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RESUMEN

Las proteinas de caja DEAD son proteinas que se encuentran dentro de una amplia
variedad de organismos y se caracterizan por tener actividad de tipo helicasa
dependiente de ATP. Se encuentran involucradas en aspectos basicos del
metabolismo de los acidos nucleicos. Las constantes de actividad enzimatica
obtenidas para algunas de ellas han reflejado diferencias y similitudes significativas
entre especies relacionandolo con los aspectos fisiolégicos y bioquimicos de cada
especie. En B. subtilis, una bacteria de gran importancia a nivel industrial, y
principal modelo de estudio de los gram positivos hay 5 proteinas de caja DEAD
(YfmL, YdbR, YgfR, YXIN y YprA) de las cuales solo YxiN y YdbR han sido
caracterizadas bioquimicamente. Con el fin de poder hacer un andlisis comparativo
de las funciones de estas proteinas con otras ya previamente caracterizadas, en
este trabajo se obtuvo la proteina YfmL (42 kDa), para ello se extrajo el DNA
gendmico de la cepa PY79 de B. subtilis y del cual se amplifico el gen yfmL de
1128 pb por PCR. Posteriormente se digirié el producto de PCR yfmL con Xbal y
EcoRl y el vector de expresion pCold | para formar la construccion pCold-yfmL, la
cual fue transformada en la cepa huésped E. coli TOP10 por electroporacion. Las
colonias transformantes fueron analizadas por PCR y posteriormente se extrajeron
los plasmidos. Se confirm6 la presencia del inserto mediante la digestién
enzimética de plasmidos con Xbal y EcoRI. La cepa de E.coli BL21-Star fue
transformada con la construccion pCold-yfmL mediante choque térmico y la
expresion fue inducida con IPTG 0.5 mM a 16°C por 21 horas. Posteriormente se
purifico la proteina recombinante mediante cromatografia de afinidad de histidinas y
finalmente por cromatografia de intercambio ionico.



I. INTRODUCCION

La expresion geénica es el proceso por el cual la informacién genética codificada en
el ADN es transcrita a RNA donde este a su vez es modificado y procesado para
transformar dicha informacion en proteinas, las cuales ejercen las principales
funciones moleculares de los organismos. Entender los mecanismos de regulacion
del RNA es un punto clave para descifrar los mecanismos de la expresion génica.
En los udltimos afios se han descrito proteinas que tienen la capacidad de
interactuar con los acidos nucleicos; entre estas se encuentran las proteinas de
caja DEAD, las cuales se caracterizan por tener actividad DNA o RNA helicasa
dependiente de ATP.

Las proteinas DEAD con actividad RNA helicasa participan en la mayoria de los
procesos moleculares en los que se involucra RNA (Ej. transcripcion, traduccion,
edicién, degradacion, entre otros) contienen motivos conservados con funciones
especificas, aun no comprobadas con todas las proteinas DEAD reportadas. Las
proteinas DEAD se encuentran presentes tanto en eucariontes como en
procariontes y, en ellas se presenta una cierta similitud funcional para organismos
de diferentes especies. En Bacillus subtilis, las proteinas tipo caja DEAD (por sus
siglas de secuencia de aminoacidos: Aspartato, Glutamato, Alanina, Aspartato)
anotadas como RNA helicasas incluyen 5 miembros (YfmL, YQfR, YdbR, YxiN y
YprA)

Aungue es posible hacer comparaciones cuantitativas de proteinas DEAD entre
especies bacterianas. Existen diferencias fisiologicas, metabdlicas y de género que
hacen dificil su comparacion. La caracterizacion bioquimica es una manera de
comparar y definir a las proteinas de caja DEAD. El estudio comparativo de
proteinas de la caja DEAD en B. subtilis es reciente, ya que actualmente se han
clonado y caracterizado bioquimicamente dos de estas proteinas (YdbR y YxiN).
Con el fin de comparar las proteinas de caja DEAD en B. subtilis con las presentes

en otras especies y géneros sera necesario expresar y purificar las proteinas que
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aun no han sido descritas bioquimicamente. La diversidad de proteinas tipo caja
DEAD presente en B. subtilis permitira comprender el papel global que juegan este
tipo de proteinas en el metabolismo de RNA de esta bacteria, asi como obtener

evidencias directamente relacionadas con su regulacion.



II. ANTECEDENTES

[1.1 RNA helicasas

El RNA (&cido ribonucleico por sus siglas en inglés) es probablemente la molécula
méas diversa, tanto en estructura como en funcionalidad dentro de las células. Entre
sus funciones se le denomina la molécula mensajera de la informacion genética. La
funcionalidad de una molécula de RNA depende del correcto doblamiento
estructural y de su asociacion con otras proteinas o complejos ribonucleo-proteicos
(RNP’s). Estos procesos dinamicos son probablemente mejor ilustrados en el
encorte y empalme del RNA mensajero precursor (pre-mRNA) o la biogénesis
ribosomal, donde rearreglos continuos de RNP’s son necesarios para la obtencién

de un producto maduro. (Bleichert y Baserga, 2007).

Diferentes proteinas interactian con las moléculas de RNA, las cuales ayudan
desdoblandolas de manera correcta. Un grupo de proteinas de unién al RNA que
previene que el RNA de cadena sencilla forme arreglos no funcionales o uniones
inapropiadas con otras proteinas, son las RNA helicasas. Las RNA helicasas
catalizan la separacion de cadenas dobles de RNA (dsRNA por sus siglas en
inglés) de manera dependiente de la energia de ATP (Adenosin-Trifosfato).
Participan en todos los aspectos del metabolismo del RNA (Figura 1), que incluyen
la transcripcion del RNA, edicion del RNA, encorte y empalme del mRNA,
exportaciéon del RNA, procesamiento del RNA ribosomal, degradacion del RNA,
formacion del extremo 3’ terminal y la traduccion de mRNA (RNA mensajero) en
proteina (Rocak y Linder, 2004; Cordin y col., 2005).

Experimentos genéticos y bioquimicos en Sacharomyces cerevisiae como en otros
organismos han indicado diversas funciones celulares de las proteinas de la caja
DEAD. Estas incluyen la biogénesis ribosomal (Ej. elf4Alll, Rokl, Sbp4 y Dbp10),
splicing del pre-mRNA (Ej. Prp28, Prp5 y Sub?2), transporte del mRNA (Ej. Dbp5 y
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Sub?2), iniciacién de la traduccion (Ej. elF4A, Dedl y Vasa), expresion genética en
organelos (Ej. Mss116, Mrh4 y Cyt-19) y degradacion de RNA (Ej. RhIB, Dbp2 y
Dhhl). (Rocak y Linder, 2004)

Nucléolo

Pre-60S N
e G Traduccién
Biogénesis ( ’ Py 4
- A
—_ Ribosoma Pre-40S 44

Transporte

/! gclji?nerasa R QG
= 45 4 ___.--—-—-—""")Q
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Figura 1. Procesos celulares que involucran a las proteinas DEAD. Adaptado de
Rocak y Linder, 2004.

[1.1.1 Proteinas de caja DEAD

Con base a los sitios conservados en su secuencia, las RNA y DNA helicasas
pueden ser agrupadas dentro de cinco superfamilias (SF1-SF5). La mayoria de las
RNA helicasas pertenecen a la superfamilia 2 (SF2). Las superfamilias 1 y 2
contienen de siete a nueve motivos conservados que constituyen el nicleo helicasa
(Figura 2). Estructuralmente las helicasas SF1 y SF2 presentan dos dominios tipo
RecA (Figura 3), las similitudes estructurales indican la utilizacion de mecanismos
similares en sus actividades enziméticas. Las proteinas de caja DEAD pertenecen
a la SF2 y se caracterizan por tener nueve motivos conservados a los que se les ha
designado diversas funciones (Figura 2). Se encuentran presentes en genomas

representativos de una amplia variedad de organismos Yy su nombre se debe al
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codigo en letra asignado a las iniciales de los 4 aminoacidos conservados que
conforman el motivo Il (Aspartato - Glutamato - Alanina - Aspartato) 0 motivo
Walker B (Rocak y Linder, 2004; Gorbalenya y Koonin, 1993).

Substrato

V V V i
Dominio 1 Dominio 2

Ib Il I [\ V

Q | la Vi
N —EHGAxxPoxe ——.{AxxGxGKTj—mﬁ TPGR }—{ DEAD ! SAT LIV HRXGRXGR

Y

Figura 2. Motivos conservados en las proteinas de caja DEAD y su interaccién con
ATP (adenosin trifosfato). Adaptado de Rocak y Linder, 2004. En base al
alineamiento de secuencias se ha demostrado la presencia de 9 motivos
conservados en las proteinas de la caja DEAD. Motivos Q, I, Il y VI se unen a ATP
y son requeridos para su hidrdlisis. Motivo Ill es requerido para la actividad
helicasa. Motivos la, Ib, IV y V sugieren ser requeridos para la unién del sustrato,

aunque informacion bioquimica de tal evento es aun inexistente.

El desenrrollamiento de dsRNA se consideraba como la principal actividad de las
proteinas de caja DEAD. Aungue la actividad de desenrollamiento ha sido probada
en algunas proteinas representativas de la familia, otras proteinas de la caja DEAD
han sido implicadas en funciones no tan comunes como el remodelamiento de
estructuras de RNA, disociacion de complejos de RNA- Proteina o alineamiento de
cadenas de RNA por lo que también se les conoce como chaperonas de RNA o
RNPasas (Fairman y col.,, 2004; Yang y Jankowsky, 2005; Cheng y col., 2005;
Linder, 2006; Rajkowitsch y col., 2007).



[1.1.1.1 Actividad de las RNA helicasas in vitro

En comparacion al nimero de proteinas de la caja DEAD que se encuentran
disponibles dentro de las bases de datos, solo algunas pocas han sido
caracterizadas bioquimicamente. Entre las principales actividades enzimaticas que
se han encontrado son la capacidad de union al RNA, actividad ATPasa y actividad
RNA helicasa. Sin embargo, la informacion obtenida durante dichos ensayos debe
ser tomada con precaucion, debido a que la actividad in vitro puede ser afectada
por pardmetros como la naturaleza de los sustratos utilizados, la inhabilidad de
llevar a cabo modificaciones postraduccionales de proteinas de caja DEAD
eucariotas expresadas en sistemas procariontes, asi como la carencia de

cofactores especificos que se encuentran in vivo (Silverman y col., 2003).

[1.1.1.2. Unidn de las RNA helicasas al RNA

La mayoria de las proteinas de la caja DEAD han demostrado tener la capacidad
de unirse a cualquier molécula de RNA, lo que estimula su actividad de ATPasa.
Los ensayos bioquimicos demuestran que existe cooperacion entre la unién del
RNA y la unién a ATP: la unién del RNA es mas fuerte en presencia de ATP o de
un analogo de ATP no hidrolizable, pero disminuye en la presencia de ADP o un
analogo de ADP hidrolizable. Sin embargo, otras como la helicasa DbpA de E. coli
demuestran tener una mayor especificidad (Kg = 20 nM) por la unién de una
estructura especifica de tallo y asa (H92) del RNA ribosomal (rRNA) 23S localizada
en el centro peptidil transferasa en el ribosoma maduro bacteriano. La especificidad
de la mayoria de las proteinas de caja DEAD esta otorgada por la interaccién con
otros componentes RNP’s in vivo (Cordin y col., 2005). Evidencia reciente sugiere
gue la actividad de union al RNA puede estar influenciada por la region proxima al
nacleo helicasa (Collins y col., 2009; Fan y col., 2009; Napetsching y col., 2009; von
Moeller y col., 2009)



[1.1.1.3. Actividad ATPasa en las RNA helicasas

La actividad de ATPasa, representada como la capacidad de hidrolizar la molécula
de ATP estimulada por la presencia de moléculas de RNA. La informacion
obtenida hasta el momento demuestra que en general la estimulacién de la
actividad ATPasa no requiere un sustrato especifico. El cuadro 1 muestra los
pardmetros enzimaticos para la actividad ATPasa de algunas proteinas de caja
DEAD, las afinidades de las proteinas de caja DEAD por ATP (expresadas como
constante de Michaelis Menten, K,) pueden ir desde los 50 a 1000 UM vy la
eficiencia enzimética (expresada como la constante de catalizacion, K¢y desde los
3 min * a los 600 min *, demostrando la amplia diversidad que poseen las RNA
helicasas en ensayos in vitro. Ensayos bioquimicos utilizando la proteina DEAD
elF-4A (la RNA helicasa modelo en eucariontes) mutada en la posicién alanina 66
remplazado por valina [elF-4A(A66V)] demostraron tener efecto disminuido sobre la
hidrolisis de ATP cuando fue comparado con la enzima silvestre elF-4A (Rozen y
col., 1990; Blum y col., 1992; Pugh y col., 1999; Caruthers y McKay, 2002; Tanner y
col., 2003; Cordin y col., 2004; Shen y col., 2007)

[1.1.1.4. Actividad helicasa

La actividad RNA helicasa es representada como la habilidad para desenrollar
dsRNA dependiente de ATP, sello caracteristico de la mayoria de las proteinas de
caja DEAD. Los ensayos bioquimicos hasta el momento han demostrado que la
actividad helicasa se ve significativamente reducida cuando se utilizan analogos no
hidrolizables de ATP o ADP. La naturaleza del sustrato ha mostrado ser un
parametro que influye en la actividad helicasa significativamente. De acuerdo al tipo
de sustrato utilizado se puede obtener informacién acerca de la procesividad
(cantidad de nucleétidos disociados) y la direccionalidad (sentido en el que la

proteina es colocada sobre el sustrato y avanza sobre este). La mayoria de las



proteinas de la caja DEAD se muestran con baja procesividad y direccion
inespecifica (Figura 4A).

Dominios Helicasa

1
Q | la b Ic Il IV IVa vV Vi
DEAD-box

Dominios Helicasa

Figura 3. Topologia de los dos dominios de helicasa tipo RecA. Adaptado de
Jankowsky y Fairman, 2007. Las proteinas de la caja DEAD muestran dos dominios
estructuralmente similares al dominio de la Recombinasa A de E. coli. Elementos
con lineas continuas estan presentes en todas las estructuras SF1 y SF2;
elementos con lineas punteadas no estan presentes en todas las proteinas. La

posicion de los motivos conservados es indicada por octagonos numerados.

La carencia de direccion es atipica cuando se comparan con otras proteinas de la
familia SF2. No obstante, para algunas otras proteinas DEAD como DbpA en E.
coli, se ha demostrado actividad helicasa particularmente con direccion unica 3’ —
5 (Figura 4B). Otro parametro que afecta la actividad helicasa en los ensayos
bioguimicos es la estabilidad del sustrato de RNA utilizado. Por ejemplo: la
actividad helicasa de la proteina DEAD elF4A es dependiente de la proteina de
unién al RNA elF4B cuando se utilizan moléculas de RNA con AG = -146 kJ mol -
! Sin embargo, cuando se utilizan moléculas de RNA donde AG = - 67 a -104 kJ
mol * elF4A muestra actividad helicasa en ausencia de elF4B (Rogers y col.,
1999).



Cuadro 1. Constantes de actividad de ATPasa de diferentes proteinas de caja
DEAD purificadas de E. coli. Adaptado de Cordin y col.,, 2005. Se muestra la
afinidad de la enzima por su sustrato (Km) y la velocidad de catalizacion (Kcat); nd
(no disponible) * Xp54 / p68 / elF4A fueron purificadas de X. laevi, células humanas

y reticulocitos de raton respectivamente.

Proteina Especificidad Km.atp Kcat,aTp Especificidad por RNA
por NTP
DP103 ATP/dATP nd nd No especifica
elF4A ATP/dATP/nd 80 uM 3min~*! No especifica
elF4A* ATP/dATP 330 uM 0.3min™? No especifica
p68 ATP/dATP nd nd dsRNA > ssRNA > dsDNA > ssDNA
p68* ATP/nd 100-1000 nd No especifica
uM
RHII/GUP ATP/nd nd nd No especifica
Dbp5 ATP/nd nd nd No especifica, tRNA,
poly(A),(U).(C).(G)
Dbp9 ATP/nd nd nd DNA dependiente; RNA inhibido
elF4A* ATP/dATP 470 uM nd poly(A), No especifica
Prp5 ATP/JATP nd 140 min~* No especifica, estimulacion
incrementada por U2 snRNA
Rok1 ATP/nd nd nd poly(A),(U),(C),(G)
Xp54 ATP/nd nd nd nd
An3 ATP/dATP 65 uM 9 min~*! X. laevi RNA total
Vasa ATP/nd nd nd RNA independiente
AtDRH1(A. ATP/dATP nd nd poly(A) > poly(dT) > poly(dC)
thaliana) > poly(U) = poly(C)
elF4A (germen ATP/nd 93 uM 12.5min™* No especifica
de trigo)
ChrC (A. sp) ATP/dATP nd nd No especifica, preferencia por rRNA
CsdA (E.col)  ATP/nd nd 90 min~* No especifica
DbpA (E. coliy  ATP/dATP 120 uM 580 min~!  H89-H92 de 23S rRNA
Hera(T. ATP/dATP 360 uM nd 16S y 23S rRNA
thermophilus)
SmrB-YxiN ATP/dATP 170 uM 28 min~* H89-H92 de 23S rRNA
YXIiN (B. ATP/JATP 230 uM 210 min™* H89-H92 de 23S rRNA
subtilis)



[1.1.1.5. Otras actividades asociadas a las RNA helicasas

A pesar de que el término helicasa implica la separaciéon de un complejo doble o
duplex de RNA, también se les ha asociado con la disociacion de complejos de
RNA-Proteina (actividad RNPasa) y al alineamiento de RNA de doble cadena
(dsRNA), lo que demuestra el papel importante que podrian llevar a cabo las
proteinas de caja DEAD en la regulacion de la expresion génica en un organismo
(Fairman y col., 2004; Uhlmann-Schiffler y col., 2006; Yang y Jankowsky, 2005).

A ‘
— 3_3m5 5'— 3’ desenrrollamiento
55 ‘ r',' 35
«—
3l
5¢ 3¢ 3'— 5’ desenrollamiento
B n
- i & Ndununl ! 3'— 5" actividad helicasacuando el
3 5 duplex eslocalizado 5'a H92
n
. 3‘
1 3_""m 3'— 5" actividad helicasacuando el
( 5¢ duplex eslocalizado 3'a H92

Figura 4. Modelos de direccionalidad del desenrrollamiento en las proteinas DEAD.
Adaptado de Cordin y col., 2005. A) La direccionalidad es probada usando duplex
de RNA con extremos 5’ y/o 3’ libres. Dependiendo de su direccion, una helicasa
dada preferira el desenrrollamiento de uno o del otro lado. B) DbpA es una helicasa
con direccionalidad 3’ — 5’ y por lo tanto se necesita de un duplex con un extremo 3’

libre.

[1.1.2. RNA helicasas de Bacillus subtilis.

El estudio de las proteinas de caja DEAD ha sido principalmente enfocado a

organismos eucariontes y en donde el mayor porcentaje de los estudios realizados
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en procariontes se han llevado a cabo para las proteinas DEAD de E. coli, de los
cuales se ha demostrado diferencias particulares comparados con organismos
superiores. Sin embargo, la diversidad genética que existe entre los procariotas es
muy amplia por lo que se ha hecho vislumbrar la necesidad de estudiar otros
organismos con otras caracteristicas particulares (lost y col., 2006; Marsden y col.,
2006).

B. subtilis es una bacteria modelo Gram positiva que tiene la capacidad de
esporular. En 1997, se dio a conocer la secuencia completa de su genoma, dejando
entrever la presencia de 5 secuencias codificantes (yfmL, ydbR, ygfR, YXiN y yprA)
para RNA helicasas. La proteina YxiN ha sido la mas estudiada, estudios genéticos
y bioquimicos han revelado que YxiN tiene cambios conformacionales en solucion y
que participa en la biogénesis de la subunidad 23S del ribosoma (Kunst y col.,
1997; Kossen y Uhlenbeck, 1999; Karginov y col., 2005; Wang y col., 2007; Karow
y Klostermeier, 2009).

Asi mismo, se ha reportado incremento en la expresion de los genes ydbR y ygfR
cuando B. subtilis se incuba a 16° C y a través de analisis de resonancia
fluorescente (FRET) ha sido posible identificar la cooperacion de la proteina YqfR
con la proteina de choque en frio CspA, sugiriendo de esta manera, que las
proteinas de caja DEAD podrian regular su expresién cuando la bacteria crece a
diferentes temperaturas. Para la proteina YdbR, se ha descrito su actividad
helicasa, ATPasa y de union RNA e interesantemente se demostré que cuando se
muta, afecta el grado de crecimiento de B. subtilis a 37°C (Hunger y col, 2006;
Ando y Nakamura, 2006).

Por otro lado las proteinas YfmL y YprA no han sido asociadas a ningun tipo de
funcidn fisiolégica o bioquimica, pero la presencia de la caja DEAD indica que se
tratan de RNA helicasas dependientes de ATP aunque su actividad y otras
propiedades bioquimicas particulares de cada una no han sido ensayadas aun
(Kunst y col, 1997)
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. HIPOTESIS

La clonacion del gen yfmL en el vector de expresion pCold | permitird sobreproducir
la proteina recombinante YfmL y el esquema de purificacion utilizado: lisis celular,
cromatografia de afinidad y cromatografia por intercambio iénico permitird obtener

cantidades sustanciales de esta.
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IV. OBJETIVOS

IV.1 General

Establecer los parametros adecuados para la obtencion de la RNA helicasa

recombinante YfmL.

IV.2 Especificos

¢ Disefiar una construccion molecular para la clonacién y expresion del gen yfmL
en el vector pCold-yfmL.

e Inducir la expresibn de la helicasa recombinante YfmL en un sistema
bacteriano.

e Purificar la RNA helicasa YfmL mediante una cromatografia de afinidad e

intercambio idnico.
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V. METODOLOGIA

V.1 Materiales

Cuadro 2. Descripcion de las cepas utilizadas

Nombre Genotipo

B. subtilis PY79 Protétrofo derivado de B. subtilis 168

F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
E. coli TOP10 ¢80lacZAM15 AlacX74 recAl
araD139 A(ara-leu) 7697 galU galK

rpsL (StrR) endAl nupG A-

E. coli BL21Star F— ompT hsdSB(rB—, mB-) gal dcm
rnel3l (DES3)

V.1.1 Enzimas y otros reactivos

Los reactivos y enzimas empleados fueron los siguientes:

e Enzima EcoRI 20,000 U y Enzima Xbal 10,000 U (Invitrogen)
e PCR SuperMix High Fidelity (Invitrogen)

e T4 DNA ligasa 5,000 Unidades (Invitrogen)

e Lisozima 20,000 Unidades (ushcorp)

e Vector de expresion de choque frio pCold | (Takara)

e Soporte para cromatografia de intercambio ibnico Macro-Prep High S (Bio-Rad)
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V.1.2 Oligonucleotidos

e pFyfmL 5-CCCGAATTCACGCAAACTTGGCCATTT
EcoRI

e pRyfmL 5-GCTTCTAGA CTTCTTTTTATTTCGTCT
Xbal

V.1.3 Kits

e QIAGEN Plasmid Mini Kit (25) (Qiagen)
e QIlAquick PCR Purification Kit (Qiagen)
e QuickGene DNA tissue kit S (Fujifilm)

V.1.4 Columnas

e Columna HisTrap de 1 ml. (GE Healthcare)
e Columna preempacada de flujo gravitacional para cromatografia de intercambio
I6nico de 9 cm. Prefilled Poly-Prep (Bio-Rad)

V.1.5 Equipo

¢ Quickgene — Mini80 (Fuijifilm)

e Termociclador 2720 de 96 placas (Applied Biosystems)

e Sistema de documentacion de geles Gel Doc XR (Bio-Rad)
o Electroporador Gene pulser (Bio-Rad)

e Prensa Francesa (Thermo)

e Equipo para electroforesis de proteinas (GE Healthcare)

e Equipo para electroforesis de acidos nucleicos (Bio-Rad)
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V.2 Métodos

V.2.1 Construccion del vector pCold-yfmL

V.2.1.1 Preparacion del preinéculo

Se prepar6 un preinéculo de B. subtilis PY79 en cajas de petri con agar Luria
Bertani (LB) (por cada litro de medio 10 g de triptona, 5 g de extracto de levadura y
10 g de NaCl, ajustado a pH 7,5 con NaOH) e incubando a 28°C durante una
noche. Posteriormente se transfirieron las colonias obtenidas a medio liquido (LB) y

se incubaron a 37°C durante toda una noche.

V.2.1.2 Extraccion de DNA genémico

Se centrifugd 1 ml de medio del cultivo previamente obtenido en el paso anterior a
4500 rpm / 3 min y se retird cuidadosamente el sobrenadante. A continuacién, se
resuspendio la pastilla en 100 yL de agua y se agregaron 2 uL de amortiguador Tris
(pH 7.5) y 0.05 gr de lisozima liofilizada y se incubd a 30 min / 37°C en agitacion.
Posteriormente fueron agregados 20 pL de Proteinasa K (EDT), 20 pL de Triton X-
100 y 180 pyL de amortiguador de lisis (LDT) y se mezclé por vortex a maxima

velocidad durante 15 segundos, con incubacién a 65°C / 20 min.

Posteriormente se dio un pulso de micro centrifuga y se adicionaron 240 uL de
etanol puro, mezclando por vortex durante 15 segundos, y finalmente se dio un
altimo pulso de micro centrifuga. A continuacién, se transfirié el lisado a través de
una columna incluida en el dispositivo Quickgene — Mini 80 y se realizaron 3
lavados con 600 pyL de amortiguador de lavado (WDT), por ultimo se utilizaron 30

ML de agua MiliQ para eluir el DNA y se guardd a — 4°C hasta su uso.
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V.2.1.3 Amplificacion del gen yfmL mediante PCR

Para amplificar el gen yfmL se utilizd la técnica de PCR y se utilizaron los
oligonucledtidos pFyfmL y pRyfmL, los cuéles contienen los sitios de restriccion de

Xbal y EcoRI presentes en pCold | también.
A cada tubo de reaccion se agregaron:
22 pL de la Mezcla SuperMix High Fidelity (Invitrogen), 1 pL de oligo pFyfmL (1uM),

1 yL de oligo pRyfmL (1uM), y 1 yL de DNA gendmico, se mezclaron por vortex y

se utilizaron las siguientes condiciones de reaccion:

e 1.-94°C/3 min 1 ciclo

e 2.-94°C/30s

e 3.-50°C/1min 30 ciclos
e 4-70°C/1min30s

e 5.-72°C/8min 1 ciclo

V.2.1.4 Digestion enzimética doble

La clonacion del inserto yfmL al vector pCold | se realiz6 mediante la doble
digestion tanto del producto de la reaccion de PCR yfmL y el vector de expresion
pCold I con las enzimas Xbal y EcoRI utilizando un volumen final de reaccion de 50
ML conteniendo los siguientes componentes para cada tubo de reaccion: 35 L de
agua, 5 pL de regulador (10X), 6 yL del producto de PCR yfmL o vector pCold, 2 pL
de EcoRly 2 yL de Xbal, los cuales fueron mezclados por vortex y se incubo 1 hora
30 minutos a 37° C. Después de la reaccién de digestidn se inactivaron las enzimas
calentando a 65°C durante 10 min los tubos de reaccién. El vector de expresion

pCold I tiene un tamafio aproximado de 4.4kb y contiene la secuencia promotora
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del gen cspA, el cual codifica para una de las proteinas de choque frio que permiten
la expresion de genes a bajas temperaturas, integra el elemento potenciador de la
traduccion (TEE), una pequefa secuencia peptidica que permite la sobreexpresion
de las proteinas, la secuencia de resistencia a Ampicilina (AmpiR), un sitio multiple
de clonacion en donde se encuentran los sitios de restriccion de las enzimas EcoRI
y Xbal, y ademas una cola de seis histidinas que permite la purificacion de la
proteina (Figura 5).

EcoRI (332)
Xbal (356)

lacI

4407 bp

ColE1 ori AmpiR

Figura 5. Mapa general del vector pCold I.

V.2.1.5 Purificacion de productos de PCR y digestiones enzimaticas

Los productos de reaccion de PCR y digestion enzimatica se purificaron utilizando
el Kit QIAquick PCR Purification (Qiagen): Se agregaron 5 volumenes de
amortiguador PB por cada volumen de muestra, luego se colocé una columna
QIAquick spin sobre un tubo colector de centrifuga y se agregdé la muestra a
purificar, la cual fue centrifugada durante 30 — 60s a 13,000 rpm. Luego se desechd

la muestra contenida en el tubo colector y se lavo la columna, agregando 0.75 ml
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de amortiguador PE sobre la columna y después se centrifugd por 30 — 60s a
13,000 rpm, se desechoé el eluido contenido en el tubo colector y se centrifugé la
muestra durante 1 min. A continuacion, se coloco la columna sobre un tubo colector
limpio de 1.5 ml y se agreg6 30 uL de agua para eluir, se dejo reposar por 1 min y

se centrifugd a 13,000 rpm durante 1 min.

V.2.1.6 Reaccion de ligacion de pCold — yfmL

Se realizaron las siguientes reacciones de ligacion ajustando a un volumen final de

30 yL e incubando a 16°C durante toda una noche:

A) 6 uL de Agua, 6 yL de amortiguador (5X), 4 uL del vector pCold doble digerido,
12 L del fragmento yfmL doble digerido y 2 uL de enzima Ligasa

B) Control de ligacion: 16 pyL de agua, 6 yL de amortiguador (5X), 4 yL de pCold
sin digerir y 2 yL de la enzima Ligasa.

V.2.1.7 Transformacion de E. coli TOP10 por electroporacién

Para llevar a cabo la transformacion de las células se descongelé un vial de células
electrocompetentes E. coli TOP10 (Invitrogen) y se mezcldé con 5 uL del producto
de la reaccion de ligacién sobre una membrana de didlisis para eliminar las sales
presentes. Posteriormente se colocé la reaccion en el fondo de la celda de
electroporaciéon (previamente colocada en hielo), y se agregaron 50 uL de las
células mezclandose cuidadosamente y se electroporé a 2.5 volts en el equipo
Gene pulser. A continuacién, se resuspenderieron las células en 400 yL en medio
liquido (LB) y se mantuvieron a 37°C con agitacion durante 1 hora. Posteriormente
se centrifugd a 13,000 rpm / 3 min y se decantd el sobrante para resuspender la
pastilla en 200 pL de medio liquido (LB) y se sembré por extension en placa (medio

LB con 100 pg/mL de ampicilina) a 37°C durante toda una noche.

19



V.2.1.8 Escrutinio genético mediante PCR

Posteriormente se analizaron las transformantes obtenidas las cuales fueron
seleccionadas al azar, para lo cual, se llevdé a cabo una reaccion de PCR para
buscar la presencia del fragmento de 1128 pb, utilizando las siguientes condiciones
para cada reaccion:

7 uL de la Mezcla SuperMix High Fidelity (Invitrogen), 1 yL de oligo pFyfmL, 1 pL
de oligo pRyfmL

1.-94°C/5 min 1 ciclo
2.-94°C/30s

3.-50°C/1min 30 ciclos
4-70°C/1min30s

5.-72°C/8 min 1 ciclo

V.2.1.9 Extraccion de DNA plasmidico

Las colonias positivas obtenidas fueron transferidas a un medio liquido (10 ml de
medio LB con 100 ug /mL de ampicilina), y se incubaron a 37°C con agitacion
durante toda una noche en donde posteriormente fueron extraidos los plasmidos

utilizando el Kit QIAprep Spin Miniprep (Qiagen):

Se centrifugaron los cultivos celulares a 13,000 rpm / 3 min, se elimin6 el
sobrenadante y se resuspendio la pastilla en 300 uL de amortiguador P1, luego se
agrego 300 uL de amortiguador P2 mezclando cuidadosamente y se incubaron a
temperatura ambiente durante 5 min. Posteriormente se agregaron 300 pL de
amortiguador P3, y se colocaron en hielo durante 5 min seguido de una
centrifugacion a velocidad maxima durante 10 min en donde se elimino el
sobrenadante. Al mismo tiempo, se equilibréo una columna QIAprep agregando 1 ml
de amortiguador QBT (dejando fluir). A continuacion se aplico el sobrenadante
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obtenido previamente sobre la columna y se hicieron lavados con 1 ml de
amortiguador QC, se eluy6 el DNA plasmidico afiadiendo 800 pyL de amortiguador
QF y se precipitd con 560 uL de isopropanol a temperatura ambiente, centrifugando
a 10,000 rpm / 30 min y decantando el sobrenadante cuidadosamente. Finalmente,
la pastilla obtenida se lavo con etanol al 70% y se centrifug6é a 10,000 rpm / 5 min,

decantando y resuspendiendo en un volumen de 30 yL de agua.

V.2.1.10 Analisis de plasmidos por restriccion enzimatica

Se analizaron los plasmidos obtenidos mediante digestion enzimatica con las
enzimas Xbal y EcoRI con objeto de confirmar los resultados obtenidos mediante
PCR. Para cada plasmido extraido se prepararon 4 tubos de reaccion (A, B, Cy
D). En donde todos los tubos de reaccién contenian 1 pyL de plasmido extraido y 1
uL de amortiguador mas lo siguiente:

A) 7 uL de agua.

B) 1 uL de Xbaly 7 yL de agua

C) 1 uL de EcoRIly 7 uL de agua

D) 1 uL de Xbal, 1 pyL de EcoRIy 6 uL de agua

Posteriormente se incub6 a 37°C durante 1 hora 30 minutos y después de la
reaccion de digestion se inactivaron las enzimas calentando a 65°C durante 10 min

los tubos de reaccion.

V.2.1.11 Analisis de DNA por electroforesis

Las extracciones de DNA gendmico, DNA plasmidico, digestiones enzimaticas y las
reacciones de PCR se cargaron (5 - 10 yL) en un gel de electroforesis de agarosa
al 1% vy se corrio a 110 o 120 volts utilizando amortiguador TAE 1X durante 1
hora. Se tifieron los geles en solucion de bromuro de etidio (1 ug/ml) durante 10

min y se visualizaron utilizando el software Quantity One (Biorad)
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V.2.2 Transformacion de E.coli BL21 Star

Se transformaron células competentes de E. coli con la construccion generada

pCold-yfmL mediante el método de choque térmico:

Se mezclaron 20 pL de células BL21 Star con 1 uL del DNA plasmidico (pCold —
yfmL) y se incubd en hielo durante 30 min, aplicando un choque térmico de 45°C
durante 45 s. Posteriormente se agregé medio LB y se incubd 1h / 37°, utilizando
200 yL para sembrar en cajas con ampicilina (100 uyg/ml) e incubando a 37° C

durante toda una noche.

V.2.3 Induccidn de la expresion del gen yfmL

Se recolectaron y se colocaron las colonias transformadas en medio LB (100 mg
/ml de ampicilina) y se incubaron a 37°C hasta una densidad Optica de 0.6.
Posteriormente se incub6 en hielo por 30 min y se indujo con 0.5 mM de IPTG con
agitacion constante a 16°C durante 21 hrs. Antes y después de la induccion se
recuperaron alicuotas las cuales fueron resuspendidas en amortiguador de carga
para proteinas. (100 mM Tris-HCI pH 6.8, 200 mM DTT, 4% SDS, 0.2% azul de

bromofenol y 20% de glicerol)

V.2.4 Purificacién de la proteina YfmL

V.2.4.1 Purificacion por Cromatografia de afinidad a histidinas.

La purificacion inicial se llevo a cabo mediante una cromatografia de afinidad de
histidinas: se cosecharon las células BL21 previamente inducidas por
centrifugacion a 3500 rpm / 30 min a 4°C y se mantuvieron a una temperatura de -

80°C hasta su procesamiento. Posteriormente se resuspendieron en 25 ml de
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amortiguador de lisis (50 mM Tris pH 7.5, 200 mM de NaCl) y se lisaron a 6.81
MPa. Luego se centrifugd a 15,000 rpm / 30 min a 4°C y el sobrenadante fue
transferido a una columna previamente equilibrada con niquel. Posteriormente se
adicionaron 15 ml de Amortiguador de Lisis (50 mM Tris pH 7.5, 200 mM de NaCl),
15 ml de amortiguador L2 (50 mM Tris pH 7.5, 200 mM NaCly 10 mM Imidazol) y 3
ml de amortiguador de elucién (50 mM Tris pH 7.5, 200 mM NaCl y 500 mM

Imidazol) a través de la columna.

La proteina eluida fue dializada en amortiguador de diélisis (50 mM Tris pH 7.5, 200
mM NaCl, 1 M DTT y 2 mM EDTA). Se recolectaron alicuotas en cada paso de
purificacion en amortiguador de proteinas (100 mM Tris-HCI pH 6.8, 200 mM DTT,
4% SDS, 0.2% Azul de Bromofenol y 20% de Glicerol) para su posterior analisis por
SDS - PAGE.

V.2.4.2 Purificacion por Cromatografia de intercambio ionico.

Se utilizd una columna pre empacada Poly-Prep de 10 ml y se agregaron
aproximadamente 2 ml de resina de poliestireno tipo S (Macro — Prep High S
Support, Bio-Rad), posteriormente se agregd la proteina previamente purificada
yfmL-Hiss. Luego fueron colocados a través de la columna 1 ml de los siguientes

amortiguadores:

A) 50 mM Tris — HCl pH 6.8,1 M DTT, 0.5 M EDTA y 50 mM NacCl
B) 50 mM Tris — HCI pH 6.8,1 M DTT, 0.5 M EDTA y 100 mM NacCl
C) 50 mM Tris — HCI pH 6.8,1 M DTT, 0.5 M EDTA y 150 mM NaCl
D) 50 mM Tris — HCI pH 6.8,1 M DTT, 0.5 M EDTA y 200 mM NacCl
E) 50 mM Tris — HCI pH 6.8,1 M DTT, 0.5 M EDTA y 300 mM NacCl
F) 50 mM Tris — HCIl pH 6.8,1 M DTT, 0.5 M EDTA y 400 mM NaCl
G) 50 mM Tris — HCI pH 6.8,1 M DTT, 0.5 M EDTA y 600 mM NaCl
H) 50 mM Tris — HCI pH 6.8,1 M DTT, 0.5 M EDTA y 800 mM NacCl
) 50 mM Tris— HCl pH 6.8,1 M DTT, 0.5 M EDTAyY 1 M NaCl
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J) 50 mM Tris—HCIpH 6.8,1 M DTT, 0.5 M EDTAY 1.5 M NaCl
K) 50 mM Tris — HCIl pH 6.8,1 M DTT, 0.5 M EDTA Yy 2 M NaCl

Se colectaron 15 uL de cada una de las muestras eluidas en amortiguador de carga
de proteinas (100mM Tris-HCI pH 6.8, 200mM DTT, 4% SDS, 0.2% Azul de
Bromofenol y 20% de glicerol) y se conservo el eluido a - 4°C hasta su uso.
Posteriormente, se dializé la proteina previamente purificada en amortiguador de
didlisis con 50% de glicerol (50mM Tris pH 7.5, 200mM NaCl, 1M DTT y 2mM

EDTA), durante una noche y se conservo a - 20°C.

V.2.5 Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Durante cada paso de purificacién fueron recogidos alicuotas de 50 — 100 L, las
cuales fueron posteriormente analizadas mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE) al 10% utilizando el equipo de
electroforesis de proteinas de GE Healthcare a las siguientes condiciones de
corrida: 180 V / 1 hr. Posteriormente el gel se tifié con azul de coomassie y se

visualizé en una lampara uv.

24



VI. RESULTADOS

VI.1 Extraccion de DNA gendmico de B. subtilis

Se purifico el DNA gendmico de la cepa B. subtilis PY79 (Figura 6A) utilizando el
QuickGene DNA tissue kit S (Fujifilm) descrito en la metodologia y se evalud su
integridad mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%. Como se observa en la

Figura 6B no hubo degradacion durante el proceso de purificacion.

MPM 2 3 4 5 MPM

Figura 6. Crecimiento en placa de B. subtilis y analisis de DNA gendémico. A) Cepa
B. subtilis PY79 en placa de agar LB. B) En los carriles 2 — 5 perfil de electroforesis
de muestras de DNA gendmico purificado y en los carriles 1 y 6 (MPM) Marcador

de peso molecular. Volumen cargado de 5 L.

VI.2 Amplificacién del gen yfmL por PCR

Se logré la amplificacion del gen yfmL codificante para una RNA helicasa tipo
DEAD mediante PCR utilizando los oligonucleétidos iniciadores pFyfmL y pRyfmL
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El tamafio estimado del fragmento es de 1128 pb, en la Figura 7 se muestra el
resultado del perfil de electroforesis de DNA obtenido de la amplificacion por PCR.

MPM yfmL

19329 pb
7743ph

833788
3472pb
2690 pb

1882ph

1489pb
1128 pb

925 ph

421 pb

Figura 7. Amplificacién por PCR del gen yfmL. En el carril izquierdo marcador de
peso molecular (MPM), y en el carril derecho fragmento de 1128 pb amplificado por
PCR del gen yfmL. Volumen cargado de 2 yL del MPM y 5 pL del producto de PCR

yfmL.

V1.3 Andlisis de las clonas obtenidas

Una vez obtenido el producto de PCR yfmL, éste fue clonado en el vector pCold |
como se describe en la metodologia. Posteriormente se seleccionaron quince
colonias obtenidas de la transformacion genética al azar y fueron analizadas por
PCR vy digestion enzimética. La Figura 8 muestra el resultado del perfil de
electroforesis de DNA de la amplificacion por PCR del gen yfmL de las colonias
seleccionadas. Como se puede observar las clonas 1, 4 y 8 forman parte de las
clonas que contienen el fragmento yfmL de 1128 pb. Una vez obtenidos los
resultados de las clonas positivas por PCR se extrajeron los plasmidos de éstas
utilizando el método de lisis alcalina utilizando el kit de extraccién de plasmidos de
QIAGEN® descrito en la metodologia (Figura 9A) y se llevo a cabo un ensayo de
restriccion enzimatica en donde los plasmidos extraidos fueron digeridos con las
enzimas EcoRIl y Xbal con lo que fue posible confirmar la presencia del inserto de

1128 pb (Figura 9B carriles 5 - 9). La construccion obtenida se denominé pCold-
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yfmL (Figura 10). Esta construccion fue posteriormente secuenciada por el método

de Sanger, para descartar la presencia de mutaciones (Resultados no mostrados)

1 4 8 Control MPM

< 19329pb

< 7743pb
< 6233pb

< 4254pb
< 3472pb

< 2690 pb
< 1882pb

< 14833pb
1128 pb

Figura 8. Escrutinio genético mediante PCR de colonia. En el carril 1, 4 y 8 se
muestran las clonas que adquirieron el fragmento yfmL de 1128 pb. En el carril 10
el control positivo de reaccion y en el carril 12 el marcador de peso molecular Se
cargo todo el volumen (10 uL) del producto obtenido de la reaccion de PCRy 2 uL
de MPM.

g < 19329pb

h<—— 1489 pb

1128 pb

b 9%

EcoRl Xbal EcoRI/Xbal

Figura 9. DNA plasmidico y ensayo de digestion enzimatica con EcoRI y Xbal de
las clonas positivas. A) En el carril 1 se muestra el Marcador de peso molecular.
Los carriles 2 - 6 muestran los plasmidos aislados. Volumen cargado por muestra
(10 pL). B) El carril 1 muestra la construccion pCold-yfmL no digerida. El carril 2
muestra la construccion pCold-yfmL digerida con EcoRI. El carril 3 muestra una la
construcciéon pCold-yfmL digerida con Xbal. Los carriles 4 al 8 muestran los
diferentes plasmidos extraidos digeridos con EcoRI y Xbal las cuales liberaron el
fragmento de 1128pb.EIl carril 9 muestra el marcador de peso molecular.
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V1.4 Analisis de la induccion de yfmL

Se transformé la cepa de E. coli BL21 Star con la construccién pCold-yfmL, se
crecio en medio liquido LB hasta una densidad oOptica de 0.6. Posteriormente se
indujo la expresion de yfmL con IPTG como se describe en la metodologia. El
analisis de la fraccion proteica por SDS-PAGE después la induccién con IPTG
durante 21 horas (Figura 11 carril 2) mostro la presencia de una banda con mayor
intensidad en comparacion con la fraccion proteica sin inducir (Figura 11 carril 1), lo
que indica la induccién de la expresion proteica y que concuerda con el peso
tedrico aproximado de 42kDa dado por su composicion de aminoacidos presentes

en la proteina.

Histidinas

lacI

yfmL - pCold

Figura 10. Mapa de la construccion pCold-yfmL. Entre los sitios de restriccion EcoRI

y Xbal se encuentra el gen yfmL de 1128 pb.

VI.5 Analisis de las fracciones de proteina obtenida

Como se observa en el analisis de las fracciones por SDS — PAGE (Figura 11), la
proteina recombinante es encontrada tanto en la fraccion soluble como en la
pastilla (Figura 11 carril 3 y 4), lo que permiti6 su posterior purificacion por
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cromatografia de afinidad. Las células cosechadas después de la induccién fueron
lisadas con la prensa francesa a 6.81 MPa y se separO la fraccién soluble del
extracto celular por centrifugacion. Esta fraccion se inyectdé en una columna de
afinidad a histidinas, previamente equilibrada con niquel (Figura 11 carril 5). La
proteina unida a la matriz se eluy6 de la columna aumentando la concentracion de
Imidazol de 10 mM a 500 mM como se describe en la metodologia. (Figura 11

carriles 6 — 8).

1 2 3 4 5 6 7 8 MPM
«—T75kDa
<«—50kDa

P— > 42kDa
' <«—25kDa
- <—10kDa

Figura 11. SDS-PAGE al 10% de la Sobreexpresion de la proteina YfmL y andlisis
de las fracciones después de la lisis celular. La expresion se llevo a cabo en 1L de
medio LB con 0.5 mM de IPTG a 16°C durante 21h. (1) sin inducir (2) induccién con
IPTG 0.5 M (3) fraccion soluble (4) pastilla (5) fraccién total (6) primer lavado con
200 mM NaCl (7) segundo lavado con 10 mM de Imidazol (8) proteina eluida con
500 mM Imidazol (MPM) Marcador de peso molecular de 250 kDa Precision Plus
Protein Standards de Bio-Rad.

V1.6 Purificacion por Cromatografia de intercambio i6nico

La fraccion de proteina purificada por cromatografia de afinidad contenia otras
proteinas de no interés (Figura 11 carril 8), por lo que se llevd a cabo un paso
intermedio de purificacion para eliminarlas de la muestra mediante dialisis como se

describe en la metodologia (Figura 12 carril 1). Posteriormente se llevé a cabo un
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segundo paso de purificacién por cromatografia de intercambio iénico para poder
separar las especies de proteinas presentes en base a su carga eléctrica en donde
se decidi6 utilizar como matriz cationica de tipo S. La proteina se eluyé utilizando
un gradiente de NaCl desde 50 mM a 2 M a un pH de 6.8. La concentracion de

elucion de la proteina fue de 1000 mM de NacCl. (Figura 12 carril 2)

75kDa

<—— 50kDa

w - F 42kDa

25kDa

— < 10kDa

Figura 12. SDS-PAGE de los ultimos tres pasos de purificacion de YfmL (1)
Proteina recombinante YfmL dializada después de su purificacion por cromatografia
de afinidad (2) fraccién correspondiente a la proteina eluida con 1000 mM de NacCl
durante la cromatografia por intercambio i6nico. (3) proteina recombinante yfmL
dializada en glicerol al 50% después de su purificacion por cromatografia de

intercambio idnico.

Una vez determinada la fraccién en que la proteina se encontraba, se llevo a cabo
una segunda didlisis utilizando glicerol al 50% con el objetivo de conservar la
proteina a una temperatura de - 20°C y en donde se utilizé un regulador con 50mM
Tris pH 7.5, 200mM NaCl, 1M DTT y 2mM EDTA. El resultado obtenido se analiz6
por SDS-PAGE (Figura 12 carril 3).
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VII. DISCUSION

La biologia molecular se ha desarrollado satisfactoriamente en las ultimas décadas
permitiendo una revolucién en el desarrollo de nuevas tecnologias que derivan de
ésta. El desarrollo de estas nuevas tecnologias asi como las posibles fusiones con
otras tecnologias existentes permiten abordar los retos cientificos y tecnoldgicos
con nuevos enfoques y de una manera mas eficiente. Una de estas tecnologias en
auge es la biologia o gendmica estructural, la cual se enfoca en el andlisis
molecular de las estructuras biolégicas tales como acidos nucleicos y proteinas con
objeto de resolver sus funciones. El impacto de esta tecnologia ya esta presente,
para inicios del afio 2005 el 44% de las estructuras resueltas se utilizaron técnicas
de gendmica estructural. Asi también es importante conocer los aspectos
bioquimicos de las proteinas. El avance en la correlacion funcién — estructura de

las proteinas permitira disefiar proteinas con nuevas actividades cataliticas.

Un grupo de proteinas conocidas como RNA helicasas de la familia DEAD o
proteinas de caja DEAD han comenzado a centrar la atencién de la investigacion
relacionada con la regulacién de la expresién génica. Es decir, todos aquellos
procesos moleculares que van desde la transcripcion de una molécula de DNA
hasta la formacion de una proteina a partir de un RNA mensajero (Latchman,
2005). El estudio de las proteinas de caja DEAD ha sido enfocado a diferentes
organismos debido a que se han encontrado algunas diferencias particulares que
ayudan a entender los mecanismos de regulacion propios de estos. Por ejemplo:
YxiN que es la proteina homéloga de DbpA en E. coli que participa en la
degradacion del RNA mediante la interaccién con la subunidad 23S del RNA
ribosomal, la espeficidad que tiene al RNA es menor que la de DbpA, lo cual puede
reflejar el hecho de que YxiN se une mas estrechamente a todos los RNAs. Esta
estrecha interaccién con el RNA podria potenciar el las interacciones no especificas
RNA — proteina (Kossen y Uhlenbeck, 1999).
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Entre las estrategias utilizadas para estudiar la estructura — funcion de las proteinas
DEAD se encuentran los sistemas de produccién o expresion de proteinas. Dentro
de los sistemas de produccion de proteinas heterélogas existe una gran diversidad
de microorganismos, entre ellos las bacterias Escherichia coli, Bacillus subtilis,
Pseudomonas fluorecens, la levadura Saccharomyces cerevisiae, asi como las
células de mamifero y células de insecto entre otros mas. Sin embargo, E. coli ha
permanecido como el sistema de produccion mas atractivo debido a su capacidad
de crecer a densidades altas utilizando diferentes sustratos, su genética bien
caracterizada y la amplia diversidad de cepas y vectores de clonacién comerciales
gue son compatibles. Entre las cepas de E. coli mas utilizadas para la expresion de

genes se encuentran BL-21, K-12, Origami y sus derivados.

En este trabajo experimentamos la expresion de la RNA helicasa YfmL en la cepas
BL21 Star y BL21 Rosetta 2 (Resultados no mostrados) de las cuales obtuvimos
resultados positivos solo con BL21 Star, lo cual hace énfasis en el fondo genético
gue posee cada una. BL21 Star es deficiente de ribonucleasas lo cual incrementa la
estabilidad de los RNA mensajeros y BL21 Rosetta 2 contiene un plasmido extra
(PRARE) con RNAs de transferencia no comunes en E. coli (Mairhofer y col., 2010),
por lo que se sugiere la incompatibilidad del sistema de codones utilizado en BL21

Rosetta 2 con el utilizado por la proteina YfmL.

Otro aspecto que debe ser considerado es el vector que se va a utilizar, en donde
las caracteristicas que posea el vector seran uno de los puntos clave para una
exitosa expresion y poder asi desarrollar una estrategia de purificacion. Aqui por
ejemplo: Se utiliz6 el vector de expresidbn pCold | en donde su principal
caracteristica que lo diferencia de muchos de los vectores disponibles es que
contiene la secuencia promotora CspA, la cual codifica para una proteina de
choque frio que permite la expresion de proteinas a baja temperatura por permitir la
adaptacion climatica de E. coli de 37°C a 15°C. Este hecho en particular, facilita la
solubilidad de la proteina y por lo tanto disminuye la formacion de cuerpos de

inclusion, un problema muy comun en la producciéon de proteinas recombinantes y
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que dificulta el proceso de purificacion, la reaccién de agregacion se favorece a
altas temperaturas debido a la fuerte dependencia de la temperatura sobre las
interacciones hidrofobicas que determinan la reaccion de agregacion. Al reducir la
temperatura hay una parcial eliminacién de proteasas de choque térmico, lo que
explica el incremento de la estabilidad y el correcto doblamiento de las proteinas a
baja temperatura (Sorensen y Mortensen, 2005).

Curiosamente se ha reportado la interaccion entre la RNA helicasa de B. subtilis
YgfR con CspA lo que sugiere un posible rol de las proteinas DEAD en la
adaptacion al frio, tema que ha sido recientemente tratado para las proteinas DEAD
de E. coli en comparacién con sus homdélogas en Pseudoalteromonas haloplanktis
y Colwellia psychrerythraea desde el punto de vista relacionado con las constantes

de actividad enzimatica (Cartier y col., 2010)

Aungue encontramos una significativa proporcion de proteina en la fraccion
insoluble, obtuvimos la suficiente cantidad de proteina para su purificacion en la
fraccion soluble. Las etiquetas de afinidad son una herramienta muy importante
para facilitar la purificacion de proteinas recombinantes, las mas comiUnmente
utilizadas son las de poli-histidinas (His-tag) y las de glutation S - transferasa
(GST). La inclusion de etiquetas de histidinas dentro de la proteina permite su
purificacion utilizando el sistema IMAC (Inmobilized Metal-ion affinity
chromatography), el cual se basa en la quelacion de iones metélicos; el ion
metalico es acomplejado e inmovilizado en una matriz, en este caso se produce la
unién del grupo imidazol de la histidina con el ion metalico (Niquel). Sin embargo,
este sistema no es recomendado para proteinas que contengan iones metélicos o
ricas en cisteinas e histidinas, debido a que se produce una union inespecifica e
indeseable durante el proceso de purificacion (ARNAu y col., 2006). En este caso
durante el primer lavado con 200 mM de NaCl se eliminaron las interacciones
electroestaticas no especificas y aunque en el lavado con 10 mM de Imidazol se

pierde una cantidad considerable de proteina que presenta uniones inespecificas,
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la cantidad de proteina que permanecié al final con 500 mM de Imidazol fue
considerable.

Consideramos que las caracteristicas del vector pCold | tuvieron un fuerte soporte
para la exitosa expresion y para la purificacion de yfmL. Sin embargo, el método de
disrupcion celular utilizado (prensa francesa) afecto de manera positiva la cantidad
de proteina obtenida. La purificacion por histidinas permitié la recuperacion de una
cantidad considerable de proteina, pero ademas trajo consigo la copurificacién de
otras proteinas indeseables. En estos casos es recomendable volver a pasar la
proteina por la columna de histidinas o llevar a cabo una dialisis que también

elimina los iones presentes en la proteina (Amersham Pharmacia Biotech, 2000).

La cromatografia de intercambio i6nico es una de las técnicas de purificacion de
alta resolucién mas utilizadas en la separacion de proteinas, péptidos, &cidos
nucleicos y otras biomoléculas con base a la diferencia en sus cargas electronicas.
El principio de separacién se basa en las interacciones reversibles que existen
entre una proteina y una matriz idnica, las cuales pueden ser controladas para
permitir la union o elucién de la proteina (Amersham Biosciences, 2004). Una
proteina se puede unir a una matriz iénica siempre y cuando su pH esté por arriba
o debajo de su punto isoeléctrico (pl), ya que cuando la proteina se encuentre a un
pH igual a su pl su carga neta sera igual a 0, por lo que no podra interaccionar con
ningun tipo de matriz. La eleccién de una matriz depende del pl de la proteina y de
su estructura, cuando la proteina tenga un pH por arriba de su pl se unira a una
matriz cationica y cuando la proteina tenga un pH por debajo de su pl se unird a

una matriz aniénica (Bonner, 2007).

En este caso debido a que la proteina se encontraba en un pH de 7.5, debajo de su

pl tedérico de 9.6 y debido a que se encontr6 estable en estas condiciones, se
decidié utilizar una matriz de tipo S, la cual contiene el grupo SO*, el cual es un

fuerte intercambiador cationico y la cual es ideal para purificar proteinas neutras y
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bésicas, la eleccion de un amplio gradiente de elucion con NaCl desde 50 mM a 2
M permiti6 obtener la proteina con una mayor pureza que la obtenida durante la
cromatografia de afinidad. Asi entonces, al aumentar la fuerza ionica las
interacciones débiles de las especies proteicas fueron eliminadas al inicio y como
era de esperarse la proteina eluy6é en una de las concentraciones mas altas de
sales (1M). Aunque en dicho proceso se elimina una cantidad muy significativa de
proteina, nosotros decidimos utilizarla debido a que nos asegura la obtencion de
una proteina pura, conteniendo un solo tipo de especie proteica, lo cual ayudara a
reducir el error de valores de actividad enzimatica que podria existir al realizar los

ensayos enzimaticos utilizando diferentes tipos de especies proteicas.

Existe frecuentemente la necesidad para guardar las proteinas purificadas por
largos periodos de tiempo, por lo que es de vital importancia que la proteina
permanezca estable y activa biolégicamente. El método de conservacion
seleccionado y la naturaleza de la proteina determinaran el tiempo por el cual esta
se mantendra estable (Cutler, 2004). EI método que se utilizo fue la didlisis en
glicerol al 50% el cual permite la conservacion de la proteina en estado liquido a -
20°C hasta por 1 afio. Por otro lado sera necesario considerar el efecto que puede
tener el glicerol sobre la actividad enzimatica. También serd necesario cuantificar la
proteina obtenida para poder calcular los rendimientos obtenidos y para poder
saber las cantidades necesarias a utilizar en los ensayos bioquimicos, los cuales
nos daran una mayor visién acerca de las funciones en las que puede participar
YfmL y nos permitirdn obtener datos que puedan ser comparables a los obtenidos
para otros organismos similares. Sin embargo, podria esperarse a obtener
constantes pequefas en las actividades ensayadas como ya se ha reportado para
otras proteinas DEAD, debido a que las proteinas DEAD se encuentran
interactuando con otras proteinas in vivo, hecho que afecta la actividad enzimatica

in vitro.
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VIIl. CONCLUSIONES

Se clond el gen yfmL de B. subtilis en el vector de expresion pCold I.

Se expresoO satisfactoriamente la proteina DEAD YfmL en células de E. coli

BL21 Star utilizando la induccién con IPTG 0.5 mM a 16°C

Se purifico la proteina mediante una columna de afinidad a histidinas, seguido
de una cromatografia de intercambio idnico (matriz tipo S) con un gradiente de
50 mM a 2M de NacCl.
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X. ANEXOS

Informacion relevante de la proteina YfmL

Secuencia de Aminoacidos:
MTQTWPFLHNAQSFIQENWNASGFQKPTPVQEQAAQLIMDGKDVIAESPTGTGKT
LAYALPVLERIKPEQKHPQAVILAPSRELVMQIFQVIQDWKAGSELRAASLIGGANV
KKQVEKLKKHPHIIVGTPGRVFELIKAKKLKMHEVKTIVLDETDQLVLPEHRETMKQI
IKTTLRDRQLLCFSATLKKETEDVLRELAQEPEVLKVQRSKAEAGKVKHQYLICDQ
RDKVKLLQKLSRLEGMQALVFVRDIGNLSVYAEKLAYHHVELGVLHSEAKKMERA
KIIATFEDGEFPLLLATDIAARGLDIENLPYVIHADIPDEDGYVHRSGRTGRAGKEGV
LSLVTKLEESKLKKMAKKLGVELSEAVYAGGKLKTK

Numero de aminoéacidos: 376

Peso molecular: 42189.1 Da

Punto isoeléctrico tedrico: 9.21

Composicion de aminoacidos
Ala(A) 32 85%
Arg (R)17  4.5%
Asn(N) 7 1.9%
Asp (D) 16 4.3%
Cys(C) 2 0.5%
GIn(Q) 22 5.9%
Glu (E) 33 8.8%
Gly (G) 23 6.1%
His (H) 12 3.2%
lle() 22 5.9%
Leu (L) 44 11.7%
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Lys (K) 41 10.9%
Met (M) 8 2.1%
Phe (F) 9 2.4%
Pro(P) 15 4.0%
Ser(S) 15 4.0%
Thr(T) 19 5.1%
Trp(W) 3 0.8%
Tyr(Y) 7  1.9%
val (V) 29  7.7%

Numero total de residuos cargados negativamente (Asp + Glu): 49

Numero total de residuos cargados positivamente (Arg + Lys): 58

Composicion atémica: Estructura secundaria:
Carbdn C 1889 Alfa hélice: 60.64%
Hidrogeno H 3096 Cadena extendida: 9.84%
Nitrégeno N 524 Rollo aleatorio: 29.52%

Oxigeno O 545
Sulfuro S 10

Formula: CigggH3096N5240545S10
NUmero total de atomos: 6064
indice de inestabilidad:

El indice de estabilidad es de 33.92

Esto clasifica a la proteina como estable

Localizacién celular: Citoplasma
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