADG AGBEITT G TEARC TG AGE CETGADTR GTEARAT BETTOGT CTAATGEARA 424

* & ' & & & & * & %

201 »CAGCRATTETTOCARTCTIGECAGT AGRTGET ARTEEAT TEET AR GEETEEA ATCRGAR AGT ARG GAGT TGAL TEEE TA MGAGT TG ATGAT G ART »500
235 AGCRATTET TOCARTCTIGECAGT AGRTGET ARTEEAT TEET AR GEETEEA ATCRGAR AETARTGGACT TGAL TEEE TA MGAGT TG ATGATGC ART »534
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- - - - - - - - - -

501 »TEGEAAEE R AT AT T A T T eI G GAGEAT O T ITeT AN AT T e T AGA G GAT G TA TAT TTAG T TG ARG GET AR AG AAGRGA L GEARGTT DGA>600
S T EEARE R A T AT T A T T T G GAEEA T T T eT A AT T e T AGAE GA T TA T AT (T A T T TG A GET ARAG ARGREA R GEARETT CEA 62

= = = = - - = = = =
0L TTTeAGET ARG T A TR DGR AGAEEEA TEATBET CCAGT TAT CTTGGET T G GAA TG T T e LA G T OeEE AT T TCA TEAT AT GTTGT TG GAG > TOD
625> TTTGAGET ARAGR T R TRE DGR MGREGER TEATGET CCAGTTAT CTTGET T GTGA AT G T T TG CAGT GGG AT TC A TGAT AT STTGT TG GAG> T2 4

TOLPTETECTTIETTE 00— ——- T . AT ——A-TEA LY

T4 ———>T724

£ GCAGT T COGAGA BST CACRCT T CT6TAACGA T CUGGGAT CAGACAA GO TG CAGGa06C 6T CTG65T T6T TG0 GETGTGRG8R00A 6L 5

75 LT>726

=3 ATGACCCAATCOGTASCEAT GGG GGTATAT T1CT TG TAACGAA GGGGCTT CRGATACGOCT T T TTT G6TC TTGTCTT GATATIAREGETE T 51

En direccion 3°

Comparacion secuencia real vs secuencia obtenida direccion 3
Fri Sep 1B, 2015 12:2% -DSODMMR from 1 oo T26Go D01 PASL 2 DOT.seq-— Macches:T26; Mismatche=:0; Gap=:2T4; Tnattespoed:0
. .
15& T-G - R R L, B gk B e R G TEAT- e i e 2T

£ N NN > >N N N >[N O =100

&
BTG -—=320

AT ST AT AT GO RGO AT TG TG TAAAACS TATI R GO -

20 -==330
AR AT A AR A AT A AT A T 3G TT GRS TSR (AT TOSTRT ECEA A T CUT TR MATCRGATC -

: * * * 3
=BT TTC CTOEITT TETCAGA RRAGEEET DRAT CAT RETTRIC ARODGIR D0 B2

zni_xmmmmmmmmmm

- - - - - = £ & - =

BT AT R AR TT T eaAT T A T e A EEARCAR GTT AT O GO ARCAL ATGA ATA TEATETT GACCATT COOB0E A GCTTTTC TECCAGC TTTATTT TTT»1E2
401> TTAT A AR TT TR T TAT RAR T GEABCREETTAT OGO CAGCRT ATGA AT A TRATETT RO TAT T OO Ce0E A BT TTTC TR CREC TTTATTT TTT»500

* - * N * ® - - * ®

13> T OB T I TeARAT TEEAG AT (A ATCGARG AR AT ATA CATTTCC TRARNGT ARGREAT GeAGR A ARATTCCC GTCCTTATCARTG. TATTGOG AGR 2 B2
S01»T OB T T TeARAT TGEAG AT (A ATCGARGARATATA CATTT OO TRARNGT ARGREAT GEAGR AE AR ATTCCC ETCCTTATCRAAT G, TATTGOE AGR 600
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* i » & * ! ' 3 I &

2B A GA T AEOREEECT I TS T TTGATTET AT T TR TT O AR T SOG RGAAT T COGEET O GATGAGG ST TR TG AR TR R GEICETG ACCRETG ARA 2E2
601 GA T AR OREEECT I TS TCT TTGATTET AT T TR TT O AR T BOG AR AT T COGEET O GATGARG ST TR T AR R BRI CETG ACTRET G ARRS TOD

* f » ! » ! * 3 * &

2B TeET T eI CTAAT SaA AR R ECR AT TETTC R AT T TGE CRETAGAT GECAAT S GATTEET CARCGEE TEEAAT TR GARRETR BOREAET TEACTGE BT +4E2
7Ol TeET T OET T T AT GEA R AR AR TET T A ATCTTB5 CAETAGAT BB AR TG GA T RET CARBEE TEGART (A BANNEA BOBEAET TEACTGE BT +EDD

» & ' : » 3 ] 3 ' 3

4B AN AR RTTEATRAT G A AT TREARGE CRCAT AL TT AT TETGeAGG AT T T TET A A GTTET T AGRGEAT S CTATATC TARCT CT GCRABGET AARARSEZ
BOLrARGART TEATEAT G A AT TREARGE CRTATAC TTANTTT TETEEARE AT TCCTC TET AT A GT TET T AGARGAT G T TATAT TAGTTCT GCAGGET ARRE00

» F » 3 » 3 » 3 » 3

SE2»eRNGARARGER AT TOGAT TTEAGE TARNGAL TR T BE (U GAAGAE GEATBAT BET CAGTTAT CTT BeT TeT A ATECTIE TECART CoeaAIC TICHEEE
B0L G NGARARGER AT TOBAT TTEARE TARNGAL TR TREC (U GAAGRE GEATBAT BET I CAG TT AT CTT BeT TeT A ATECTIE TECAGT CoeaACC TIC 1000

* i * 3
BB AT AT AT ST TRl TReARTE TR T T T TR Ol CAAGATATEAT T2 6
1001 AT AT AT ET TR TeaiaTeIe T Iel IeCC CARGRTATRACT 10 44

Figura 16 Secuencia real vs secuencia obtenida Quimera 1
En la linea superior se observa la secuencia esperada, en la linea inferior se observa la secuencia obtenida.

> 5.4.2 Anadlisis de secuenciacion para la Quimera 2:

pGEX-4T-2_RsbP-PAS_ Bucle_GGDEF

En la figura 17 se observa el resultado positivo para la comparacion de la secuencia real

vs obtenida para la construccién de la quimera 2 (resultado obtenido del analisis de

secuenciacion de Eton Bioscience Inc.)
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En direccion 5 (Se utilizé el programa aPe- A Plasmid Editor)

Thu Apr 07, 2016 20:42 -0700

RsbP-PAS_Bucle_GGDEF.str from 1 to 978

Alignment to

AC_001_4 pGEX-F_GO0l.abl-~ Matches:976; Mismatches:1; Gaps:174; Unattempred:0

- - - - - . - - - -
1> ATGGACAAGCAGCTGAACGATGCGCOGTGCGETTTCCTGGCCCTGAGCGAGGAAGGCAGCA> 61
LN AN NI N CAT CT AR TCRGACT GGT I CECET GGAT COATGRACAAGCAGCT GAACGAT GCGCCGT GCEETTICCTGGCGLTGAGCGAGGARGGTAGCA>100

. Ll - - . . - . - .
£2>TCATTGOGECGAACCGTACCC TGATCAMATTCTGEACTACGAGCCCEAACAAGCTGATCCETCAGCACATGAACATGATGCTGACCATTOCGGCGCANCT> L 61
101> TCATTGCGGCGAACCETACCCTGATCARAA T TCTGGACT ACGAGCCGGARACAAGTGATCGGT CAGCACAT GAACATGATGCTGACCATICCGGCGCAACT >200

201>GTTITGCCAGCT! mmmmmmmccmcnmcamwn&rmw GMMCGCGTGACGGCGAGGNTICC’GG‘IT >300

- . - . Ld . - - L .
262>CTGATCAACGOGATTGCGCOTCATGACAGCGETOCGAGCOTGTTCGATTGCCTTC TGATCOCGATGCCTAAGCCTATTGATTACGAGCAAGAACTGCGTA> 261
301> CTCAT CARCECEATIGCECETCAT CACAGCGETGLEAGCETGTICGATIGCETTCIGATCCCGATCOCTARCGCETATIGATTACGAGCAAGARCTGCGTA> 00

. . - - »- . - - - ~
362>GOGCCAAGAAACTGCTGGAGGCGOCETATCAAGAGAAGGAACAGGC GCTGECCANCCTGGAACAGATCCACGTCGAGATTGAACAGCAACAGGCGAAACT >4 61
401 >GCGCEARGAARCT GCTGEAGGCGECETATCARGAGAAGEARCAGECECT CECEARCCTGERAACAGAT CCACCT GEAGAT I GARCAGCARCAGECEARACT >500

- - - - - . * - - .-
462>GCTGEOGOTTAACGCGACCCTGATCGAGCTGAGCGAAACCGACAAGCTGACCOETC TCAAMACCOTCOTT TCTT TCAAGATAAGCTGGAGCAACAGCTG> 561
50L>GCTGE0GEGETTARCGCEACCCTGAT CGAGCT GAGCGARACCGACARGCTGACCEET CTGAARAACCGTCGTTICTTICARGATARGC T GGAGCARCAGCTG>600

- . . . . . . . . .
5E2>AACAGCTACTATGAAGCGCGAAACCOTTCAGCCTCTGCATCCTGGACATTGATCACTTCANGAAGTGAACGACACCTTTGGTCACCAAGTGGGCGACG> 661
60 AR ARG T AT AT GAA RGO G G AAACCETTCAGC T CT GCAT CCT CRACAT T GAT CACT TCAAGAARGT GAACGACACCT T TGETCACCAAGTGEECEACE>T00

. - - . . . - - - -
662>ATGTTCTCECOCAACTGECECAGCTGCTGACCCAGOGTGCGCETAAGAGGATACCGTGECGCCTTACCETGCCGAGGAATT TG TTATGATCCTGCCGGA> 761
701 >ATGTTCTGGCECARCTGGCGCAGCTGCTGACCCAGCETGCGCGT ARAGAGGATACCGTGECECGTTACGETGEOGAGGAATTIGTTATGATCCTIGCCGGA>E00

T 82>GACCCAAM TTGCTCCGCECGAAEGAGC TGECCCGAACAAATCCOTAAANACCETCECCC TGEACCAC TGECCGECGEETCAGE TGACCATCAGCATT-GGCAT>E 60

QOIMCMHWGWEMTNGTMCWWW GGCCEGCGEET GACCATCAGCA I>899

. - . . . . . . . -

SEL>TTCTTT-GATATGAATAA >978

1000>TTCTT iﬁnrmrmncccc&m CGACTCGAGCGGCCGCATCCETGACTGACTGACGATCTGCCTCGOGCGTTICCGTGATGACGNGARAAAC> 1099

978> >972
1100>CTCTGACACATGCCAGCTCCCGGOAGACGETCACAGCTIGNTCCTCGGANG>1150
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En direccion 3° (Se utilizé el programa aPe- A Plasmid Editor)

Thu Apr 07, 2016 20:49% -0700

fsbP~PAS Bucle GGDEF.str from 1 to 972

Rlignment to

RC_002_4_pGEX-R_HO1.abl-- Matches:377; Mismatches:0; Gap2:138; Unattempred:0

- - -
| DY V— TG-—-G--AC A-A- ~G---C—-A--—-GC-TGA- ACGATGCGCCGTGCGGTTTC>36
1114<T ; GT1 TGRCH G Q)
- - - - - - - - - -
37>CTGGCGCTGAGCGAGG - AAGGCAGCATCATTGCGGOGAAC -COTACCCTGATCAAAATTC TGGAC TACGAGCCGGAACANGTGATCGGTCAGCACATGAA>1 34
1015<CTGGCGCTGAGT TCATT ACCCTGATCARAATTCTGGACTACGAGCCGGARCARGTGATCGGTCAGCACATGARCI16

- - - . - - - - - -

135> CATGATGC TGACCATTCCGECGCARCTGTT T TGOCAGC TG TACT TCTT TCCGC TGC TGAAGC TGGAGCACCACATCGAGGAAATC TATATTAGCCTGAAA>2 34
91 S<CATGATGCTGACCATTCCGGCECARCTETTITGCCAGCTCTACT ICITICCOCTGCTGAAGCTGEAGCACCACATCOAGGARATCTATATTAGCCTGARALELE

- - - - - - - . - Ll

235>GOGCGTGACGGCGAGGAAATTCOGGTTCTGATCAACGCGATTGCGCGTCATGACAGCGETGCGAGCGTGTTCGATTGCGTTCTGATCCCGATGCGTAAGC > 334
B15<GCGCEIGROGECERGEAART TCCGET TCT AT CARCECEAT TCCECGICATGRCAGCGET GCERAGCETIGITCEATIGCGTICTCGATCCOCGATGCGTARGCLC 716

» * . » * . * . » *

335>GTATTGATTACGAGCAAGAACTGCOTAGCGCGAAGAAACTGC TGGAGGC OGO TATCAAGAGAAGGAACAGGCGCTGOCGAACCTGGAACAGATCCACGT >4 24
T15<GTATTGATTACGACCARGANCT CCETAGCECEARGARACI CCTGEAGECEEOCTAI CARGAGIACCRACACECECTGECEAMCCTGEARCAGATCCACETI<ELS

. » . - - . * - * .

4 35>GGACGATTGAACAGCAACAGGCGAAACTGCTGHCGETTAACGCGACCCTGATCGAGCTGAGC GAANCCGACAAGC TGACCOGTCTGAARAACCOTCOTTTC > 5 34
81 5<GEREAT TEARCRGCARCAGECERAACTGCTGECEE T TARCECEACCCTGAT CEACCTCAGCEARACCEACAACCTGACCEETCTGIRARRCCGTOGITICLS1S

- L - e L - - - - »
535> TTTCAAGATAAGCTGOAGCAACAGCTGAACAGCTACTATGAAAGCGCGAAACCCTTCAGCCTETCCATCCTCGACATTGATCACT TCAAGAAAGTGAACG > 634
515<TITCARGATAAGCT GEAGCARCAGCTGAACAGCTACTAT GAAAGCCCEAARCCGTICAGCCTGTGCATCCTGEACATTGAT CACT ICAAGARAGIGARCG41E

. - - . . - . . . -

€355 ACACCTTTCETCACCAAGTCOOCGACGATCTTC TCOCCCAAC TCECECAGCTOCTGACCCAGCGTCCGCCTARMGAGGATACCCTGGCGCCTTACGETGG> 734
4 1S<ACACCTTTGGTCACCARGT GGGCGACGAT T ICTGGCGCAACT GECECAGCTGCTGACCCAGCGTGCGCGTAAAGAGGATACCGTGECGCETTACGETGE<314

- - - - - - - - - -
735> CGAGGAATT TG TTATGATCCTGCCGGAGACCGAAA TTGCTGCGGOGAAGGAGCTGGGC GAACAAA TCCGTAAAACCGTGGCGCTGGACCACTGGOCEGCG> 8 34

315<CeRGEARTITCTIATGATCCTGCOGGRACACCERART TCCTCCEECEANGEAGCT COCCERAACAAATCCCTARRACCGTGECECTGEACCACTGECCEECE<216

- . - - - - d - - -
2 35>GOTCAGCTGACCATCAGCATTGECATGOCGACCOTTACCAGCGAAGATACCGGCACCACCCTGCTGAAGAACGOGGACGATOCOCTCTATGCGAGCAAGA > 93 4
2L S<GGETCAGETGAC AT CAGCAT T GGCATGGCCACCET TACCAGCCARGAT ACCGECACCACCCTGCTGARGARCGCGGACGATGCECTGTATGCGAGCARGACLLS

. . . . - . . . - .

235 AAAACGGCCCTAACCAGET TACCCACT TCTTTGATATGARNTARN w o e v e e 0 e e v e e e 3 3T §
1S ARARCEGCOET AR CCAGETTACCORACT ICT TIGATATGARAT AAGART TCOCGEETCGACTCEAGCEGCCGCATCETGACTGACTGRCGACTGCCICGELGL1E

- Ll
978> cnbommsnimaiiam vaen>978
15<CGTTCGTAGAANINIC1

Figura 17 Secuencia real vs secuencia obtenida Quimera 2

En la linea superior se observa la secuencia esperada, en la linea inferior se observa la secuencia obtenida.
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> 5.4.3 Analisis de secuenciacion para la Quimera 3:
pGEX-4T-2_RsbP-PAS_PASa_Bucle_ GGDEF
En la figura 18 se observa el resultado positivo para la comparacién de la secuencia real
vs obtenida para la construccién de la quimera 3 (resultado obtenido del andlisis de

secuenciacion de Eton Bioscience Inc.)

En direccion 5° (Se utilizé el programa aPe- A Plasmid Editor)

fhu Apr 07, 2016 20:58 -0700

33bP-PAS_PASs_Bucle_GGDEF.str from 1 to 1263

liignment to

AB_001_1Q3F_pGEX-Tor_B03.abl-- Matches:1238; Mismatches:14:; Geps:82; Unattempted:0

1>0GTICCCCCI CCT CARAT CGGTCTGETICCGCGT GET COAT GRACARGCAGCTGAACGAT GCGCCETGCGGTTTCCTGECGCTIGAGCGAGGARGGTAGCA> 100

62> TCATTGCGGCGAACCGTACCCTGATCARAATTCTGGATTACGAACCGGAGCAGGTGATCGOTCAACACATGAACATGATGC TGACCATTCCGGCGCAGCT> L 61
L TOATTGCGGECGAACCGTACC T AT CARRA T TCT GEAT T AL GAA CCGGAGCAGGT AT CGGT CAACACAT GAACATGATGCTGACCATTCCGGLGCAGCT>200

- - - - - . - . - -

182> GTTTTGCCAACTGTACTTCTT TCCGCTGC TGAAGC TGGAACACCACATCGAGGAAATC TATATTAGCC TGAAAGCGCGTGACGECGAGGAAATTCCGGTT > 261
201 GI T I TGO CAA LT GTACT I T T ICCGCT GCTGAAGCT GEAACACCACATCRAGGARAT CTAT AT TAGCCT GAAAGCGCGTGACGGCGAGGAARTTCCGGTT>300

. . . . . . . . . -

262>CTGATCAACGCGATTGOGCGTCATGACAGCGGTGOGAGCG TG TTCGATTGCGTTC TGATCCCGATGCG TGAATTTCCGGGTCGTGGCCTGGCGGAGCTGC > 361
301> CTGAT CARCGCGATIGCGCGTCATGACAGC GG I GCGAGCETGTICGATIGCGTICTGATCCCGAT GOGTGAATTICOGGGT CRTGGCCTGGCGGAGCTGC>400

. . . - - - - . . .

362>AGGCGETGACCAGCGAAA TG TTCGTCTGATGGAGACCGCGACCGTGCCGATTCTGGCGOTTGATGCTAACGGCC TGO TGAACGGTTGGAACCAARAAGGC >4 61
401 >AGGCGETGACCAGCGAAATGET I T CIGAT GEAGACCGCGACCETGUCGATTCTGELGGETIGATGETAACGGCCTGETGARCGGTTGRAACTAAARGGCY> SO0

- - - - - - - - Ld Ld

4 62>GCCEEANCTGACCGETCTGCCTCTTGACGATCCCATCGCCCETCACATTCTGACCCTGETGCAGGACAGCAGCGTTCCGETGETTCAGCCTATGCTGTAT> SEL
501 >GECGEAACTGACCEETCTGCETGTIGACGATGCGATCGECCETCACATICTGACCCTGGTGGAGGACAGCAGCETTCCEGTGETTCAGCGTATGCTGTAT>600
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- b R Ll - L L d - . L

562 >CTGECOCTCCAAGCCAMNCAGCAGAAAGAAGTCCCT T TCCAGET TAAGACCCACGETCCGANCGTGACCATCECCCGETGATCCTGETOGTTAACGCGT > 661
601>CTGGCGCTGCARGGCARAGAGGAGARAGARGTGCGTTTCGAGGT TARGACCCACGGTCOGRARCGTGACGATGGCCCGGTGATCCTGGTGGTTAACGCGT>700

- - - - - - - - . .
862 >GCGCGAGCCGTGACCTGCACGATCACGTGET TGETCTCTEC TTTCTTGCCCAGGACATGACCCCTGACCATTACGAGGAAGAGC TGCAAGACATCAAGGA> TE1
T01>GCGCERGCOGTGACCTGCACCATCACCIGET TGEIGTGIGCTITGT IGCOCAGGACATGACCCETCACCATTACGAGGRARGAGCTGCARGACATCARGGR>E00

. . - - - - . . - "

T62>CGCETCTCCAAGAGCCETATATTACCGACAAGCTGACCOCCCTGAAAAACCETCCTTTCTTTCAGGATAAGC TCCAACAGCAACTGAACAGCTACTATGAG > E 6L
BO1>GCETCTGEARGAGECETATAT TACCGACRAGCTGACCGECCTCARARACCETCETTTCTTTCAGGATARGCTGCARCAGCAACTGARCAGCTACTATGAG>S00

- - * * * . . . . .
BE2>AGCCCEAAACCET TCAGCCTETGCATCCTCEACATTCATCACTTCAAGAAAGT TAACGATACCTTTCCTCACCAAGTGECCCACCATCTTCTGCCCCAGC > 961
901>AGCGCGARRCCET TCAGCC‘IGIGCAICC‘IMIT GATCACTICARGARAGTTARCGATACCITIGGTCACCAAGTGGECGACGRIGTT C’IGGCGCAGC)lOOO

- L - - - - - - -
962> TGGOGCAACTCCTGACCCAACGTGCGCGTAAGAAGACACCGETGECGCGTTACGS TCECGRAGAG-TTTGT TATGATCCTGCCGGAAACCGAGATT-GCT>1 059
1001>TGGCECARCTGCT GACCCARCGTGOGCGTAARGARGACACCGTGGOGCETTACGTGGCOAGAGHT T TG TTATGATCCTGCCGGARACCGAGATTHGCT>1 098

- - - - - - - - - -
1060 >GOGGCEAAGGAACTGGGCGAGCAGATCC -CTAAAACCGTGECGCTGEATCAC TGECCGECGEEE TCAAGT-GACCATCAGCATTGGCATGGCGACCGTTAC> 1157

10995GCIGCGANGEARCTGEGCEAGCAGATCICTIAAACCGTOECECTGAATCACT G COGCeaT CAAG TG ABCATCAGCAT TGGCATGECEACCEITACY 1196

. - - . - . - - - .
1158 SC-TGTA AACCAAG-TTACCCAC-~ 51252
nsvw AT ncﬂn»mﬁuas
- - .
1253>AC—X ~ATAR = v mm wrm wwoe e w ~>1283
12905H ARATTTCCCCGGGTTGCACATC>1323

En direccion 3° (Se utilizé el programa aPe- A Plasmid Editor)

Thu Apr 07, 201& 21:05 -0700
RabP-PAS_PASa_Bucle GGDEF.str from 1 to 1263

Alignment to
RB_002_1Q3R pGEX-Reverse C03.abl-- Matches:1229; Mismatches:15; Gaps:110; Unattempred:0

- - - - - - . - -
1SATGEACRAGCAGCT CARCEATG-CECCOTGCECT TTOCTEECEC- - TG- - AGCGAGGARGGCAGCATCAT - - TECGEC G- - ARCCETACCCTGATCIAAAS 91

1335<~ ToHIA GOl T GG CG TG TOC TGO T GIAGCGAGGANTGCAGCTCATIR T BRGGCC N G CTGAT CBARA< 1252

- - - - ~ - - - -
92>TTCTGGATTACGAA-CCOGA-GCAGGTGATCGOTCAACACATGAAC - ATGATGCTGACCATTCC ~GGC ~GCAGCTGTTTTGCCAACTGTACTTCTTTCCG> 186
1251<TTCTGGANTRCGANBCCOGABGCAGGTGATCGGTCARCACATGARCBATGATGCTGACCATT SCAGCTGTTTTGCARCTGTACTICTTICCG<1153
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- - - - - - - Ld - -
127 >CTCCTGAAGCTGGAACACCACATCGAGGAAA TCTATATTAGCC TGAAAGCGCGTGACGGC GAGGAAATTCCGGTTCTGATCARCGCGATTGCGCGTCATG > 286
1152<CTGCTGAAGCTGGAACACCACATCGAGGAARTCTATAT TAGCRTGAAAGCGCGTGACGGCGAGGARATTCCGETICT GATQ&GCGATIGCGCGI CATG<1055

- - - - - - - - - -
28T >ACAGCGETGCCAGCETGTTCGATTGCOTTCTGATCCCGATGCCTCAATTTCCOEETCCTGCCCTCECECAGCTCCAGCCGETGACCAGCGAAA - TGETTC > 385
105(WG@GCG&GCWGTTCGWGCGTTNGAICCOGMGCGTWCCGGGTCCTGGCCTGGC&&GCTGCMGCGGTGACC&GCGWGGTTC(955

- - - ~ * - - - - *

3EE6>GTCTGATGGAGACCGCGACCGTGCCGATTCTGGCGETTGATGETAACGGCCTGETGAACGG TTGGAACCAARAGGCGGCGGAACTGACCGGTCTGCGTGT >4 ES
954<GTCTGATGGAGACCGCGACCETGCCEATICTGGCGRTIGATGETARCGGCCTGETGARCGETIGEAACCARARGGCGGCEGARCTGACCGGTCTIGCGTGT<ESS

- . - * - - . - - -

42 E>TGACGATGCGATCGGCCGTCACATTC TGACCCTGGTCGAGGACAGCAGCCTTCCGETCETTCAGCCTATGCTGTATC TCCCGCTCCANGCCAAAGAGGAG > 52 5
B 54<TGRCERTGCEATCEECCETCRCRTICTGRCCCIGET GEACERCACCAGCEI TCCEETCETTCAGCETIATCCIGTATCTGECECTCOINGECARAGRGEAGLTSS

- * - - - - Ad L - -
526 >AAAGAAGTGCGTTTCGAGGTTAAGACCCACGGTCCGAAACGTGACGATGGCCCGGTGATCCTGGTGET TAACGCGTGCGCGAGCCGTGACCTGCACGATC > 625
TS4<RAAAGAAGTGCGITTCGAGGTTARGACCCACGEICCGARACGTGACGATGECCCGETCATCCTGETGETTAACGCGTGCGCGAGCCGTGACCTGCACGATC<6SS

- - - - - - - - L -

62 8>ACGTGETTGGTGTGTGC TTTGTTGCGCAGGACATGACCCGTGACGATTACGAGGAAGAGC TGCAAGACATCAAGGAGCGTCTGGAAGAGGCGTATATTAC> 785
654<ACGIGETIGEIGTGTGCTITICTIGCGCAGSACATGACCCGTIGACGAT TACGAGGAAGAGCT GCAAGACATCARGGAGCCTCTGGARGAGGCGTATATTACSSSS

7eswrwmxwaes
554<CGACARGCTGACCGGCCTGARAAACCETCGT TTCT TTCAGGATARGCTGERRCAGCARCTGAACAGCTACTAT GAGAGCGCGARACCGT TCAGCCTGTGCL 4SS

22 E>ATCCTCGACATTGATCACTTCAAGAAAGTTAACGATACCTTTGG TCACCAAGTGGGCGACGATGTTCTCGCGCAGC TGGCGCAACTGCTGACCCAACGTG> 925
454 <AATCCTGEACATTGAT CACT TCRAG ARG T TARCEATACCT T TGCT CACCARGTGEGCEACCATETICTGECGCAGCTGECECANCTGCTGACCCAALGTGL 355

- - - - . - - - - -

22 6>CE0GCTAAMGAAGACACCGTGGCGOGTTACGGTGECGAAGAGTTTGTTATGATCCTGCCGGARACCGAGATTGC TGCGGCGAAGGAACTGGGCGAGCAGAT> 1085
354<CO0GTAAAGRAGACACCGTGGCGCGT TACGGTGECGAAGAGI TTGI TATGATCCTGCCGGARACCGAGATT GCTGCGGCGAAGGARCTGGECGAGTAGAT<255

102 6>COGCTAAMACCGTGECOCTGOATCACTGGCCCECGEETCAAGTGACCATCAGCATTGECATGECGACCOTTACCAGCGAGGACACCGGCACCACCCTGCTG> 1185
254<CCET ARARCCEIGECECTGEATCACT GECCGECEEETCARGT GRCCATCAGCATIGECATCECCRCCETTACCAGCCAGERCACCEECACCACCCTGLTEK1ISS

. Ad - L - - - - L -

L 1E6>AAGAACGCGGACGATGCGCTGTATGCGAGCAAGAAAAACGGCCGTAACCAAGTTACCCACTTCTTTGACATGAAATAR ~ v n s >1263
154<AAGARCGCGEACGRTGCOCTGTATGCGAGCARGAARAACGECCETARCCARGTTACCCACTICTTIGACATGARATARGARTTCCCGGGTCGACTCGAGCLSS

1283>w~~ ———— - ~>1263
S4<GGCCGCATCGTGACTGACTGACGATCTGCCTCGCGCGCCTCTGTACTCCINNCC<1

Figura 18 Secuencia real vs secuencia obtenida Quimera 3
En la linea superior se observa la secuencia esperada, en la linea inferior se observa la secuencia obtenida.
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5.5 Expresion piloto de proteinas

> 5.5.1 Expresion piloto para la Quimera 1:

pGEX-4T-2_RsbP-PAS_PAS alternativo

Por medio de electroforesis en gel de poliacrilamida con gradiente desnaturalizante

(SDS-PAGE) al 10% se evalué la expresion de proteinas. En la figura 19 se observa el

resultado positivo por medio de una banda a 52 kDa pertenecientes a la proteina de

interés.

kD

150
120

100
85

30

25

20

Page | Col 1 Coll | Col2 Col 2 Col 3 Col 3 Col 4 Col 4
Ruler Pre- Post- Pre- Post- Pre- Post- Pre- Post-
Unstainef Induccion | induccién | induccién | induccién | induccidn | induccidn | induccidn | induccidn

Sul de muestra

Figura 19 SDS-PAGE para expresion piloto de pGEX-4T-2_RsbP-PAS_Pasalt

En el carril 1 se observa el marcador de peso molecular. En los carriles 2, 4,6 y 8 se muestran los controles
negativos (muestras tomadas previas a la adicion del inductor IPTG 0.1M) los carriles 3, 5, 7 y 9 muestran
el resultado positivo para la expresion de la proteina posterior a la adiciéon del IPTG, cuyo peso esperado es
de 52kDd. Las condiciones utilizadas se muestran en el recuadro del lado derecho.

12 kD = RsbPPAS
14 kD= PASait
26 kD= GST

52kD

23°C
200 RPM

0.1M IPTG
16 hrs
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5.5.2 Expresion piloto para Quimera 2:

pGEX-4T-2_RsbP-PAS_Bucle_ GGDEF

Por medio de electroforesis en gel de poliacrilamida con gradiente desnaturalizante
(SDS-PAGE) al 10% se evalud la expresién de proteinas. En la figura 20 se observa el
resultado positivo por medio de una banda a 63 kDa pertenecientes a la proteina de

interés para la quimera 2.

< 63kD

23°C
200 RPM
0.1M IPTG
16 hrs
Page Col 1 Col 1 Col 2 Col 2 Col 3 Col 3 Col 4 Col 4
Ruler Pre- Post- Pre- Post- Pre- Post- Pre- Post-

induccion | induccion | induccion | induccion | induccion | induccion | induccion | induccion

Figura 20 SDS-PAGE para expresion piloto de pGEX-4T-2_RsbP-PAS_Bucle_ GGDEF

En el carril 1 se observa el marcador de peso molecular. En los carriles 2, 4,6 y 8 se muestran los controles
negativos, en los carriles 3, 5,7 y 9 muestran el resultado positivo para la expresién de la proteina cuyo peso
molecular esperado es de 63 kDa. Las condiciones de expresion de muestran en el recuadro del lado
derecho.
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> 5.5.3 Expresion piloto para Quimera 3:

pGEX-4T-2_RsbP-PAS_PASa_Bucle_ GGDEF

Por medio de electroforesis en gel de poliacrilamida con gradiente desnaturalizante
(SDS-PAGE) al 10% se evalué la expresion de proteinas. En la figura 21 se observa el
resultado positivo por medio de una banda a 73 kDa pertenecientes a la proteina de

interés para la quimera 3.

0
s .
23°C
200 RPM
20 e | 0.1M IPTG
B A i 16 hrs

Col 1 Col 3

Col 1 Col 2 Col 3 Col 4 Col 4
Pre- Post- Pre- Pre- Post- Pre- Post-
induccion | Induccion | Induccién | Induccion | Induccién | Induccién | induccidn | induccion

Figura 21 SDS-PAGE para expresion piloto de pGEX-4T-2_RsbP-PAS_PASa_Bucle_GGDEF

En el carril 1 se observa el marcador de peso molecular. En los carriles 2, 4,6 y 8 se muestran los controles
negativos. Enlos carriles 3, 5,7 y 9 muestran el resultado positivo para la expresién de la proteina cuyo peso
molecular esperado es de 73 kDa. Las condiciones de expresion se muestran en el recuadro del lado
derecho.
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5.6 Purificacion de proteinas
> 5.6.1 Cromatografia por afinidad para la Quimera 1:

GST_RsbP-PAS PAS alternativo

En las figuras 22 y 23 se muestra el cargado y eluido respectivamente de la proteina
GST_RsbP-PAS_PASa por medio de cromatografia por afinidad.

Ay —. Figura 22 Cargado de muestra

Cromatograma del cargado de la muestra
GST_RsbPPAS_PASa a la columna GSTrap FF
de 1ml haciendo uso del FPLC, “Akta Prime

Plus” de GE.

Figura 23 Elucion de la muestra

Cromatograma obtenido durante la elucion de la
proteina, haciendo uso del buffer de elucidén
50mM Tris-HCI con 10mM glutation reducida pH

8.0 y flujo de 0.5ml/min.
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> 5.6.2 Cromatografia por afinidad para la Quimera 2:

GST_RsbP-PAS_Bucle_GGDEF

En las figuras 24 y 25 se muestra el cargado y eluido respectivamente de la proteina

GST_RsbPPAS Bucle  GGDEF por medio de cromatografia por afinidad.

Figura 24 Cargado de muestra

Cromatograma del cargado de
GST_RsbPPAS Bucle GGDEF a la columna
GSTrap FF de 1ml haciendo uso del FPLC, “Akta

Prime Plus” de General Electric, Healthcare.

Figura 25 Elucion de la muestra

Cromatograma obtenido durante la elucién de la
proteina, haciendo uso del buffer de elucion
50mM Tris-HCI con 10mM glutation reducida pH

8.0 y flujo de 0.5ml/min.
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> 5.6.3 Cromatografia por afinidad para la Quimera 3:

GST_RsbP-PAS_PASa_Bucle_GGDEF

En las figuras 26 y 27 se muestra el cargado y eluido respectivamente de la proteina

GST_RsbPPAS PASa Bucle  GGDEF por medio de cromatografia por afinidad

\

Figura 26 Cargado de muestra

Cromatograma del cargado de
GST_RsbPPAS_PASa_Bucle_ GGDEF a la
columna GSTrap FF de 1ml haciendo uso del

FPLC, “Akta Prime Plus” de General Electric,

Healthcare.

Figura 27 Elucion de la muestra

Cromatograma obtenido durante la elucién de la
proteina, haciendo uso del buffer de elucion 50mM
Tris-HCI con 10mM glutatién reducida pH 8.0 y

flujo de 1ml/min.
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5.7 Anadlisis de las fracciones colectadas por cromatografia de afinidad

» 5.7.1 Analisis de fracciones para la Quimera 1:

GST _RsbP-PAS PAS alternativo

En la figura 28 se observa por medio de electroforesis en gel de poliacrilamida con
gradiente desnaturalizante (SDS-PAGE al 15%) el andlisis de las fracciones colectadas
durante la cromatografia por afinidad se observa en los carriles 8 y 9 la banda a 52 kDa

que pertenece a la proteina de interés.

70
60
GST
o €~ RsbP-PAS
2 PASalt
52kDa

30

25

20

Page . 2

. ’ Fraccion | Fraccidon| Fraccion Fraccién

usado n Ru'e' c.arlﬁcad j No Un‘da m
Unstained

Sul de muestra

Figura 28 SDS-PAGE al 15% para GST-RsbP-PAS-PASa
En los carriles se carg6 las muestras siguientes: 1 lavado, 2 lisado, 3 pellet, 4 el marcador de peso molecular,
5 clarificado, 6 fraccién no unida, 7 al 10 fracciones 7 al 10 colectadas durante la cromatografia por afinidad.
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» 5.7.2 Andlisis de fracciones para la Quimera 2:

GST_RsbP-PAS_Bucle_GGDEF

En la figura 29 se observa por medio de electroforesis en gel de poliacrilamida con
gradiente desnaturalizante (SDS-PAGE al 10%) el analisis de las fracciones colectadas
durante la cromatografia por afinidad se observa en los carriles 7 al 9 la banda a 63 kDa

que pertenece a la proteina de interés.

M
Fraccion ::::n

No unida Induccién

10ul de muestra

Figura 29 Analisis de fracciones para la quimera 2

En los carriles se cargdé las muestras siguientes: 1 lavado, 2 Fraccién no unida, 3 Lisado, 4 Pellet, 5
clarificado, 6 Marcador de peso molecular, 7 al 9 fracciones 2 al 4 colectadas durante la cromatografia por
afinidad, carril 10 muestra post induccion.
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» 5.7.3 Analisis de fracciones para la Quimera 3:

GST_RsbP-PAS_PASa_Bucle_GGDEF

En la figura 30 se observa por medio de electroforesis en gel de poliacrilamida con
gradiente desnaturalizante (SDS-PAGE al 10%) el analisis de las fracciones colectadas

durante la cromatografia por afinidad se observa en los carriles 6 al 10 la banda a 73

kDa que pertenece a la proteina de interés.

73kDa

Clarifica Fracelédn . Page
p y No | Fraccendel  per
% Unida lavado Unstained

10ul. de muestra

Figura 30 Analisis de fracciones para la quimera 3
En los carriles se cargé las muestras siguientes: 1 Pellet, 2 Clarificado, 3 Fraccién no unida, 4 lavado, 5
Marcador de peso molecular, 6 al 10 fracciones 3 al 7 colectadas durante la cromatografia por afinidad.
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5.8 Ruptura de la union proteina de fusion/proteina de interés

> 5.8.1 Ruptura GST_Proteina de interés para la Quimera 1: GST_RsbP-

PAS_PAS alternativo

En la figura 31 se muestra el resultado de la electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE al 15%) para 2mL (aprox. 0.6mg de proteina de interés + GST) de muestra que
fueron incubados con 60uL de trombina a temperatura ambiente durante 28 horas. Se
puede observar que a partir de las 6 horas de incubacion, se ha logrado la separacion

mostrando una banda a los 26 kDa que pertenece a la proteina de interés.

12.4 kD = RsbPPAS
13.7 kD= PASalt
26.1kDa

RsbP-PAS
PASalt
26.1kDa
GST
26 kDa

Muestra Page
previo al Ruler lhra 28hras
corte Unstained

Sul de muestra

~,
Resuitado de la digestion con trombina a diferentes tiempos R

Figura 31 Analisis por SDS-PAGE al 15%, para distintos tiempos de incubacion con trombina
En el carril 1 se cargé la muestra previo a la incubacién con trombina, en el carril 2 el marcador de peso
molecular, en los carriles 3 al 8 muestras a diferentes tiempos de incubacion con trombina.

Pagina | 100



> 5.8.2 Ruptura GST_Proteina de interés para la Quimera 2: GST_RsbP-

PAS_Bucle_GGDEF

En la figura 32 se muestra el resultado de la electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE al 15%) para 2mL (aprox. 0.4mg de proteina de interés + GST) de muestra con
50uL de trombina incubados a temperatura ambiente durante 28 horas. Se puede
observar que a partir de las 28 horas de incubaciéon aun no se logra una separacion

completa, sin embargo se trabajé con esta muestra.

RsbP-PAS_
Bucle_GGDEF
37 kDa

GST
26 kDa

Muestra Page
previo al Ruler
corte Unstained

10Ul de muestra

Resultado de |a digestion con trombina a diferentes tiempos Q‘g‘

Figura 32 Analisis por SDS-PAGE al 15%, para distintos tiempos de incubacion con trombina

En el carril 1 se cargé la muestra previo a la incubacién con trombina, en los carriles 2 al 7 se cargaron las
muestras tomadas a diferentes tiempos de incubacién con trombina, en el carril 8 se cargd el marcador de
peso molecular.
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> 5.8.3 Ruptura GST_Proteina de interés para la Quimera 3: GST_RsbP-

PAS_PASa_Bucle_ GGDEF

En la figura 33 se muestra el resultado de la electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE al 15%) para 2mL (aprox. 1 mg de proteina de interés + GST) de muestra con
60uL de trombina incubados a temperatura ambiente durante 16 horas. Se puede

observar que a partir de las 4 horas de incubacion se ha logrado la separacion completa.

RsbP-PAS_PASa
Bucle_GGDEF_GST
73 kDa

RsbP-PAS_PASa
Bucle_GGDEF
47 kDa

GST
26 kDa

Page Muestra
Ruler previo al
Unstained corte

10ul de muestra

Resultado de |a digestion con trombina a diferentes tiempos

Figura 33 Analisis por SDS-PAGE al 15%, para distintos tiempos de incubacion con trombina
En el carril 1 se cargd el marcador de peso molecular en el carril 2 la muestra previo a la incubacion con
trombina, en los carriles 3 al 7 las muestras tomadas a diferentes tiempos de incubaciéon con trombina.
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5.9 Remocion de la proteina de fusion por medio de cromatografia por afinidad

> 5.9.1 Analisis de las fracciones colectadas durante la 2da cromatografia
por afinidad posterior a la remocion de GST para la Quimera 1: RsbP-

PAS_PAS alternativo

En la figura 34 se muestra el andlisis de las fracciones colectadas durante la
segunda cromatografia por afinidad. Se espera una banda a los 26 kDa para la

proteina de interés.

12.4 kD = RsbPPAS
13.7 kD= PASalt
26.1kDa

RsbP-PAS
PASalt
26.1kDa

GST
26 kDa

Page
GST GST GST Ruler
Unstained

Sul de muestra

Fracciones de lavado con Peactioney o Unidaa s teslna Fracciones de a
glutation reducida lavado

Figura 34 Analisis por SDS-PAGE al 15% para la 2da cromatografia por afinidad para RsbP-
PAS_PASa

En los carriles 1,2 y 3 se cargaron las fracciones obtenidas con la solucién amortiguadora de elucién, por lo
que se deduce que esta banda pertenece a GST. El carril 4, muestra el marcador de peso molecular. Los
carriles 5 al 10 muestran fracciones donde podriamos encontrar a nuestra proteina de interés con un peso
molecular de 26 kDa.
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> 5.9.2 Analisis de las fracciones colectadas posterior a la remocion de GST

para la Quimera 2: RsbP-PAS_Bucle_GGDEF

En la figura 35 se muestra el analisis de las fracciones colectadas durante la
segunda cromatografia por afinidad. Se espera una banda a los 37 kDa para la
proteina de interés. En el gel de poliacrilamida se observan bandas de impurezas de

modo que se decidié realizar una tercera cromatografia por afinidad.

T % 2 3 a 5 6 7 8 ) 10 RsbP-PAS_
zg Bucle_GGDEF_GST
a
50 63 kD
40 RsbP-PAS_
Bucle_GGDEF
30 37kDa
25 GST
26 kDa
20
15
Page 3 A
Lavado Lavado | Lavado Lavado Fraccién | Fraccion || Fraccion
1 2 3 4 Ruler 1 2 3 GST GST
Unstained
Fracciones de lavado con PRS 1X Fracciones No unida a la resina Fracclones de lavado
con glutation
reducida

Figura 35 Anadlisis por SDS-PAGE al 15% para la 2da cromatografia por afinidad para RsbP-
PAS_Bucle_GGDEF

En los carriles 1 al 4 se cargaron las fracciones de lavado con PBS1X, por lo que se deduce que esta banda
pertenece a la proteina de interés. El carril 5, muestra el marcador de peso molecular. Los carriles 6 al 8
muestran también fracciones donde se encuentra la proteina de interés, fracciones eluidas al momento de
pasar la muestra y los carriles 9 y 10 muestran fracciones eluidas con la soluciéon amortiguadora de elucion,
por lo que se deduce que la banda superior a 63 kDa pertenece a la proteina de interés que no se separd
de GST y la banda inferior a 26 kDa pertenece a GST.
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Analisis de las fracciones colectadas posterior a la tercera cromatografia por

afinidad

En la figura 36 se muestra el analisis por SDS-PAGE al 15% de la tercera cromatografia

por afinidad. La banda esperada para la proteina de interés es a los 37 kDa.

kg 2 3 4 5 5 7 8 9 10 :::::P?s'oes -

70 - -

60 63kDa

50

a0 RsbP-PAS_
Bucle_GGDEF
37kDa

10 uL de muestra

Fncclooes No unida a Ia reslna Fracciones de lavado con PBS 1X

Figura 36 Analisis por SDS-PAGE al 15% para la 3ra cromatografia por afinidad para RsbP-

PAS_Bucle_GGDEF

En los carriles 1 al 6 se cargaron las muestras de la proteina no unida a la resina es decir la proteina de
interés. En el carril 7 se cargd el marcador de peso molecular y en los carriles 8 al 10 se muestran las
fracciones de lavado con solucién amortiguadora de fosfatos.
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> 5.9.3 Analisis de las fracciones colectadas posterior a la remocion de GST

para la Quimera 3: RsbP-PAS_PASa_Bucle_GGDEF

En la figura 37 se muestra el andlisis de las fracciones por SDS-PAGE al 15%
colectadas durante la segunda cromatografia por afinidad. Se espera una banda

a los 47 kDa para la proteina de interés.

RsbP-PAS_
PASa_Bucle_
GGDEF

47 kDa

GST
26 kDa

Proteina de interés

page
Lavade | Lavado | Lavado Lavado | Lavado

Figura 37 Anadlisis por SDS-PAGE al 15% para la 2da cromatografia por afinidad para RsbP-
PAS_PASa_Bucle_GGDEF

Se cargaron en los carriles 1 y 2 fracciones eluidas con la solucion amortiguadora de elucién, por lo que se
deduce que la banda pertenece a GST. En el carril 3 se carg6 el marcador de peso molecular. En los carriles
4 y 5 se observa una banda a los 47kDa que pertenece a la proteina de interés, en los carriles 6 al 10 se
cargaron las fracciones de lavado con PBS1X, por lo que también muestra fracciones donde podiamos
encontrar a la proteina de interés.
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5.10 Cuantificacion de proteina pura por método de Bradford

> 5.10.1 Cuantificacion de Quimera 1: RsbP-PAS_PAS alternativo

Curva Estandar

Determinacion de concentracion
—I Método de Bradford y = 0.0334x + 0.0639
Concentracién | Abs _ R?=0.9748
Standard (ug/mL) (A595nm) E 18
n
1 0.0 -0.0052 D 13
2 5.0 0.2978 = 0s
3 10.0 0.4396 g /VL
4 15.0 0.5348 -g 0.3 ——
5 20.0 0.7466 2 0,1
6 25.0 0.8761 00 50 100 150 20.0 250 30.0
Concentracion (ug/mL)
Muestras:

Concentracion Promedio Concentracién
Muestra Abs (ug/mL) (ug/mL)
0.2601 5.9
Muestra 1 0.2281 4.9 5.0000
0.2051 4.2
0.34 8.3
Primera concentracién 0.3221 7.7 8.0667
0.3376 8.2
0.4639 12
Segunda concentracién 0.4521 11.6 11.5333
0.4325 11
Célculos realizados:
11.5ug | 1mg | 0.0115 mg
mL | 1000ug | mL
Factor de dilucion
4mL | o0.0115mg | x 50 23mg  RsbP-PAS
| 1 mL | PASa
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» 5.10.2 Cuantificacion de Quimera 2: RsbP-PAS_Bucle_ GGDEF

Curva Estandar

Determinacion de concentracion
Método de Bradford

y =0.03x + 0.0541
R?=0.5797

[ cuvaestindar |
Concentracion Abs £ )

Standard (ug/mlL) (A 595nm) %m

1 0.0 0.0023

2 5.0 0.2224 Zos

3 10.0 0.3858 E

4 15.0 0.5547 2N

5 20.0 0.6402 =

6 25.0 0.7669 00
Muestras:

10,0 15.0 20.0

Concentracion (ug/ml)

Promedio
Concentracion Concentracion
Muestra Abs (ug/mL) (ug/mL)
0.1135 2
Muestra 1 0.1552 3.4 2.8000
0.1462 3
4
. 0.3107 8.6
Pimera
. 0.3718 10.6 9.4667
concentracion
0.3278 9.2
Caélculos realizados:
947ug | 1mg |  0.00947 mg
mL ‘ 1000ug ‘ mL
Factor de dilucion
0.6mL | 0.00947mg | x 50 | 028mg  RsbP-PAS Bucle_
| tmL | | GGDEF

25.0 30.0
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» 5.10.3 Cuantificacion de Quimera 3: RsP-PAS_PASa_Bucle_ GGDEF

Curva estandar

19

Concentracion Abs E‘ g

Standard (ug/mL) (A 595nm) E:

1 0.0 1.1731 B

2 5.0 1.3734 e

3 10.0 1.5957 “13

4 15.0 1.7938 12

5 20.0 1.9507 ”

6 25.0 21253 "
Muestras

Determinacion de concentracon
Matodo de Bradford

y=0.0382x+ 1.1507
Re 19965

Promedio
Concentracion Concentracion
Muestra Abs (ug/mlL) (ug/mlL)
1.4526 6.8
Muestra 1 1.4326 6.3 6.1667
1.399 5.4
. 1.6426 11.8
Pimera
., 1.6555 12.2 12.0000
concentracion
1.6487 12
Caélculos realizados:
120ug |  1mg 0.012 mg
mL ‘ 1000ug ‘ mL
Factor de dilucion
3mL ‘ 0.012mg ‘ x 50 ‘ 1.8mg
‘ 1 mL ‘

RsbP-PAS PASa_
Bucle_ GGDEF
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5.11 Determinacion de estructura cuaternaria por medio de cromatografia de
exclusion por tamano (SEC)

» 5.11.1 Estructura cuaternaria parala Quimera 1: RsbP-PAS_PAS alternativo
Con base en el cromatograma obtenido para el azul dextran y los estandares de bajo
peso molecular que se muestran en la figura 38, se determin6 el volumen de elucidon

para cada uno de los estandares.

o 5.11.1.1 SEC para el azul dextran y estandares de bajo peso

molecular para Quimera 1

ADex
8.47
1000 A
800 -
600 -
D
<
€
400 A
200 A
0 T T 1

25 30

Figura 38 Cromatograma obtenido por SEC para el azul dextran y los estandares de bajo peso
molecular

Cromatograma obtenido para el azul dextran y los estandares de bajo peso molecular del kit “Gel filtration
calibration kit” de GE Helathcare, donde: Conalbumina (C), Ovalbumina (O), Anhidrasa carbdnica (CA),
Ribonucleasa A (R) Y Aprotinina (Apr). Este cromatograma fue obtenido por medio del programa sigma plot
13.0.
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Peso Molecular (Da) | Volumen de elucion (mL)

Standard PM (Ve)

Aprotinina 6500 15.49

Ribonucleasa A 13700 13.37

Anhidrasa carbonica 29000 11.55

Ovalbuina 44000 9.54

Canalbumina 75000 8.73

Azul dextran Void volume (Vo) 8.47

Volumen de columna (Vc) 24.00

Para la preparacion de la curva de calibracion
Kav = Ve - Vo Kav = Ve - 8.47
Ve - Vo 24.00 - 8.47
Cromatografia de exclusion
por tamafio y=-0.4228x +2.0647
Estandares utilizados R%2=0.987
Standard Log PM |Kav 0.500 o
Aprotinina 3.813 0.452 0.400
Ribonucleasa A 4137 |0.316 0300 BN
Anhidrasa carbonica |4.462 0.198 2 0.200
Ovalbuina 4643 |0.069 o100 L
Canalbumina 4.875 0.017 ' *
0.000 \’—
3.500 4.000 4.500 5.000
Log PM
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o 5.11.1.2 SEC para las muestras de la Quimera 1: RsbP-PAS_PASa
En la figura 39 se muestran los cromatogramas obtenidos por medio de la cromatografia
de exclusién por tamafno para la determinacion del peso molecular de la proteina de

interés para la quimera 1.

i 11|

10,70 L

00 50 100 150 200 250 0 o 10 15 20
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Posicion de elucion esperado para un monomero de RsbP-PAS-PASa (26.13 kDa; 11.53 ml)

Figura 39 Cromatograma obtenido por SEC para las muestras de la quimera 1: RsbP-PAS_PASa
Cromatogramas obtenidos para las cuatro corridas realizadas para la determinacién de la estructura
cuaternaria de la proteina quimérica que contiene al dominios PAS de RsbP asociado al dominio PAS
alternativo. En la parte superior se muestran los pesos moleculares de los estandares. El tridngulo invertido
muestra la posicion esperada para un monoémero de RsbP-PAS_PASa. Sobre el pico perteneciente a la
banda esperada se indica el volumen de elucién de la proteina de interés, corroborado por medio de SDS-
PAGE al 15%, se observa que la proteina de interés eluye entre los 10 y 11 mL. Estos cromatogramas fueron
obtenidos por medio del programa sigma plot 13.0.

o 5.11.1.3 Analisis por SDS-PAGE para las fracciones colectadas

durante el SEC para las muestras de la Quimera 1: RsbP-PAS_PASa

En la figura 40 se observa el analisis de las fracciones colectadas durante el SEC por
medio de SDS-PAGE al 15% se logré determinar en qué fracciones se encontraba

presente la proteina de interés por medio de una banda esperada a los 26 kDa.
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SDS-PAGE para el analisis de las fracciones de las corridas 1y 2

12.4 %D = RsbPPAS
13.7 kD= PASalt
26.1kDa

RsbP-PAS
PASalt
26.1kDa

Corrida L | Corrida 1| Corrida 1] Corrida L Page Corrida L | Corridal| Corrida2| Corrida2| Corrida2
Fraccidn | Fraccidn | Fraccidn | Fraccion Ruter Fraccién | Fraccidn | Fraccidn | Fraccion | Fraccién
2 3 4 5 Umamq 6 7 P4 3 a4

SDS-PAGE para el analisis de las fracciones de las corridas 3y 4

s 2 2 3 4 5 6 7 8 9 10
13.7 kD= PASalt ';g
26.1kDa
60
50
20
RsbP-PAS
PASaIt =
26.1kDa

Corrida2 | Corridal| Corrida3| corrida3 | Corridad Corridad| Corridad Page Corridad | Corridad
Fraccion | Fraccidn | Fraccion | Fraccidn Fraccidn| Fraccién| Fraccion Ryler Fraccion | Fraccion
7 2 3 4 7 1 2 Unstained 3 -

Sul de muestrs

Figura 40 SDS-PAGE al 15% de las fracciones colectadas durante SEC para la quimera 1: RsbP-
PAS_PASa

En el gel de poliacrilamida superior se cargaron en los carriles 1 al 4, 6 y 7 fracciones colectadas durante la
corrida 1, en los carriles 8 al 10 se cargaron fracciones colectadas durante la corrida 2 y en el carril 5 se
carg6 el marcador de peso molecular.

En el gel de poliacrilamida inferior se cargd en el carril 1 una de las fracciones colectadas durante la corrida
2 en los carriles 2 al 5 fracciones colectadas durante la corrida 3, en los carriles 6, 7, 9 y 10 fracciones
colectadas durante la corrida 4 y en el carril 8 se cargd el marcador de peso molecular.
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En la figura 41 se muestra un cromatograma donde se integran los resultados de las
cuatro corridas para RsbP-PAS-PASa y se relacionan al resultado obtenido por medio
de SDS-PAGE al 15%, se puede observar que en las cuatro corridas la proteina eluye

entre los 10y 11 mL.

£2

20 4

“h

T3
Il

Fracciones en las que se obtuvo la
banda de interés a 26 kDa

mAU

Figura 41 Cromatograma integrado de las 4 corridas por SEC para la quimera 1: RsbP-PAS_PASa
Cromatograma integrado de las 4 corridas para la determinacién de la estructura cuaternaria de la proteina
quimérica que contiene al dominios PAS de RsbP asociado al dominio PAS alternativo. En la parte superior
se muestran los estdndares de bajo peso molecular con su respectivo peso molecular. El triangulo invertido
muestra la posicién de elucion esperada para un monémero de RsbP-PAS_PASa. Con la flecha naranja se
indica el pico que pertenece a la proteina de interés corroborado por medio de SDS-PAGE al 15%. Se
observa que la proteina de interés eluye entre los 10 y 11 mL. Este cromatograma fue obtenido por medio
del programa sigma plot 13.0.
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o 5.11.1.4 Determinacion del estado oligomérico para la Quimera 1:

Calculos realizados para la quimera 1: RsbP-PAS_PASa

RsbP-PAS_PASa

PAS_PASa y =-0.4228x+ 2.0647
Corrida Ve kav R?=0.987
1 10.70 0.144
2 10.94 0.159
3 10.96 0.160
4 11.01 0.164
Kav |fomula|formula Log PM Antilog PM/26.12
Estado
Corrida m b X=(Y-b)/m| PM (kDa
y (¥-b)/ (kDa) oligomerico
1 0.144 | -0.423 | 2.065 4,544 34.976 1
2 0.159 | -0.423| 2.065 4,507 32.153 1
3 0.160 | -0.423 | 2.065 4.504 31.928 1
4 0.164 | -0.423 | 2.065 4,497 31.373 1
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» 5.11.2 Estructura cuaternaria para la Quimera 2: RsbP-PAS_Bucle_ GGDEF
Con base en el cromatograma obtenido para el azul dextran y los estandares de bajo

peso molecular que se muestran en la figura 42, se determind el volumen de elucién

para cada uno de los estandares.

o 5.11.21 SEC para el azul dextran y estandares de bajo peso

molecular para Quimera 2

ADex
847
1000
800 -
600
z
400 - 54
|
i
l-..
Il R
i\
1.55
2 [ I
~ 1 b 1 Apr
D'y I 1540
0 | ] . x
0 5 10 15 20 25 30

Figura 42 Cromatograma obtenido por SEC para el azul dextran y los estandares de bajo peso
molecular

Cromatograma obtenido para el azul dextran y los estandares de bajo peso molecular del kit “Gel filtration
calibration kit” de GE Helathcare, donde: Conalbumina (C), Ovalbumina (O), Anhidrasa carbénica (CA),

Ribonucleasa A (R) Y Aprotinina (Apr). Este cromatograma fue obtenido por medio del programa sigma plot
13.0.
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Volumen de
Peso Molecular (Da) L,
Standard elucion (mL)
PM
(Ve)
Aprotinina 6500 15.42
Ribonucleasa A 13700 13.28
Anhidrasa carbonica 29000 11.47
Ovalbumina 44000 9.46
Canalbumina 75000 8.59
Azul dextran Void volume (Vo) 8.42
Volumen de columna (Ve) 24.00
Para la preparacion de la curva de calibracion
Kav= Ve - Vo Kav= Ve - 8.42
Vc - Vo 24.00 - 8.42
Cromatografia de exclusion
=2 =-0.4244x + 2.0684
por tamafo Y e o esae
0.500
Standard Log PM Kav 0.450 ¢\
S 0.400
Aprotinina 3.813 0.449 0.350
Ribonucleasa A 4.137 0.312 0300 s
Anhidrasa carbonica 4.462 0.196 3 0.200 *
Ovalbuina 4.643 0.067 8'138
Canalbumina 4.875 0.011 0.050 *
0.000 e

-0.050

3.000 3.200 3.400 3.600 3.800 4.000 4.200 4.400 4.600 4.800 5.000

Log PM
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o 5.11.22 SEC para las muestras de la Quimera 2: RsbP-
PAS_Bucle_GGDEF

En la figura 43 se muestran los cromatogramas obtenidos por medio de la cromatografia

de exclusién por tamafo para la determinacion del peso molecular de la proteina de

interés para la quimera 2.
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Posicion de eluciéon esperada para un monomer de RsbP-PAS-CC-GGDEF (36.77 kDa; 15.58 ml)

Figura 43 Cromatograma obtenido por SEC para las muestras de la quimera 2: RsbP-

PAS_Bucle_GGDEF

Cromatogramas obtenidos para las cuatro corridas realizadas para la determinacion de la estructura
cuaternaria de la proteina quimérica que contiene al dominios PAS de RsbP asociado al bucle enrollado y
al dominio de respuesta GGDEF. En la parte superior se muestran los pesos moleculares de los estandares.
El triangulo invertido muestra la posiciéon esperada para un monémero de RsbP-PAS_Bucle_ GGDEF. Sobre
el pico perteneciente a la banda esperada se indica el volumen de elucién de la proteina de interés,
corroborado por medio de SDS-PAGE al 15%. Estos cromatogramas fueron obtenidos por medio del

programa sigma plot 13.0.

o 5.11.2.3 Analisis por SDS-PAGE para las fracciones colectadas

durante el SEC para las muestras de la Quimera 2: RsbP-

PAS_Bucle_GGDEF

En la figura 44 se observa el andlisis de las fracciones colectadas durante el SEC

por medio de SDS-PAGE al 15% se logr6 determinar en qué fracciones se

encontraba presente la proteina de interés, esperando una banda a los 37 kDa.
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SDS-PAGE para el analisis de las fracciones de las corridas 2y 3

RsbP-PAS_
CC_GGDEF =»
36.7kDa
Corrida 2 | Corrida 2 | Corrida2{ Corrida2| Corrida2| Corrida2 Page Corrida 3 |Corrida 3} Corrida3
Fraccion | Fraccion | Fraccion | Fraccion | Fraccion | Fraccion Ruler Fraccion | Fraccion| Fraccion
1 4 5 6 8 11 Unstained 1 6
Sul de muestra
SDS-PAGE para el analisis de las fracciones de las corridas 3y 4
RsbP-PAS_
CC_GGDEF =»
36.7kDa

Page
Ruler
8 9 i1 1 6 Unstained

S5ul de muestra

Figura 44 SDS-PAGE al 15% de las fracciones colectadas durante SEC para la quimera 2: RsbP-
PAS_Bucle_GGDEF

En el gel de poliacrilamida superior se cargaron en los carriles 1 al 6 fracciones colectadas durante la corrida
2, en el carril 7 se carg6 el marcador de peso molecular, en los carriles 8 al 10 se cargd muestras de las
corrida 3.

En el gel de poliacrilamida inferior se cargd en los carriles 1 al 3 fracciones colectadas durante la corrida 3
en los carriles 4 al 9 fracciones colectadas durante la corrida 4, en el carril 10 se cargd el marcador de peso
molecular.
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En la figura 45 se muestra un cromatograma donde se integran los resultados de las
cuatro corridas para RsbP-PAS-Bucle_ GGDEF y se relacionan al resultado obtenido por
medio de SDS-PAGE al 15%, se observa que la proteina de interés eluye entre los 8 y
9 mL.

*De la corrida 1 no se colectaron fracciones.

e il 3
Integrado
. |
15 Fracciones en las que se obtuvo
- la banda de interés a 37 kDa.
£
o
10 +
5 -
0 T ’,\/\ /\.J* .
0 5 10 15 20 25
mL

Figura 45 Cromatograma integrado de las 4 corridas por SEC para la quimera 2: RsbP-
PAS_Bucle_GGDEF

Cromatograma integrado de las 4 corridas para la determinacién de la estructura cuaternaria de la proteina
quimeérica que contiene al dominios PAS de RsbP asociado al bucle enrollado y el dominio de respuesta
GGDEF dominio. En la parte superior se muestran los pesos moleculares de los estandares. El tridangulo
invertido muestra la posicion esperada para un monoémero de RsbP-PAS_Bucle_ GGDEF. Con la flecha
naranja se indica el pico que pertenece a la proteina de interés corroborado por medio de SDS-PAGE al
15%. Se observa que la proteina de interés eluye entre los 8 y 9 mL.
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o 5.11.2.4 Determinacion del estado oligomérico para la Quimera 2:

RsbP-PAS_Bucle_ GGDEF

Calculos realizados para la quimera 2: RsbP-PAS_Bucle_ GGDEF

PAS_Bucle_GGDEF
Corrida Ve kav y=-0.4244x+ 2.0684
1 8.43 0.0006 RZ=(.9879
2 8.37 -0.0032
3 8.41 -0.0006
4 8.1 -0.0205
Kav fomula | formula Log PM Antilog (PM/36.76)
Estado

Corrida y m b X=(Y-b)/m | PM (kDa)| oligomerico

1 0.001 -0.424 2.068 4.872 74.506 2

2 -0.003 -0.424 2.068 4.881 76.079 2

3 -0.001 -0.424 2.068 4.875 75.027 2

4 -0.021 -0.424 2.068 4.922 83.580 2
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> 5.11.3 Estructura cuaternaria para la Quimera 3: RsbP-
PAS_PASa_Bucle_GGDEF

Con base en el cromatograma obtenido para el azul dextran y los estandares de bajo

peso molecular que se muestran en la figura 46, se determin6 el volumen de elucidon

para cada uno de los estandares.

o 5.11.3.1 SEC para el azul dextran y estandares de bajo peso

molecular para Quimera 3

1600

ADex

1400 - 8.64

1200 -

1000 -

800 -

mAU

600 -

400

200 -

20 25 30

Figura 46 Cromatograma obtenido por SEC para el azul dextran y los estandares de bajo peso
molecular

Cromatograma obtenido para el azul dextran y los estandares de bajo peso molecular del kit “Gel filtration
calibration kit” de GE Helathcare, donde: Conalbumina (C), Ovalbumina (O), Anhidrasa carbdnica (CA),
Ribonucleasa A (R) Y Aprotinina (Apr). Este cromatograma fue obtenido por medio del programa sigma plot
13.0.
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Con base en el cromatograma obtenido para el azul dextran y los estdndares de bajo

peso molecular, se determind el volumen de elucién para cada uno de los estandares,

los cuales se muestran a continuacion:

Volumen de
Peso Molecular (Da) elucién (mL)
Standard PM (Ve)
Aprotinina 6500 15.49
Ribonucleasa A 13700 13.36
Anhidrasa carbonica 29000 11.56
Ovalbuina 44000 9.54
Canalbumina 75000 8.68
Azul dextran Void volume (Vo) 8.64
Volumen de columna (Vc) 24.00
Para la preparacion de la curva de calibracion
Kav= Ve - Vo Kav= Ve - 8.64
Vc - Vo 24.00 - 8.64
Cromatografia de exclusion
Standard Log PM Kav por tamaiio v= -0;2‘2_932;7250844
Aprotinina 3.813 0.446 0.500 :
Ribonucleasa A 4.137 0.307 0,400 N
Anhi i . .
nhidrasa carbonica 4.462 0.190 0300 \
Ovalbuina 4.643 0.059
Canalbumina 4.875 0.003 2 0200 €
0.100
)
0.000 \%
3.000 3.500 4.000 4.500 5.000
-0.100
Log PM
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o 5.11.3.2

PAS_PASa_Bucle_ GGDEF

SEC para las muestras de la Quimera 3: RsbP-

En la figura 47 se muestran los cromatogramas obtenidos por medio de la cromatografia

de exclusién por tamafo para la determinacion del peso molecular de la proteina de

interés para la quimera 3.
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N/ Posicionde eluciéon esperada para un mondmero de RsbP-PAS-PASa-CC-GGDEF (47.10 kDa; 9.85 ml)

Figura 47 Cromatograma obtenido por SEC para las muestras de la quimera 3: RsbP-
PAS_PASa_Bucle_GGDEF

Cromatogramas obtenidos para las cuatro corridas realizadas para la determinacion de la estructura
cuaternaria de la proteina quimérica que contiene al dominios PAS de RsbP asociado a un dominio PAS
alternativo, el bucle enrollado y al dominio de respuesta GGDEF. En la parte superior se muestran los pesos
moleculares de los estandares. El triangulo invertido muestra la posicion esperada para un monémero de
RsbP-PAS_PASa_Bucle_ GGDEF. Sobre el pico perteneciente a la banda esperada se indica el volumen de
elucién de la proteina de interés, corroborado por medio de SDS-PAGE al 15%. Se observa que la proteina
de interés eluye entre los 9 y 10 mL. Este cromatograma fue obtenido por medio del programa sigma plot
13.0.
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o 5.11.3.3 Analisis por SDS-PAGE para las fracciones colectadas
durante el SEC para las muestras de la Quimera 3: RsbP-
PAS_PASa_Bucle_GGDEF

En la figura 48 se observa el andlisis de las fracciones colectadas durante el SEC por
medio de SDS-PAGE al 15% se logr6 determinar en qué fracciones se encontraba

presente la proteina de interés, esperando una banda a los 47 kDa.

SDS-PAGE para el analisis de las fracciones de las corridas 1y 2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 kD

Corridal | Corridal| Coeridal| Corridal Corrida 1 Page Corrida 2
D 5 P Corrida 1 Corrida 1 3
Fraccion Fraccion Ruler Fraccion

5 & Fraccion 7 | Fraccién 8 Unstained 3

10Ul de muestra

1 2 3 4 5 & 7 8 9 10

Corrida 2 Corrida2 | Corrida 2 Corrida 2 Page Corrida3| Corrida3 | Corrida3 | Corrida3 | Corrida3
Fraccion 4 Fraccion | Fraccion Fraccion Ruler Fraccion | Fraccidn Fraccion Fraccion | Fraccion
5 6 Unstained 3 - 5 & 7

10ul de musstra
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SDS-PAGE para el andlisis de las fracciones de las corridas 3,4y 5

Corrida 2 Corrida 2 Corrida 4 Corrida5 || Corrida5S | Corridal
Fraccion From_ a a Fraccion Fraccion Fraccion Fraccidn
3 s 4 3 4 3 4 4

10ul de muestra

Figura 48 SDS-PAGE al 15% de las fracciones colectadas durante SEC para la quimera 3: RsbP-
PAS_PASa_Bucle_GGDEF

En el gel de poliacrilamida superior se cargaron en los carriles 1 al 8 fracciones colectadas durante la corrida
1, en el carril 9 se cargd el marcador de peso molecular, en carril 10 se cargd una muestra de las corrida 2.

En el gel de poliacrilamida siguiente se carg6 en los carriles 1 al 4 fracciones colectadas durante la corrida
2 en el carril 5 se carg6 el marcador de peso molecular, en los carriles 6 al 10 se cargaron muestras de las
fracciones colectadas durante la corrida 3.

En el gel de poliacrilamida siguiente se cargd en los carriles 1 y 2 fracciones colectadas durante la corrida 2
en el carril 3 se cargé el marcador de peso molecular, en los carriles 4 y 5 se cargd muestras de la corrida

3, en los carriles 6 y 7 se cargaron muestras de la corrida 4, en los carriles 8 al 9 se cargd muestras de la
corrida 5y en el carril 10 se volvié a cargar una muestra de la corrida 1.

En la figura 49 se muestra un cromatograma donde se integran los resultados de las
cuatro corridas para RsbP-PAS-PASa_Bucle_ GGDEF y se relacionan al resultado
obtenido por medio de SDS-PAGE al 15%. Se observa que la proteina de interés eluye

entre los 9y 10 mL.
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Posicion de elucién esperada para un monémero de RsbhP-PAS-PASa-CC-GGDEF (47.10 kDa; 9.85 ml)

Figura 49 Cromatograma integrado de las 4 corridas por SEC para la quimera 3: RsbP-
PAS_PASa_Bucle_ GGDEF

Cromatograma integrado de las 4 corridas para la determinacién de la estructura cuaternaria de la proteina
quimérica que contiene al dominios PAS de RsbP asociado al dominio PAS a, el bucle enrollado y el dominio
de respuesta GGDEF. En la parte superior se muestran los pesos moleculares de los estandares. El triangulo
invertido muestra la posicion esperada para un monémero de RsbP-PAS_PASa_Bucle_ GGDEF. Con la
flecha naranja se indica el pico que pertenece a la proteina de interés corroborado por medio de SDS-PAGE
al 15%. Se observa que la proteina de interés eluye entre los 9 y 10 mL. Este cromatograma fue obtenido
por medio del programa sigma plot 13.0.
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o 5.11.3.4 Determinacion del estado oligomérico para la Quimera 3:

RsbP-PAS_PASa_Bucle_GGDEF

Calculos realizados para la quimera 3: RsbP-PAS_PASa_Bucle_ GGDEF

y=-0.4294x+2.0844

RsbP-PAS_PASa_Bucle_GGDEF
Corrida Ve kav
1 9.81 0.0762
2 9.83 0.0775
3 9.79 0.0749
4 9.79 0.0749
5 9.9 0.0820
Kav [fomula|formula| LogPM Antilog (PM/47.10)
Corrida y m b X=(Y-b)/m| PM (Da) .Estado.
oligomerico
1 0.076 | -0.429 | 2.084 4.677 47514.238 1
2 0.077 | -0.429 | 2.084 4.674 47183.639 1
3 0.075 | -0.429| 2.084 4.680 47847.153 1
4 0.075 | -0.429 | 2.084 4.680 47847.153 1
5 0.082 | -0.429| 2.084 4.663 46044.554 1
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CAPITULO 6

6 Discusion de Resultados

Con el objetivo de determinar cambios en la formacién de estructuras cuaternarias de
los dominios PAS de RsbP con el dominio de respuesta GGDEF por medio de distintos
tipos de union entre ellos se disefiaron un total de tres proteinas quiméricas haciendo

uso de programas bioinformaticos.

Con base en investigaciones previas consideramos clave para el disefio de las quimeras
las caracteristicas reportadas por Taylor y Zuhlin (1999) y complementadas por Méglich
y Moffat (2009). De modo que el dominio PAS fue colocado hacia el extremo N-terminal
del dominio de respuesta y comprendié una region de 110 aminoacidos en los cuales
esta contenida su estructura caracteristica compuesta por cinco laminas  antiparalelas,

flanquedas por varias hélices a [4, 5, 17].

El bucle enrollado se disefd con su patrén caracteristico de heptadas y con un 41% de
residuos hidrofébicos ya que en la revisibn bibliografica se indica que estas
caracteristicas son criticas y estrictas sobre todo si el dominio PAS esta asociado con el
dominio GGDEF. La secuencia para el dominio de respuesta GGDEF fue obtenida
mediante la alineacion de 14 proteinas en el programa bioinformatico “Clustal Omega”,
una vez obtenida la secuencia nos aseguramos de que su motif GGDEF caracteristico

estuviera presente [1, 3, 4, 27].
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Las proteinas quiméricas fueron disefiadas de la siguiente forma:

La quimera 1, se compone del dominio PAS de RsbP de Bacillus subtilis y el dominio
PAS 1 del fitocromo A como dominio PAS alternativo. Esta quimera se disend sin dominio
de respuesta asociado de modo que funcion6 como quimera control. Se selecciono el
dominio PAS 1 del fitocromo A, como dominio PAS alternativo ya que se ha reportado
previamente por Kim et al (2006) que es un mondémero y no interviene con la

transduccién de sefales del fotoreceptor [41].

La quimera 2, se compone del dominio PAS de RsbP de Bacillus subtilis, el bucle
enrollado y el dominio diguanilato ciclasa (GGDEF) de Bacillus sp. Esta quimera se
disefrié con base en lo reportado por Moglich, Ayers y Moffat (2009), en el que indicaron
que de 2074 proteinas analizadas con la asociacién PAS- GGDEF, un 85% mostraron
un tamano de ligando idéntico, lo que sugiere que este ligando debe de cumplir con
requerimientos muy estrictos. Para facilitar su disefio utilizamos el bucle enrollado ya
unido al dominio GGDEF presente en Bacillus sp. y con esta quimera se esperaba poder
evaluar cual es la contribucién del bucle enrollado a la formacion de la estructura

cuaternaria [1,4, 41].

La quimera 3, se compone del dominio PAS de RsbP de Bacillus subtilis, el dominio PAS
1 del fitocromo A, el bucle enrollado y el dominio diguanilato ciclasa (GGDEF) de Bacillus
sp. En el disefio de esta quimera se considero lo reportado por Nadezhdin, Brody y Price
(2011) en el cual mediante un BLAST encontraron que en 36 de 45 proteinas analizadas,
dominios homologos a RsbP-PAS se encontraban conectadas al dominio de respuesta
por medio de un bucle enrollado de al menos 21 residuos. En aquellas proteinas carentes

de un bucle enrollado encontraron uno o dos dominios PAS adicionales. Con esta
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quimera se esperaba poder evaluar como modificaciones en la estructura de unidén entre
el dominio PAS y el dominio de respuesta afectaban la formacion de la estructura

cuaternaria [1].

A lo largo de las clonaciones se utilizé6 como vector el pGEX-4T-2. Una de las principales
ventajas que ofrece este vector es que contiene la secuencia que codifica para la
proteina de fusién GST, que facilita su purificacién ya que presenta alta afinidad a
glutatiéon acoplado a una matriz con sefarosa. Esta union es reversible y facilmente se
puede eluir bajo condiciones no desnaturalizantes con un amortiguador de elucion que
contenga glutation reducida. También contiene un sitio especifico entre GST y la proteina
de interés que puede ser removida mediante una proteasa especifica, en este caso

trombina [24].

Previo a la expresion a gran escala las quimeras fueron enviadas a “Eton Bioscience”,
para andlisis de secuenciacién y estos resultados obtenidos se compararon en el
programa “aPe”, (A plasmid editor) con las secuencias disefadas, esto con el fin de

asegurar una construccién correcta para las distintas quimeras.

Durante la expresién a gran escala se obtuvieron a partir de 2 litros de expresién 2.3, 0.3
y 1.8 mg de proteina pura para las quimeras 1,2 y 3 respectivamente. En la quimera 2 la
baja produccién de proteina fue debido a la lisis celular ya que se presentaron problemas
con la prensa francesa y por lo tanto se perdi6 una alta cantidad de proteina. La cantidad
de 0.3mg de proteina obtenida para la quimera 2 a pesar de ser una cantidad pequena

fue suficiente para su andlisis cualitativo y determinacion de su estructura cuaternaria
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por medio de cromatografia de exclusion por tamafo. Lo que nos indica la sensibilidad

del método.

Una de las practicas que nos permiti6 obtener altas cantidades de proteina para las
quimeras 1y 3 fue el lisar las células en la prensa francesa de 3 a 4 veces. En un inicio
se realizé la lisis haciendo uso del sonicador pero las condiciones utilizadas fueron muy
severas (30s de sonicacion y 1 minuto de descanso) y posiblemente desnaturalizé una
gran parte de la proteina dando rendimientos menores a 0.1mg de proteina total.
También ayudo el analisis de las fracciones colectadas durante la primera cromatografia
por afinidad en esta, al evaluar las fracciones por medio de electroforesis en gel de
poliacrilamida se pudo observar una gran cantidad de proteina en la fraccion no unida,
por lo que en las cromatografias por afinidad siguientes se volvié a cargar la fraccién no
unida 2 o 3 veces para poder permitir una mejor unién a la resina y por ende una mayor

cantidad de proteina.

El perfil de elucion obtenido mediante la cromatografia de filtracion en gel demostro lo
siguiente:

Para la quimera 1 se obtuvo una proteina de entre 31-34 kDa consistente con un
mondmero. El dominio PAS de RsbP asociado a un dominio PAS del fitocromo A es
decir, un dominio PAS completo y distinto a RsbP forma un estado oligomérico en forma
de monomero tal y como lo esperabamos, ya que aun no hemos asociado ningun

dominio de respuesta.

Esta quimera es utilizada como control y el resultado concuerda con los resultados

reportados por Vreede et al (2003) donde el dominio PAS, se encuentra en forma de
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mondémero al no tener dominios de respuesta asociados. Ayers y Moffat (2008) también
demostraron que propiedades adicionales tales como el dominio efector asociado al
dominio PAS influencian el estado oligomérico de la proteina, por ejemplo la proteina
completa ecDOS con un dominio de respuesta tipo fosfodiesterasa y un dominio heme-
PAS resulta en la formacion de tetrdmeros mientras que el dominio heme-PAS por si
solo forma dimeros. Por lo tanto, la estructura cuaternaria puede diferir dependiendo si

el dominio PAS esta aislado o como parte de una proteina completa [4, 15, 23].

La quimera 2 compuesta por RsbP-PAS_Bucle_ GGDEF, mostré un perfil de elucion en
la cromatografia de filtracién en gel consistente con una proteina de entre 74-83 kDa
que concuerda con un estado oligomérico en forma de dimero. Este resultado coincide
con lo reportado por Nadezhdin, Brody y Price (2011) en el que mencionan que los
dominios PAS funcionan como dimeros al estar asociados con histidina quinasa y con
diguanilato ciclasas. De igual manera Tan, Rao, Pasunooti et al (2013), reportaron que
los dominios PAS tienden a dimerizar en un gran numero de maneras diferentes
presentado una organizacién paralela, anti paralela o ambas simultaneamente formando

homo o heterodimeros en asociacion con histidinas quinasas o GGDEF [1, 34].

La quimera 3, compuesta por RsbP-PAS_PASa_Bucle_ GGDEF, muestra con su perfil
de elucién una proteina de entre 46-48 kDa consistentes con un monémero. Contrario a
lo que esperabamos ya que estudios previos realizados por Nadezhdin et al (2011) y
Yaning et al (2009) han descrito tras ensayos enzimaticos y andlisis estructurales que el

dominio PAS unido a histidinas o a diguanilato ciclasas funcionan como dimeros [15, 34].
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El resultado obtenido sugiere que quiza el requerimiento para la interaccion entre PAS y
GGDEF requiera de la presencia de un dominio PAS alternativo o la presencia de un
bucle enrollado, pero al presentarse ambos, esta interaccién se vea alterada y no se
cumplan los requerimientos estrictos para el ligando entre estos dominio. Al comparar el
bucle en el disefio de las quimeras 2 y 3 encontramos 56 y 168 residuos de aminoacidos
respectivamente, aun se conservan las heptadas pero pudiera ser que un bucle

demasiado grande altere la interaccion.

Moglich y Moffat (2009), demostraron que la caracteristica de los residuos de
aminoacidos de la interface de los dominios PAS unidos al extremo N-terminal del
dominio diguanilato ciclasa (GGDEF), mostraban patrén de hidrofobicidad y residuos que
difieren entre ellos por multiplos de 7. En aproximadamente 85% de las proteinas
analizadas durante su investigacién mostraron ligandos entre los dominios PAS y
GGDEF con un tamafo idéntico, lo que sugiere que los requerimientos estructurales
para el ligando son mas rigurosos entre PAS y GGDEF en comparacion a la asociacion

de PAS con otros dominios de respuesta [4].

Ayers y Moffat (2008) también demostraron que propiedades adicionales tales como la
composicion de aminoacidos del ligando o interface influencian la formacién del estado
oligomérico de las proteinas y concluyeron que la plasticidad (flexibilidad) de los
monémeros de PAS hace su reacomodo particularmente sensible al contexto.
Nadezhdin, Chester y Price (2011) describen que el dominio PAS de RsbP, se encuentra
en general conectado al dominio de respuesta por medio de un bucle enrollado y en
ausencia del bucle entonces se presentan uno o mas dominios PAS alternativos [1, 15,

23].
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CAPITULO 7

7 CONCLUSIONES

Las quimeras disefiadas cumplieron con distintas funciones, la quimera uno compuesta
por el dominio PAS de RsbP y el dominio PAS alternativo funcioné como control, en la
segunda quimera utilizamos el dominio PAS de RsbP, el bucle enrollado como interface
y el dominio GGDEF, con esta se pudo evaluar el impacto del bucle enrollado sobre la
formacion de la estructura cuaternaria y en la tercera quimera utilizamos al dominio PAS
de RsbP, el dominio PAS alternativo, el bucle enrollado y el dominio de respuesta
GGDEF, pudiendo evaluar el impacto sobre la formacién de la estructura cuaternaria

relacionada a alteraciones en el ligando.

El disefio de las quimeras es posible por medio de programas bioinformaticos disponibles
en linea entre ellos, clustal omega, uniprot, expasy y charite christo protein, la alineacién

de proteinas y la prediccidén de sus estructuras son fundamentales.

El vector seleccionado pGEX-4T-2 nos permitié la correcta clonacién corroborada por
medio de analisis de secuenciacién, tanto el vector como las condiciones determinadas

durante las expresiones piloto fueron adecuadas para la expresion de las tres proteinas
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quiméricas las cuales por medio de SDS-PAGE fueron verificadas que coincidieran con
el peso molecular predicho.

La cromatografia de exclusion por tamafo fue una técnica efectiva y sensible para la
determinacién de la estructura cuaternaria de las tres proteinas quiméricas ya que

pudimos realizar el andlisis cualitativo a partir de 0.3 mg/mL de proteina.

En este proyecto la estructura cuaternaria de RsbP-PAS asociado a un dominio PAS
alternativo (Quimera 1) resulto en la formacion de un monémero; RsbP-PAS asociado a
GGDEF a través de un bucle enrollado (Quimera 2) formé un dimero; RsbP-PAS
asociado a GGDEF a través de un dominio PAS alternativo y el bucle enrollado (Quimera
3) formé un mondmero. En proyectos previos desarrollados en el laboratorio de
biotecnologia Il en la Facultad de Ciencias Quimica de la UANL dirigidos por el Dr. Xristo
Zéarate y llevados a cabo por MC. Jessica Gomez se demostré que RsbP-PAS por si
solo forma un mondémero mientras que RsbP-PAS en la proteina completa RsbP forma

un tetramero.

Aun no contamos con pruebas suficientes para aceptar o rechazar nuestra hipétesis, sin
embargo se observa la plasticidad de los dominios PAS para formar diferentes estados
oligoméricos ya sea en forma de mondmeros, dimeros y tetrameros lo que nos
proporciona indicios de como los dominios PAS pueden reflejar cambios en su estructura
cuaternaria. Estos diferentes estados oligoméricos de los dominios PAS pudieran ser un
mecanismo general para la regulacion de los dominios efectores. La oligomerizacién es
un componente necesario para la funcién de los dominios PAS, cambios en su estructura
cuaternaria pudieran ser responsables de traducir la sefial detectada en una respuesta

celular.
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La importancia de los dominios PAS radica en su presencia ubicua, formando parte de
proteinas sensoriales desde bacterias hasta humanos y es por gran diferencia el dominio
sensor mas abundante. Dada a la diversidad de respuestas celulares en las que se
encuentran asociados una vez entendiendo su funcionamiento se puede lograr desde el
disefio de fotosensores y quimiosensores artificiales hasta un mayor entendimiento de
algunas enfermedades como las cardiovasculares en las cuales se encuentran

involucrados estos dominios.
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CAPITULO 8

8 PERSPECTIVAS

En este proyecto se logré construir tres proteinas quiméricas y determinar sus
estructuras cuaternarias el enfoque a futuro pudiera ser ensayos para la evaluacion de
la respuesta para estas quimeras. Uno de los retos mas dificiles es identificar la senal
especifica asociada para el dominio sensorial. Los dominios PAS se sabe que son
capaces de sentir estimulos fisicos y quimicos, el dominio de respuesta GGDEF, esta
directamente asociado a la sintesis de di-GMPc, quien a su vez controla la expresién de
genes de virulencia, la formacion de biopeliculas, entre otros fenotipos, la identificacion
de la sefal que regula a los dominios PAS y en consecuencia el nivel celular de di-GMPc
es crucial para entender cémo funciona la asociacion entre PAS y GGDEF que en
consecuencia nos daran informacién valiosa de cédmo funcionan estos sistemas de

sefalizacién en general.

Es importante continuar con el disefo de proteinas quiméricas con el dominio PAS de
RsbP, distintos dominios de respuesta y distintos tipos de unién. Cada cambio en la
formacion de estructuras oligoméricas que vamos identificando para estas proteinas
nos van proporcionando un poco mas de informacién, la idea global es entender como
funcionan estos sistemas para poder lograr el disefio de fotosensores y
quimiosensores artificiales y un mejor control sobre aquellas respuestas en las que se

encuentran involucrados.
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CAPITULO 9

9 SEGURIDAD EN EL TRABAJO Y DISPOSICION DE RESIDUOS

Disposicion de los residuos generados

Se manejaron los residuos tanto quimicos como bioldgicos de acuerdo a lo establecido
en el reglamento de la Facultad de Ciencias Quimicas de la UANL en la tabla a

continuacién se muestra un resumen detallado de los residuos generados,
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Reactivos utilizados

Componentes

Descripcion

Colector de desecho

Disposicion final

1MTrisClpH7.4
0.5M EDTA pH 8.0

Ningun ingrediente peligroso de acuerdo con el
Estandar de Comunicacién de Riesgos de OSHA
29CFR 19101200.

Segln la normativa aplicable no es necesario
divulgar ninguno de los componentes.

A:

Soluciones salinas de
pH 6-8

sales ,acidos y bases
organicas

Ofertar el sobrante y las soluciones no-
aprovechables a una compafila de
vertidos acreditada.

Nucleotidos Tri Fosfato No es una sustancia o mezcla peligrosa. No Aplica ya que No Aplica
Son consumidos
durante la PCR.

Oligonucledtidos No es una sustancia o mezcla peligrosa. No Aplica No Aplica
Son consumidos
durante la reaccion.

Taqg DNA Polymerase, de | No es una sustancia o mezcla peligrosa. No Aplica No Aplica

Thermus aquaticus Es consumida durante la

Hidréxido de amonio PCR

DNA No es una sustancia o mezcla peligrosa. No Aplica No Aplica

Es consumida durante la
PCR

Agarosa en gel,
Bromuro de etidio

El gel de agarosa por si solo se reporta lo
siguiente: Ningun ingrediente peligroso de
acuerdo con el Estandar de Comunicacion de
Riesgos de OSHA 29CFR 19101200. Segun la
normativa aplicable no es necesario divulgar
ninguno de los componentes.

Bromuro de etidio: Clasificacion SGA de acuerdo
con 29 CFR 1910 (OSHA HCS).

G: Combinaciones
orgdnicas soélidas

Ofertar el sobrante y las soluciones no-
aprovechables a una compafiia de
vertidos acreditada. Para la eliminacion
de este producto, dirigirse a un servicio
profesional autorizado. Disolver o
mezclar el producto con un solvente
combustible 'y quemarlo en un
incinerador apto para productos
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Toxicidad aguda, Inhalacién (Categoria 3), H331
Mutagenicidad en células germinales (Categoria
2), H341

guimicos provisto de postquemador vy
lavador.

Tris-Acetate
EDTA

Ningun ingrediente peligroso de acuerdo con el
Estandar de Comunicacién de Riesgos de OSHA
29CFR 19101200. Segun la normativa aplicable
no es necesario divulgar ninguno de los
componentes.

A: Soluciones salinas de
pH 6-8, sales, acidos vy
bases organicas

Ofertar el sobrante y las soluciones no-
aprovechables a una compafila de
vertidos acreditada.

2-Propanol

Toxicidad para los peces CL50 - Pimephales
promelas (Piscardo de cabeza gorda) - 9,640.00
mg/l-96 h

Toxicidad para las dafnias y otros invertebrados
acuaticos CE50 - Daphnia magna (Pulga de mar
grande) - 5,102.00 mg/I - 24 h Imobilizaciéon CE50
- Daphnia magna (Pulga de mar grande) - 6,851
mg/l-24 h

Toxicidad para las algas CE50 - Desmodesmus
subspicatus (alga verde) - > 2,000.00 mg/l - 72 h
CES50 - Algae - > 1,000.00 mg/l - 24 h

C: Solvente organicos
inflamables

Quemar en un incinerador apto para
productos quimicos provisto de
postquemador y lavador, procediendo
con gran cuidado en la ignicién ya que
este producto es extremadamente
inflamable. Ofertar el sobrante y las
soluciones no aprovechables a una
compania de vertidos acreditada. Para la
eliminacidon de este producto, dirigirse a
un servicio profesional autorizado.

Detergente (dodecil
sulfato de sodio)

Proteasas

Segun la informacién de el proveedor, no se han
investigado adecuadamente las propiedades
quimicas, fisicas y toxicoldgicas. Por lo que
actualmente no se encuentra registrado su
informacidn ecolégica.

No Aplica
Es consumida durante la
reaccion

Ofertar el sobrante y las soluciones no-
aprovechables a una compafila de
vertidos acreditada. Para la eliminacion
de este producto, dirigirse a un servicio
profesional autorizado.

Cepa de E. coli modificada
con caracteristicas que
permiten la propagacién
de plasmidos y el
mantenimiento de DNA
recombinante.

No es una sustancia o mezcla peligrosa.

No aplica. Todo el ADN
recombinante se
producird y mantendra
utilizando la cepa DH5a
de Escherichia coli.

No aplica

Pagina | 144




Moléculas de ADN extra | No es una sustancia o mezcla peligrosa. No aplica. No aplica

cromosémico circular o

lineal que se replican vy

transmiten

independientes del ADN

cromosomico.

Extracto de levadura No es una sustancia o mezcla peligrosa. A: Ofertar el sobrante y las soluciones no-

Triptona Con el fin de evitar la | aprovechables a una compafia de

Cloruro de sodio propagacion de | vertidos acreditada. Para la eliminacion
enfermedades el caldo | de este producto, dirigirse a un servicio
LB que entro en | profesional autorizado.
contacto con el

crecimiento de células
se esteriliza.

Extracto de levadura
Triptona

Cloruro de sodio
Agar

Ningun ingrediente peligroso de acuerdo con el
Estandar de Comunicacién de Riesgos de OSHA
29CFR 19101200. Segun la normativa aplicable
no es necesario divulgar ninguno de los
componentes.

Con el fin de evitar la

propagacion de
enfermedades el caldo
LB que entro en
contacto con el

crecimiento de células
se esteriliza.

Ofertar el sobrante y las soluciones no-
aprovechables a una compafiia de
vertidos acreditada.

Extracto de levadura
Triptona

Cloruro de sodio
Ampicilina

Ningun ingrediente peligroso de acuerdo con el
Estandar de Comunicacién de Riesgos de OSHA
29CFR 19101200. Segun la normativa aplicable
no es necesario divulgar ninguno de los
componentes.

Con el fin de evitar la
propagacion de
enfermedades y para
inactivar el antibidtico el
caldo LB que entro en
contacto con el
crecimiento de células
se esteriliza.

Ofertar el sobrante y las soluciones no-
aprovechables a una compafila de
vertidos acreditada. Para la eliminacion
de este producto, dirigirse a un servicio
profesional autorizado. Disolver o
mezclar el producto con un solvente
combustible 'y quemarlo en un
incinerador apto para productos
guimicos provisto de postquemador vy
lavador.
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Buffer para re suspensién
de pellet celular.

No contiene mads del 1% de los componentes
clasificados como peligrosos y no contiene mas
de 0.1 % de los componentes clasificados como
carcinogénicos, muta génicos o tdxicos para la
reproduccion. Por lo tanto QIAGEN no provee
SDS para ninguno de los componentes.

No aplica

Se puede verter a la tarja.

Buffer de lisis. sulfato de
sodio y dodecilo,
hidroxido de sodio

Nivel de riesgo para el agua 1 (autoclasificacién):
escasamente peligroso para el agua En estado no
diluido o no neutralizado, no dejar que se infiltre
en aguas subterraneas, aguas superficiales o en
alcantarillados.

Eliminar conforme a las disposiciones
oficiales.

cloruro de guanidinio,
acido acético

Nivel de riesgo para el agua 1 (autoclasificacion):
escasamente peligroso para el agua En estado no
diluido o no neutralizado, no dejar que se infiltre
en aguas subterrdneas, aguas superficiales o en
alcantarillados.

Eliminar conforme a las disposiciones
oficiales.

No disponible

No contiene mas del 1% de los componentes
clasificados como peligrosos y no contiene mas
de 0.1 % de los componentes clasificados como
carcinogénicos, muta génicos o toxicos para la
reproduccion. Por lo tanto QIAGEN no provee
SDS para ninguno de los componentes.

No aplica

Se puede verter a la tarja.

No disponible

No contiene mas del 1% de los componentes
clasificados como peligrosos y no contiene mas
de 0.1 % de los componentes clasificados como
carcinogénicos, muta génicos o tdxicos para la
reproduccion. Por lo tanto QIAGEN no provee
SDS para ninguno de los componentes.

No aplica

Se puede verter a la tarja.

Polydeoxyribonucleotide
Synthase Polynucleotide
Ligase T4 DNA Ligase

Ningun ingrediente peligroso de acuerdo con el
Estandar de Comunicacién de Riesgos de OSHA
29CFR 19101200. Segun la normativa aplicable

No Aplica
Es consumida durante la
PCR

Ofertar el sobrante y las soluciones no-
aprovechables a una compaiiia de
vertidos acreditada.
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no es necesario divulgar ninguno de los
componentes.
Cepa de E. colimodificada | No es una sustancia o mezcla peligrosa. A Ofertar el sobrante y las soluciones no-

con caracteristicas que
permiten la expresion de
proteinas.

aprovechables a una compafiia de
vertidos acreditada. Para la eliminacién
de este producto, dirigirse a un servicio
profesional autorizado. Disolver o
mezclar el producto con un solvente
combustible 'y quemarlo en un
incinerador apto para productos
guimicos provisto de postquemador vy
lavador.

Acrilamida. SDS

La acrilamida es neurotodxica.

G: Los sobrantes de
solucién de mondémeros
no deben ser vertidos en
el desaglie, es mejor

polimerizarlos y
descartarlos en forma
de gel (ya que el
polimero  pierde |Ia
toxicidad.

Ofertar el sobrante y las soluciones no-
aprovechables a una compafiia de
vertidos acreditada. Para la eliminacion
de este producto, dirigirse a un servicio
profesional autorizado. Disolver o
mezclar el producto con un solvente
combustible 'y quemarlo en un
incinerador apto para productos
guimicos provisto de postquemador vy
lavador.

31’311151'511_
Tetrabromophenolsulfon
ephthalein

No es una sustancia o mezcla peligrosa.

Colector de colorantes y
lugol

Ofertar el sobrante y las soluciones no-
aprovechables a una compafiia de
vertidos acreditada.

Tabla 15. Disposicion de los residuos generados. Estos contenedores se encuentran estratégicamente ubicados en el laboratorio

de biotecnologia 2. El material bioldgico restante y fisico reusable fue esterilizado mediante calor humedo.
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