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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo estudiaefecto de la adicibn de un extremo
polipeptidico hidrofébico a una enzima, en pardcuuna cutinasa, en la produccion,

recuperacion y purificacion por Cromatografia denaccion Hidrofébica (HIC).

Para realizar este estudio, se escogieron 3 conibives de los aminoacidos tirosina (Y),
triptofano (W) vy prolina (P), y se realizaron nuitaes en la enzima, mediante la técnica de
“Polymerase Chain Reaction” (PCR). Se obtuvieron satisfactoriamente las migt Cutinasa-
WPWP y Cutinasa-YYY, y en el caso de la combinadi®YPYP se obtuvo una secuencia mas

larga en 32 aminoacidos que la disefiada, denomiasa

Como resultado se obtuvo que dichos extremos aamoenta hidrofobicidad superficial
global tedrica de la proteina en un 12,4% en & dada Cutinasa-YYY, en un 16,6% en el caso
de la Cutinasa-WPWP y en el caso de una correctstroecion de la Cutinasa-YPYPYP, se
hubiera incrementado en un 14,1%. En el caso d€uanasa-YPY* se estima que la
hidrofobicidad superficial tedrica es mayor a adtano valor, aunque no pudo ser calculado,

debido a que no fue posible aplicar los supuestiespgrmitian determinarla.

Las cepas recombinantes Becoli que expresan estas proteinas se crecieron e lioduje
bajo condiciones definidas, y se les extrajo delsdeegion periplasmatica de la célula,
obteniéndose una gran variabilidad (> 50 % en agwasos) en los resultados en cuanto a

actividad y proteina total presentes en las muestra

En el caso de la cutinasa mutada con la secuen¢M & observé una disminucion
drastica de la concentracion de proteina, en caunjger con la cepa nativa, al igual que escasa
actividad cutinasa. Esto tendria relacion con keaadia de prolina en el extremo adicionado, ya
gue este aminoacido, mas que otorgar hidrofobicalda secuencia, le otorgaria estabilidad,
debido a que permite la total exposicion del extresthmedio y evita que interactie con otras
regiones de la proteina. Se descarto esta mutardatd el proceso de purificacion, debido a la

casi nula recuperacion de proteina.



Las muestras periplasméticas de la cepa nativa 8 faodificadas fueron purificadas por
HIC utilizando como matriz Butil Sefarosa. Se aécon los tiempos de retencion adimensional

(DRT) y se estimo la pureza de las fracciones dehdg la proteina, en cada caso.

Mientras que la pureza de las fracciones colectadasario significativamente de una
cepa recombinante a otra, los DRT presentaron oremid porcentual promedio, respecto a la

cutinasa nativa, de un 1,25% para la Cutinasa-WR\Wéun 4,18% para la Cutinasa-YPY*.

Finalmente, es posible concluir que el aumento addidirofobicidad superficial de la
proteina, debida a la adicion de la secuencia fdibica WPWP, permite elevar levemente el
DRT de la enzima mutada, y al parecer, la combimadie aminoacidos hidrofébicos
aromaéticos, sin la presencia de prolina en ellau@ecia YYY), produciria una disminucion

drastica en la expresion de la proteina.
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1 INTRODUCCION

Los procesos de produccion de proteinas involuetamas de fermentacion, recuperacion y
purificacion. El proceso de recuperacion de prateivaria dependiendo de la localizacion del

producto, ya sea intracelular o extracelular (Bedtal, 1988).

Una opcion para lograr los niveles de proteinasugedos en dichos procesos, es
producirlas artificialmente utilizando procesostbamoldgicos, que permiten que sus genes sean
insertados en bacterias y/o levaduras para seugidas. Los niveles de pureza logrados de cada
proteina son muy variables, llegando a ser bastaltds, en el caso de su utilizacion en la
fabricacion de productos con fines terapéuticos9®9 como también pueden ser de un nivel

inferior de pureza, como ocurre en el caso de insundustriales (> 40%)

Para lograr altos niveles de pureza, es necesealizar varias etapas de purificacion.
Dentro de las mas utilizadas se encuentran logdisttipos de cromatografias, debido a que

poseen una alta eficiencia y alta resolucion.

El presente tema de memoria se orienta a estudefeeo de la adicion de un extremo
polipeptidico hidrofébico a una proteina en el psa de purificacion por Cromatografia de

Interaccion Hidrofébica.

1.1 Descripcion del proyecto y justificacion

El presente trabajo de titulo se enmarca dentrgpamsfecto investigacion Fondecyt N°
1080143 denominadoEffects of hydrophobic polypeptide tag fusion on protein purification by
Hydrophobic Interaction Chromatography”, cuyo objetivo es estudiar el efecto de la adici@

un extremo polipeptidico (tag) en el proceso delpcoidn de una proteina recombinante.

En la purificacion de proteinas a nivel industesl ampliamente utilizada la técnica de
Cromatografia de Interaccion Hidrofobica (HIC).&#icnica se basa en la fuerza de interaccion

hidrofobica de cada proteina con el ligando de &rim la que depende principalmente de la



hidrofobicidad superficial de la proteina. El tiemnge retencion de las proteinas en la matriz de

la columna aumenta proporcionalmente con la hithiofdad superficial de la proteina.

Se tiene como hipotesis que es posible mejorgorimsesos de purificacién de proteinas en
HIC mediante la adicion de extremos polipeptidibairofébicos a la proteina de interés. La
presencia de estos extremos aumentaria su hidecafatisuperficial global, permitiendo con ello
aumentar el tiempo de retencion hasta generar lunge diferenciada de la proteina de interés

respecto a las proteinas contaminantes.

Existe una amplia aplicacion de proteinas modifisacpor adicibn de extremos
polipeptidicos que se han realizado hasta el mamet@niendo por objetivo mejorar la
purificacion, aumentar la expresion, mejorar laedeibn, aumentar la secrecion y aumentar la
solubilidad de proteinas (Stevens, 2000). Por egtdn se busca aplicar esta tecnologia al area

industrial y con ello aumentar la produccion y pyitiar procesos actualmente aplicados.

Se proponen distintas combinaciones de aminoatidisfobicos para la construccion de
los extremos polipeptidicos a adicionar a la enzoutnasa, y en base a eso, esta memoria se
orienta a evaluar que combinacion proporcionarirag en la purificacion por HIC, estudiando
también los posibles efectos sobre la expresiécyperacion y actividad de dicha enzima

modificada.

1.2 Enzimas hidroliticas: cutinasas

Las cutinasas son las enzimas hidroliticas queadegrla cutina, polimero cuticular de
plantas mas altas, el cual es un poliéster compulssthidroxi y epoxi acidos grasos (Purdy y
Kolattukudy, 1975). Los &cidos grasos de la cutio)a generalmente cadenas de 16 o 18 atomos
de carbono y contienen de uno a tres grupos hidroXios enlaces éster predominan en las

cutinas, aunque también presentan puentes de gergxiniones éter.

La produccion de la cutinasa parece ser regulatamahte por las condiciones de
crecimiento. Es reprimida por la glucosa e indugda la cutina hidrolizada o sus principales

constituyentes tales como el &cido 16-hidroxihegadeico, el acido 10,16-



dihidroxihexadecanoico y el acido 9,10,18-trihidpatmitico (Dantziget al., 1986; Murphyet
al., 1996).

La cutina desempefia un papel clave en la protectdtra la entrada de patégenos en las
plantas, y su degradacion enzimatica ha demoss@daino de los primeros pasos en el proceso

de infeccion.

1.2.1 Estructura de la cutinasa

La estructura tridimensional de la cutinasaFdearium solani f. pisi clonada y expresada
enE. coli fue resuelta a una resolucion de &QMartl'nezet al., 1992) y posteriormente fue
extendida a 1,6 (Longhiet al., 1997b, Jelschkt al., 1998). Se encuentra registrada en las bases
de datos del Protein Data Bank (pdb) bajo el codi@&X. La Figura 1 muestra dicha estructura

tridimensional que puede ser visualizada con anaraa Swiss PDB View.

Figura 1: “Estructura Tridimensional de la cutinasa de Fusarium solani pisi”.

La cutinasa dd-usarium solani f. pisi es una proteina de 235 residuos en una molécula
compacta de un dominio y de 45x30x80de tamafio. Tiene un peso molecular de alrededor de
24 kDa, con tramos altamente conservados, queyertlauatro cisteinas invariables, formando
dos puentes disulfuro. Ademas tiene un puntoésteéto de 7.6 (Egmonet al., 1996; Petersen
etal., 1997).



1.2.2 Funcion de la cutinasa

La definicion de la estructura de la cutinasa Fisarium solani f. pis por métodos
cristalogréaficos e ingenieria de proteinas, ha dadiportunidad de clarificar su mecanismo de
accion, y de mejorar la comprension de las relasa@structura-funcion de la cutinasa (Martinez
et al., Longhi 1993et al., 1996; Jelsclet al., 1998), y ampliar la gama de los usos potenciales
(Unilever, 1994a, b; Genencor, 1989; Okkels, 19@ikels, 1997b).

Algunos estudios apuntaron hacia aclarar si lanasé se puede considerar como miembro
de la familia de lipasas o de las esterasas (Bdngovan Bemmel, 1997). Se utiliz6 “Time-
resolved fluorescence” para observar directamenfermacion de los agregados enzima-lipido,
conduciendo a la conclusion que la cutinasa se cammas bien como una lipasa que como una
esterasa. (Rogalslehal., 1997).

1.2.3 Aplicaciones biocataliticas de la cutinasa

Como enzima lipolitica, la cutinasa éisarium solani f. pisi se ha presentado como
enzima versatil que demuestra varias caractessiit@resantes para los usos en productos
industriales y procesos. Las reacciones hidrotiticaintéticas catalizadas por la cutinasa tienen
uso potencial en el sector lechero para la hidsolie la grasa de leche, en detergentes para
lavado en casa, en la industria de productos olevgos, en la sintesis de triglicéridos,
polimeros y surfactantes estructurados, en lasséntke los ingredientes para los productos de
cuidado personal, y la sintesis de los productosdecuticos y agroquimicos que contienen unos
0 mas centros quirales. Algunos de estos proces@plican ya en la industria, mientras que
otros todavia estan bajo evaluacion a nivel destigacion(Unilever, 1994a, b; Genencor, 1989;
Okkels, 1997h).

1.3 Caracteristicas de los aminoacidos

Los aminoacidos son las unidades fundamentaleasdgrbteinas. Estan formados por uno
0 mas grupos aminos (NHy uno o mas grupos carboxilos (COOH). Todos lusnaacidos
naturales son alfa aminoacidos (el grupo aminoaepokicion alfa) y se pueden clasificar de
diversas formas, debido a las diferencias en sanzathteral (R), , lo que genera diferencia de

tamafio, estructura, carga eléctrica o hidrofobgtida



La principal propiedad que se considera para @tasifos aminoacidos corresponde a la
polaridad del grupo R, ya que éste tiene direct&d@émcia en la interaccion con agua al pH
biolégico. Se clasifican en 5 grupos: apolaresatiibs, apolares aromaticos, polares sin carga,

cargados positivamente y cargados negativamente.

El trabajo desarrollado se centrd en los amino&cpmkrytenecientes a los grupos apolares

alifaticos y aromaticos. Para encontrar detallésefto de los aminoacidos ver Anexo A.

Grupo R apolares alifaticos: corresponden a grupos con cadena lateral apolar o
hidrofobica. Dentro de este grupo se encuentrardéofadenas laterales voluminosas, como
ocurre con la alanina, valina, leucina e isoleuc@licina, debido a su pequefio tamafio, genera
un minimo impedimento estérico permitiendo con aha alta flexibilidad estructuraProlina,
por el contrario, al poseer un segundo grupo anmmmantiene una conformacion rigida,

reduciendo la flexibilidad de la cadena polipegdiFigura 2).

CH; — CH;

CH; CH—COOH

N\ /
NH

Figura 2: “Estructura Quimica del Aminoacido Prolina (P)”

Grupo R aromaticos conforman la cadena lateral de fenilalanina (beoy, tirosina
(fenol) (Figura 3)y triptéfano (indol) (Figura 4) son relativamente apolares. Pueden participar

en interacciones hidrofébicas, especialmente fa@tando los grupos aromaticos se concentran.

NH;
HO CH; =— CH — COOH

Figura 3: "Estructura Quimica del Aminoacido Tirosina (Y)"



NH;

CHy—CH — COOH

NH

Figura 4: "Estructura Quimica del Aminoé&cido Tript ofano (W)”

1.4 Interacciones hidrofébicas

Se entiende por hidrofobicidad la repulsion entnecampuesto no polar y un ambiente
polar tal como el agua. Este término ha sido erdplepara referirse a ciertos modelos
moleculares, que generalmente involucran el ordaramde moléculas de agua alrededor de

solutos no polares (Dill, 1990).

Las interacciones hidrofébicas que se produceneelas aminoacidos son de gran
importancia en los sistemas biolégicos. Son lascjpales fuerzas que producen el plegamiento
de las proteinas globulares, son causantes destm$aeiones entre subunidades, permiten la
unién de pequefias moléculas a las proteinas (corus €asos de enzimas cataliticas) y también
son las responsables de la asociacion de las mastedn fosfolipidos y otros lipidos para formar

membranas bioldgicas (Eriksson, 1998).

1.5 Técnicas de purificacion de proteinas

Las separaciones cromatogréficas se basan enfésendias de carga (Cromatografia de
Intercambio I6nico), tamafo (Cromatografia de Esidim Molecular o Filtracion en Gel),
afinidad (Cromatografia de Afinidad) o hidrofobiadl (Cromatografia de Interaccion
Hidrofébica) de las diferentes proteinas. Uno denh@todos mas habitualmente utilizados para la

separacion de proteinas a escala industrial eshaatografia en lecho fijo.

La columna esté rellena con un material sélido lesncaracteristicas quimicas adecuadas
(fase estacionaria), y una solucién tamponada ce pasar a través de la columna (fase movil).
El extracto crudo se aplica en la parte superioladsolumna y va poco a poco entrando en la
columna con la fase mévil. Cada proteina migratétinta velocidad segun su grado de afinidad

por la fase estacionaria.



1.5.1 Cromatografia de interaccién hidrofébica

La Cromatografia de Interaccion Hidrofébica (Hydrobic Interaction Chromatography,
HIC) es una cromatografia de adsorcion, lo cuallicapuna interaccion entre los grupos
hidrofobicos superficiales o expuestos de las pratey los sitios hidrofébicos de la matriz
cromatogréfica. En solucién acuosa, las proteioealizan la mayoria de sus sitios hidrofébicos
en su interior, pero algunos grupos hidrofébicosdgun expuestos. Son estos Ultimos grupos los

que por razones termodinamicas interactuan comataz hidrofébica (Eriksson, 1998).

En el proceso de HIC, la muestra es aplicada mjdiciones de alta concentracion de sal,
lo que favorece la interaccion entre las zonasofathicas de proteinas y matriz, y es eluida por
diferentes estrategias, tales como la disminucemaduerza idnica, disminucién de la tension

superficial, adicion de detergente o cambios deé&satura (Roe, 1989).
El proceso cromatografico HIC consta de las sigegestapas (Lienqueb al, 1999):

1. Ambientacion de la columna con un buffer de elevAgaza idnica, utilizando
usualmente Sulfato de Amonio 1.5 - 2.0 M o ClordedSodio 2.0 - 4.0 M.

Absorcion Conductividad
A ) A
L.
Matriz —
"
: Ligandos ;
Hidrofobicos ?JI
Buffer con Alta E .
Concentracion &
de Sal F. Tiempo/Volumen

Figura 5: “Primera etapa en HIC: Ambientacién de k Columna”.

2. Inyeccion de la muestra, la que contiene igual entracion de sal que el buffer de
equilibrio. Las proteinas son absorbidas segumgrado de interaccion con la

matriz.



Absorcion Conductividad

'y '

Proteinas
Hidrofobicas

Proteinas
menos
Hidrofobicas

Tiempo/Volumen

Figura 6:"Segunda etapa en HIC: Inyeccién de la mestra".

3. Formacion de un gradiente decreciente de sal. tareéspa se produce la elucion o
desorcion de las proteinas. Las proteinas masfiticls eluyen en primer lugar, y
las méas hidrofobicas lo hacen al final, ya que denidas con mas fuerza por la
matriz hidrofébica. En la Figura 7 se muestra uamglo de una mezcla de

proteinas con distintos niveles de hidrofobicidades

Absorcion Conductividad
y i
Primera "
Elucién \
Tiempo/Volumen
I, s Absorcion Conductividad
Segunda - \
Elucié
ucién = v
-
.
i
bj Tiempo/Volumen
| Absorcién Conductividad
Tercera ¥ i
Elucion

| o \
™ .
8
’ &
‘J Tiempo/Volumen
Figura 7: "Tercera etapa en HIC: Elucion de las prdeinas".
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4. Regeneracion de la matriz. Se equilibra la columora el buffer inicial (elevada

concentracion de sal).

HIC es aplicable a la mayoria de las proteinassarpge que el grado de resolucion es a
menudo mas bajo que los obtenidos por CromatogdafiAfinidad o Intercambio I6nico. Esta
situacion se produce debido a que se estableamadetones especialmente del tipo hidrofdbico,
entre las proteinas adsorbidas en la matriz cragréioa, lo cual provoca una retencion
adicional en las proteinas de menor hidrofobicidiad,que conlleva a disminucion en la

resolucion de la cromatografia.

A continuacidén se muestra una representacion gréaecun equipo cromatografico con una

columna de HIC y sus componentes basicos.

A B
|

B d :
=]

Descripcion:

. Bombas tipo diafragma
Mezclador
Columna cromatografica
Conductimetro y detector U
Colector de fracciones
Computador
Buffer sin sal

Buffer con sal

=

[ |
[ e |
—
[ —]
—
e |

Figura 8: "Representacion gréafica de un Cromatograb general con una columna de HIC".
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1.6 Prediccion de los tiempos de retencion en HIC

En procesos cromatograficos, el Tiempo de Retenadimensional (DRT) se calcula a
partir de los tiempos o volumenes a los cualesis@i(b,Vo) y finaliza (t,Vs) el gradiente de
elucion y el tiempo o volumen al cual eluye la pfo& de interés,(V,), como se muestra en la
Ecuacion 1. Los parametros utilizados para caldDRI se muestran esquematicamente en la

Figura 9.
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Ecuacion 1: "Célculo del DRT".
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Figura 9: "Esquema de un Cromatograma y parametros considerar".

El maximo valor de DRT corresponde a 1, el queedimel para la proteina mas hidrofébica

y soluble, que generalmente corresponde a protieimaembrana.

1.7 Adicion de extremos polipeptidicos hidrofobicos

Es posible modificar proteinas mediante el reengptiez aminoécidos especificos, técnica
denominada mutacion sitio-dirigida, o bien agregaquefios fragmentos de aminoéacidos a la
secuencia que conforma la proteina nativa Estatadpriede realizarse al interior de la proteina

0 en los extremos de ésta.

Dada las propiedades de los distintos aminoacictos,esta adicion es posible modificar
propiedades especificas de la proteina, alteram@dateristicas fisicas o bioldgicas de éstas, tales
como aumentar su tamafio, aumentar su hidrofobicishadiificar su estructura tridimensional

generando una modificacion de su sitio activo ¢e@wersa) y con ello afectar su funcion, etc.

Una de las mas recientes técnicas utilizadas padificar proteinas, consiste en la
insercion de colas de polipéptidos que potenciafamen alguna propiedad a la proteina con el
fin de reducir el nUmero de etapas para su pucificey minimizar pérdidas durante el proceso

(Simeonidiset al., 2004). Estas colas o “tags” pueden ser biomadécgtandes que presenten
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una afinidad especifica hacia otra molécula, o piggden ser pequefias y modificar propiedades
fisicas de una proteina (Steffestsl., 1998).

Para disefar colas mas apropiadas se han postliktoiios modelos, que se basan en las
propiedades de la mezcla de proteinas a purifedatas propiedades de los aminoacidos de la

cola y en la proteina objetivo (Simeonidis, 2004).

Dada la fuerza de las interacciones hidrofébicaspastula que colas compuestas por
aminoacidos altamente hidrofébicos pueden ser weraamienta Util en los procesos de
purificacién de proteinas. Por esta razén se haargdo proteinas con cola (“tagged proteins”),
cuyas colas se componen de residuos hidrofébic¥y due generan un alto efecto sobre la

hidrofobicidad superficial relativa de la proteina.

En el caso de desear aumentar la hidrofobicidablagide la proteina, se consideran a los
aminoacidos hidrofébicos aromaticos como candidptwa conformar el péptido a unirse, dado
su mayor tamafio. Por lo tanto, las colas mas atiéig corresponden en primer lugar a cadenas
de politriptéfanos, seguido de polifenilalaninasplifrosinas y también se utilizan

frecuentemente colas de polisoleucinas (Feslay, 2004).

Los aminoacidos mas utilizados en colas de alt@rvaidrofébico corresponden a
repeticiones de prolina, tirosina y triptéfano. Laossiduos de prolina se introducen
frecuentemente debido a que la estructura rigidaudmillo previene que se forme una estructura
secundaria al ser intercalados entre aminoacidir®fbbicos y de esta forma se espera que la

superficie de las colas se encuentre mayormentgesigal medio.

1.8 Limitaciones del uso de las colas hidrofébicas

Si bien las ventajas mencionadas son evidentesoatemto de la bioseparacion, este
sistema presenta las desventajas de potencialgesfeegativos sobre la expresion y estabilidad
de la proteina con cola. Se ha encontrado que estas hidrofobicas generan cambios de
expresion, por ejemplo, favorecen que la protetrealg asociada a proteinas de membrana o que

se produzca una protedlisis de ella, reduciendubgencion, o bien que se produzcan cambios en

11



la estabilidad de los mRNA. El incremento en lart¢fiobicidad puede generar la asociacion de

multimeros, grandes agregados o la disociacioregugios fragmentos (Fexéyal., 2004).

Por otro lado, se encontré que cutinasas que camtipéptidos hidrofébicos resultaron con
cambios en las propiedades fisicas, ademas de ageagiomerados debido a la interaccion
hidrofobica entre proteinas, disminuyendo el creamo de la célula utilizada para su
produccién, afectando la secrecion de proteina®gugiendo una disminucion de la estabilidad
del plasmidio (Caladet al., 2002).

Considerando estos antecedentes, en el presamgptse estudiara el efecto de la adicion
de secuencias cortas de aminoacidos hidrofobicodi{® Triptofano, Tirosina) al extremo
carboxilo terminal de la enzima cutinasa y su comsete efecto sobre la expresion (en sistema
procarionte), recuperacion y purificacibn mediatdetécnica cromatogréfica de interaccion

hidrofébica.
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1.9 Objetivos

191

Obijetivo general

Estudiar el efecto que tiene la adicién de extrepapeptidicos hidrofébicos a cutinasas

en su expresién, recuperacion y purificacién pdt,Hle tal manera de poder definir criterios que

permitirian seleccionar el extremo que reporte meg/aiveles de purificacion.

1.9.2

Objetivos especificos

. Cultivar una cepa dE.coli modificada con la cutinasa nativaBeasarium solani f. pis a

distintas temperaturas.

. Inducir la cepa d&. coli modificada con la cutinasa nativa Besarium solani f. pis a

distintas temperaturas.

. Incorporar las colas hidrofobicas a la cutinas@vaate Fusarium solani f. pisi mediante

diversas técnicas moleculares.

. Estudiar el efecto de la adicion de colas hidriofdb en la expresién de cutinasaken

coli.

. Estudiar el efecto de la adicion de colas hidriféé$ en la recuperacion de cutinasa.

. Estudiar el efecto de la adicion de colas hidrafiéd en la purificacion de cutinasa por

HIC.

. Evaluar que combinacién de aminoacidos es la mdgmtro de las alternativas

propuestas.

. Establecer reglas cualitativas para predecir pesipérdidas de recuperacion de proteinas

a causa del extremo adicionado.
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2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Materiales

2.1.1 Cepas bacterianas electrocompetentes
* E.coli DH5o.
« E.coli BL21 (DE3).

2.1.2 Reactivos

Los reactivos utilizados y laboratorio proveedernaiestran en la siguiente tabla:

Tabla 1:"Reactivos utilizados durante el trabajode titulo".

Proveedor Reactivos
Promega(WI-USA) Enzimas de restriccion BamHlI, Taq polimss, pPGEM-T-easy
T4 DNA ligasa, estandar de peso molecular 1Kb, d\N€Bpa E. co

Invitrogen (CA-USA)

DH5a.
Sigma (MO-USA) X-Gal, IPTG.

Estandar de tamafio molecular pretefiido de protegnasna de restriccion
Fermentas Ndel
Difco (DT-USA) Peptona, extracto de levadura, medio ad@r.

Novagen(WI-USA) pET1laE.coli BL21(DE3)

Los sistemas de purificacion de DNA plasmidial yed&raccion de DNA

Qiagen desde geles de agarosa
Winkler Tris, glicina, SDS, glicerol.
J.T. Baker Cloruro de Sodio

Fermelo Agarosa

El resto de las sales, acidos, bases, bromuradie gsolventes de grado

Merk iy . ;
analitico o de biologia molecular.

2.1.3 Vectores de clonamiento y expresion

Para las distintas transformaciones de las cepasrlzmas se utilizaron dos vectores, el
plasmidio de clonamiento pGEM-T-easy y el plasmid® expresion pET1lla. El vector de

expresion fue donado por la Dra. Evamaria Pertdidaiversity of Aalborg, Dept. of Physics

14



and Nanotechnology, Dinamarca) el cual posee laldeifiocA que dirige la proteina al espacio

periplasmético de la célula.

2.1.4 Medios de cultivos liquidos y solidos

Los medios de cultivos tanto liquidos como solisesletallan en el Anexo B.

2.1.5 Soluciones stock
e IPTGO5M
Se prepararon 5 mL de una solucién de ITPG a uneettracion de 0,5 M en agua Milli-

Q estéril. Se esterilizo por filtracion con un tdimade poro de 0,Am (Sartorius, Hannover-

Alemania), se alicuoto en volumenes de 1 mL y smeéno a 4°C.

* Ampicilina 100 mg/ml

Se prepard una solucion stock de ampicilina en agillaQ estéril. Se esterilizd por
filtracion mediante un filtro con un tamafio de pa® 0,2 um y se almacend a -20°C en

volumenes pequefos.

» X-Gal 50 mg/ml

Se preparo6 una solucion stock de 5-bromo-4-clond8til-D-galactosido (X-Gal) a una

concentracion de 50 mg/ml en N,N -dimetil-formamydse almacen6 a -20°C.

2.1.6 Sintesis de oligonucledtidos

Los partidores disefiados para la modificacion dén@sa se mandaron a sintetizar a

Macrogen.

2.1.7 Software
GRASP (Graphical Representation and Analysis of Surface f@perties, Nicholls A., 1991,

http://trantor.bioc.columbia.edu/grasp): programa de visualizacion molecular y analisis. S

utilizé para calcular las areas superficiales dedminoacidos que componen las proteinas y el
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area superficial total de la proteina. Estos datwsesenciales en el calculo de la hidrofobicidad
de las proteinas.

Swiss PDB View(SpdbV, Guex N., 1997, http://www.expasy.ch/spdbvEste programa se
utilizé para visualizar la estructura 3D de lastgimmas y presenta herramientas de visualizacion
molecular que se utilizan para colorear las zom®idbicas de las proteinas y observar de esta

manera su distribucion en la superficie de la pnate

Sigma Scan Pro 5.0 (Systat Software Inc. (SS), 2002,
http://www.systat.com/downloads/?sec=d0010Programa capaz de transformar intensidad de
bandas en distintos geles y generar con ellos lor wamérico proporcional permitiendo asi

medir cantidad de proteinas en geles de poliaddam
2.2 Métodos

2.2.1 Disefio de oligonucleétidos

Se disefiaron tres partidores antisense para quemmeda técnica de PCR se adicionara
una cola polipeptidica hidrofébica en el extremdoailo terminal de la cutinasa y ademas un

partidor sense igual para los tres casos.

Para este disefio de partidores se tomé en cuesézu@ncia de nucledtidos del gen de la
cutinasa, para que los partidores tengan una sseu@omplementaria de 9 nucledtidos
aproximadamente. Se agreg0 un sitio de corte paemzima de restricciONdel en el partidor
sense (regién 5de la secuencia codificante) yitim de corte para la enzima de restriccion
BamHI en el partidor antisense (secuencia 3" de laesexa codificante). El partidor antisense
ademas contiene una secuencia codificante parealam&idrofobica, de entre 3 a 6 aminoéacidos,
al final de la proteina, y un codon de términoa&&duccion. Ademas se agregan 3 nucleotidos
en el extremo 3’ de cada partidor que termine em G, para fortalecer el alineamiento en la

region que la DNA polimerasa usa para extendeNA.D
Luego, el orden de las secuencias en el partidmease es:

3’-sec cutinasa (9 nuc)-cola hidrofébica (9 — 18)nd codén de término (3 nuc) —sitio para

BamHI (6 nuc)- 3 nuc adicionales.
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En el disefio de los partidores, también se tom@usmta que la Tm (temperatura de
alineamiento) de ambos partidores deben ser sesjlaque deben evitarse en lo posible
alineamientos entre ambos partidores, entre masécdistintas de un mismo partidor y la

formacion de hairpin internos en un partidor pdpalineamiento.

Se disefiaron tres colas hidrofébicas: WPWP, YPYEWH'Y, donde W es el aminoacido
triptofano, Y es tirosina y P es prolina. Las sewigs de los partidores se detallan a continuacion
y se denomina Cut-F al partidor sense y Cut-WP;Y®uy Cut-YY a los partidores antisense (y
se mantiene esta nomenclatura a lo largo de edtajd).

+ Partidor sense

Denominacién CutF
Tamanio : 36 pb; 11,02 kDa.
Tm : 61 °C

Secuencia en la direccion®'3";
ATA CAT ATG AAA CAA AGT ACT ATT GCA CTG GCA CTC

» Partidor antisense para WPWP

Denominacién CutwpP
Tamafo X 33 pb; 10,07 kDa
Tm : 69 °C

Secuencia en la direcciéon®’3":
TAT GGA TCC TCA CGG CCA CGG CCA AGC AGA ACC

» Partidor antisense para YPYPYP

Denominacion: CutYP

Tamano: 37 pb; 11,4 kDa

Tm: 68 °C

Secuencia en la direccion®'3":

TGG ATC CTC ACG GAT ACG GAT ACG GAT AAG CAG AAC C

» Partidor antisense para YYY

Denominacion: CutYY

Tamano: 33 pb; 10,15 kDa

Tm: 62 °C

Secuencia en la direccion®'3":

TAT GGA TCC TCA ATA GTA ATA AGC AGA ACC GCG
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2.2.2 Purificacion de DNA plasmidial

El DNA plasmidial se extrajo a partir de un cultide 4 mL de medio LB-ampicilina
incubado toda la noche a 37 °C y 200 rpm. El colge centrifugd a 13.000 rpm (centrifuga
Eppendorf 5403 de Eppendorf AG, Hamburgo, Alemap@)1 min en un tubo Eppendorf de 1,5
mL previamente esterilizado por autoclave. Se Bizeesivas centrifugaciones hasta completar
los 4 mL para obtener un pellet de bacterias. Beduel sistema QlAprep Spin Miniprep Kit de

QIAGEN. La extraccion se realizé segun las indicaes del fabricante.

2.2.3 Sintesis del gen de cutinasa modificado

Una vez obtenido el DNA plasmidial se realiz6 PGRolymerase Chain Reaction) para
cada uno de los partidores antisense disefiadopartedor sense comun, obteniendo asi el gen

amplificado de la cutinasa con la respectiva caleofdbica.

Se prepararon 100 pl de mezcla PCR para cada ulaa deacciones , la cual contiene: 20
pl de Buffer 5X, 10 pl de Mg, 2 pl de dNTPs, SdglPartidor Sense, 5 pl de Partidor Antisense,
5 ul de DNA, 1 pl Taq polimerasa, completando duneen final deseado con 52 ul de agua

estéril.

Las condiciones de los ciclos térmicos fueron igsientes: 1 ciclo a 94°C por 5 minutos,
35 ciclos a 94°C por 30 seg, 60°C por 30 seg y 18CA5 seq, y finalmente un ciclo adicional
de 72°C por 5 minutos.

Las reacciones fueron llevadas a cabo en el tealador Eppendorf Master Cycler
Gradiente (HA, Alemania). Los productos de PCRre#izaron mediante electroforesis en gel de

agarosa al 1% p/v.
2.2.4 Ligacion de fragmento de DNA en vectores de clonasmito y expresion

2.2.4.1 Ligacion en el vector de clonamiento pGEM-T Easy

Para la reaccion de ligacion se utilizé6 como imséos productos PCR purificados desde
geles de agarosa. La mezcla de reaccion se hian golumen final de 10 pL y contenia tampon
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de ligacion 2X (Tris-HCI 60 mM, MgGIl20 mM, DTT 20 mM, ATP 2mM, PEG 10%), 0,5 uL de
vector pGEM-T Easy, 3,5 pL de inserto y 1 puL deimazT4-DNA ligasa. Se dejé ligando toda

la noche a 4 °C.

El producto de ligacidon se utiliz6 para transformeélulas de E.coli DH5a

electrocompetentes.

2.2.4.2 Ligacion en el vector de expresion pET11a

La reaccion de ligacion se realizé en un volumeralfide 10 pL en una mezcla que
contenia 0,5 pl de vector digerido, 3,5 puL de imseligerido con las mismas enzimas de
restriccion (Ndel y BamHI), tampon T4 DNA ligasa $Xris-HCI 250 mM pH7,6, MgGI 50
mM, ATP 5 mM, polietilénglicol-8000 25% p/v) y 1 pde T4 DNA ligasa. La mezcla se dejo a
4°C toda la noche.

2.2.5 Preparacion de células electrocompetentes

La preparacion de células electrocompetentes @elEBL21(DE3) y DH se realizé de

la misma forma.

Se inocularon 10 mL de medio SOB estéril (Anex@®) una colonia de la cepa requerida

y se crecid con agitacion de 200 rpm a 37°C todetde.

Se midio la densidad 6ptica O.D del cultivo a 624 atilizando como blanco medio estéril
y se determind el volumen requerido para inoculd L de medio estéril a una QJpfinal de
0,05.

Luego de 2 a 4 hrs se midi6 la O.D620 hasta alcanzaalor entre 0,6 y 0,8. El cultivo se
enfrid en hielo durante 10 min y se centrifugé @0B.x g y a 4°C durante 10 min (centrifuga
Sorvall® RC-28S y rotor GS-3 Sorv&|IDuPont, CT, USA).

El pellet se lavo 2 veces con glicerol 10% v/v isttuego del dltimo lavado, el pellet se

resuspendid en el residuo de glicerol, para finatmeer alicuotado en volimenes precisos para

su utilizacion (entre 25y 100 pL). Las célulascalocompetentes fueron mantenidas a -80 °C.
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2.2.6 Transformacién de células electrocompetentes

A 20 pL de células electrocompetentesdali BL21(DE3) o DH% se agregd L de

mezcla de ligacion.

La electroporacion se realizdé en un equipo CelkRo® Electroporation System (Gibco-
BRL Life Technologies, Inc., MD-USA) en las siguies condiciones: 420 V, 330F, baja

impedancia, una tasa de carga rapida y un tiempomnde 2,5 mseg.

Las células transformadas se mezclaron con 1 mineltio LB y se incubaron a 37 °C
durante 1 h y con agitacion de 200 rpm. Luego s&iftego a 13.000 rpm (centrifuga Eppendorf
5403 de Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania) durantmih y se descartaron 900 uL del
sobrenadante.

El pellet se resuspendiéo en sobrenadante remagesgeplaqued sobre placas LB agar
estériles que contenian ampicilina @mL, X-Gal 50 pg/mL e IPTG 1mM para el caso de

células electroporadas con el vector de clonamig@GEM-T Easy.

Para las células electroporadas con el vector geegin pET11a se utilizaron placas LB

agar estéeriles solo con ampicilina 100 pg/mL.

Las placas de transformacion se incubaron a 37f&@ntiutoda la noche y posteriormente

se mantuvieron a 4 °C.

2.2.7 PCR de colonias

El PCR de colonias se realizdé para corroborar &sgcia de inserto en las colonias

blancas seleccionadas como clones positivos.

Dichas colonias se transfirieron mediante una pusdtérili de desde la placa de

trasformacion a tubos Eppendorf con 100 pL de &fjliaQ estéril.
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Los tubos se incubaron a 100 °C durante 10 mitgrearon 5 pL y se agregaron sobre 15
ML de mezcla de PCR.

La presencia de inserto se confirmé utilizando pasgtidores respectivos del fragmento

clonado utilizando el protocolo de PCR descritdeeseccion 2.2.3.

Los productos de PCR de colonias se analizaronamiedelectroforesis en gel de agarosa
al 1% pl/v.

2.2.8 Digestion de DNA plasmidial

Las enzima8amHI y Ndel se utilizaron para digerir los vectores pGEM-Ts¥§ pET11a,
ya sea solo una para linealizar los vectores o supaea escindir y recuperar los insertos ligados
en ellos.

La reaccion de digestion doble se utilizé 2 pL ampdn 5X Multicore recomendado por
Promega, 1 pL de cada enzima, 10 pL de vector kmserto y se llevo a un volumen final de

20 pL con agua Milli-Q estéril.

Se deja reaccionando durante 2 horas a 37 °Cegeltado se visualiza mediante un gel de

agarosa.
2.2.9 Electroforesis

2.2.9.1 Electroforesis en Gel de Agarosa

Se realizd electroforesis en gel de agarosa al%d,fanto para determinar la exitosa

transformacion de las cepas como el tamafo datmse

Se utilizé una camara horizontal Horizon-58 (GilB®L Life Technologies, Inc., MA-
USA).

Las muestras se mezclaron en proporcion 5:1 copdarde carga 6X (glicerol 30% p/v y

azul de bromofenol 0,25 % p/v) y posteriormenteagaron en el gel.
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El gel de agarosa fue preparado en tampon TAE Iis:-Acetato-EDTA (Tris 40 mM,
acetato 20 mM y EDTA 1 mM) y bromuro de etidio @@mL. Se utilizé un estandar de peso
molecular 1 kb DNA ladder y tampdn de corrida TAK. La electroforesis se realizd bajo
voltaje constante de 100 V (fuente de poder Mo@€l & BRL Life Technologies, Inc., MD-
USA).

Una vez terminada la electroforesis se observéekebkgbre un transiluminador UV y se
fotografio.

2.2.9.2 Electroforesis de proteinas (SDS-PAGE)

Las separaciones electroforéticas en condicioneatdentes se realizaron con el fin de

determinar la presencia de la proteina en cadaeihes muestras analizadas.

Para realizar las electroforesis se utilizé una aranvertical MiniProtean 1l (Bio-Rad

Laboratories Inc., CA-USA) y el gel se prepar6 $elgé siguientes tablas:

Tabla 2: “Volimenes de los reactivos para la prepacion de gel separador”.

Reactivo Volumen
Acrilamida Bisacrilamida 29:1 1,58 mL
Tampon Tris-HCI 1,5 M pH 8,8, SDS 0,4|%,95 mL
Agua destilada 1,27 mL
PSA 10% 20 pL
TEMED 2 uL

Tabla 3: “Volimenes de los reactivos para la prepacion de gel concentrador”.

Reactivo Volumen
Acrilamida Bisacrilamida 29:1 0,17 mL
Tampoén Tris-HCI 0,5 M pH 6,8, SDS 0,4|%25 mL
Agua destilada 0,58 mL
PSA 10% 7,5 UL
TEMED 1,25 pL
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Las muestras se mezclaron en proporcion 4:1 cop&arde carga 5X (Tris-HCI 60 mM,
glicerol 25 % v/v, SDS 2 % pl/v, 2-mercaptoetanagédl#M y azul de bromofenol 0,1 % p/v pH

6,8) y posteriormente se cargaron en gel de addeam

Las electroforesis se realizaron bajo voltaje amistde 200 V (fuentes de poder Power
Pac 1000 de Bio-Rad Laboratories Inc., CA-USA).

Se utilizé tampodn de corrida Tris-glicina-SDS (T2 mM, glicina 192 mM y SDS 0,1 %

p/v) y estdndar de peso molecular pretefiido dejoras.

2.2.10Purificacion de DNA a partir de geles de agarosa

Con el fin de purificar fragmentos de DNA desdeegalie agarosa, se cortd la banda de

DNA desde el gel y se coloco en un tubo Eppendad,8 mL esterilizado por autoclave.

Luego se utilizé el sistema QIAEX Il Gel Extractjode acuerdo a las instrucciones del
fabricante. Finalmente, el DNA se eluy6 en agudil@ilestéril, pH 8 y previamente calentada a
50°C.

2.2.11Induccién de la sintesis de proteinas recombinantes

Para inducir la expresion del gen de la cutinasdificada, en un tubo con 8 ml de medio
LB mas ampicilina se coloc6 una colonia de lasladlBL21(DE3) de Ecoli transformadas con
el gen de la cutinasa modificada en pET1la y sé weja la noche creciendo a 30°C y a 200

rpm.

Se midio la densidad oOptica O.D del in6culo a 6@8 ntilizando como blanco medio
estéril y se determind el volumen requerido pacecutar 250 mL de medio LB estéril a una
0O.Dsgo final de 0,05. El cultivo se crecié con agitacid® rpm a 25 °C hasta alcanzar una

D.Osgpoideal de 1,5 (aproximadamente en 8 horas).

La induccion se efectud agregando IPTG estériRantM final y se dejo toda la noche a

una temperatura de 18 °C o 25°C y con agitaci@00apm por 15 u 8 horas, respectivamente.
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Finalmente, los cultivos se dejaron en hielo d@af® min y posteriormente se
centrifugaron a 5.000 x g durante 5 min (CentrifSgavall® RC-28S y rotor GS-3 Sorvall®,
Kendro Laboratory Prod., NC-USA). Se guardarorpleléets resultantes.

2.2.12Extraccion de cutinasa desde la fraccion periplasnti@a

Para extraer las proteinas periplasmaticas sezdeatioque osmético a los pellets de la
seccion anterior, los cuales se resuspendieroludier TES frio (Tris-HCI 50 mM; pH 7,5; 20%
sacarosa) usando las proporciones descritas €habla 4. A las células en suspension se les

agreg6 EDTA frio a una concentracion final de 1 mM.

Tabla 4: “Volumenes de TES o Agua Fria a adicionasegln absorbancia de la muestra”.

Volumen de | Absorbancia a 600 n nVqumen de TES

. Tl 2 (o Agua) Frio
Cultivo (ml) Dilucion

(ml)

250 3 0 menor 12

250 4 15

250 5 20

250 6 25

Se agitd suavemente en hielo durante 10 minutosgd.ge centrifugd por 7 min a 4 °C y
7.000 x g (Centrifuga Sorvall® RC-28S y rotor GS&vall®, Kendro Laboratory Prod., NC-
USA). Se guardaron los sobrenadantes, rotulado® &W/P_TES, YP_TES y YY_TES para
estimar la pérdida de proteina en este paso.

Se resuspendié cada pellet en agua fria estéribEimenes segun la Tabla# 4 y se agito
manualmente manteniéndolo a baja temperatura. RBuemte paso las proteinas periplasmaticas

son liberadas al agua.

Se centrifugd a 4 °C por 20 minutos a 7.000 x g{ifega Sorvall® RC-28S y rotor GS-3
Sorvall®, Kendro Laboratory Prod., NC-USA).
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Se analizaron los sobrenadantes, rotulados comipldna_ WP, Periplasma_YP vy
Periplasma_YY, mediante los correspondientes essdgoactividad y cuantificacion, y se

guardé el pellet obtenido.

2.2.13Extraccion de cutinasa desde la fraccion soluble

Con el fin de estimar la cantidad de proteina quexlg en la fraccion citoplasmatica de los
cultivos, se resuspendié el pellet de la seccidarmm en 15 mL de Tris HCI 20 mM, pH 7,5,

frio.

La lisis celular de 1 ml de cada muestra se re@i@onicacion (Microson Ultrasonic Cell
Disruptor, USA) a un nivel de intensidad entre B0y mediante pulsos de 20 segs., con intervalos
de descanso de un minuto. En todo momento las ragest mantuvieron en hielo para evitar la

denaturacion de las proteinas.

Finalmente la muestra se centrifug6 a 4 °C por itDari3.000 x g (Centrifuga Eppendorf

® 5804R, AG Hamburg, Alemania). Se guardé tansnblenadante como el pellet obtenido.

2.2.14Extraccion de cutinasa de la fraccion insoluble

Se resuspendié el pellet de la seccién anteridr eth de agua y se agrego buffer de carga
5X (Tris-HCI 60 mM, glicerol 25 % v/v, SDS 2 % p/2;mercaptoetanol 14,4 mM y azul de
bromofenol 0,1 % p/v pH 6,8) a 20 pL de la muestra.

Se calent6 por 10 min a 100 °C, luego se centrifpgd 10 minutos a 13.000 x g
(Centrifuga Eppendorf 5804R, AG Hamburg, Alemania). Se guardé el soltent y se

descarto el pellet.
2.2.15Caracterizacion

2.2.15.1 Ensayo de actividad cutinasa

Este ensayo tiene como finalidad determinar lagm&a de cutinasa en cada uno de los

sobrenadantes de las secciones anteriores.
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El sustrato es p-nitrofenilbutirato (p-NPB) y posge enlace éster en su cadena que es
hidrolizado por la actividad esterasa de la cutindss productos de esta reaccion corresponden
a acido butirico y p-nitrofenol (pNP), siendo eslttmo cuantificado al medir absorbancia a 400

nm (Genesys 6, Thermo Scientific, USA.).

Para realizar el ensayo de actividad se efectuéstudio cinético y se consideraron las

variaciones de absorbancia a intervalos de 10 slegun

Se preparo la mezcla compuesta por 5 mL de solwiffh5 g de colato de Sodio en 100
mL de buffer Fosfato de Potasio 50 mM, pH 7,0 aknaclo a 4 °C) con 128 de solucion de
reaccion B (40uL de p-nitrofenilbutirato en 10 mL de tetrahidradop, almacenado

herméticamente cubierto con parafilm, a -20 °C).

Para la medicion de absorbancia se agregaronuB8{e la mezcla antes mencionada en
una cubeta de vidrio (Starna, UK) mas20de muestra. La medicion se realiza a temperatura
ambiente (25 °C aprox.). La muestra es diluidawfebfosfato de potasio 50 mM, pH 7,0 en los
casos en que se requirid. El blanco correspond@80g.L de mezcla de reaccion y 2@ de
solucion de reaccion A. Para determinar las unsla@eactividad se utiliza la siguiente ecuacion
(Henriquezt al, 2004):

U cutinasa (U/ml) = 16.32* (dAhg/dt) * D

Donde D es la dilucion y (d Abs200/dt) es la penttiedel estudio cinético; este valor no

puede ser superior a 0.6, en caso contrario sedikeirda muestra.

2.2.15.2Determinacion de la concentracion de proteina

La concentracion de proteina para las diferentesstras se determind mediante el ensayo
modificado de Bradford, para lo cual se mezclé:mil2de agua destilada, 0,5 mL de Coomasie 1

g/L preparado en HCI 2,2% v/v y 50 uL de muestpaateina estandar de calibracion.

Se realizé una curva de calibracion con BSA (a eorecentracion de 0,5 mg/ml) como

solucion patron para la construccion de una curgacalibracion en concentraciones entre
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0,03125 y 0,5 mg/mL. Se midié absorbancia a 46®4£). y 595 nm (O.[ys) y se calculd la

razon O.Qed O.Dsgs El blanco se preparé sustituyendo la muestragoa destilada.

El valor obtenido en ausencia de BSA se rest6 asttas demas razones y se grafico en
funcion de la concentracion de BSA.

2.2.15.3Estimacion de la pureza de las muestras

La pureza de las muestras se estimo graficamerdame el software SigmaScan Pro 5.0,

el cual mide la intensidad de una region selecdande una fotografia.

El criterio de analisis se bas6 en seleccionar reg&dn de 80 pixeles de largo por 30
pixeles de largo en la banda correspondiente a gesla cutinasa, y ademas, en las bandas
correspondientes a los pesos de los dos contareghamhs significativos. Adicionalmente, se
estimo la intensidad de un area del gel sin pratethcual fue restado a los valores obtenidos,
con el fin de eliminar el background de la medicion

Se realiz6 una curva de calibracion para relaciehaalor de intensidad total obtenido con
la concentracion de proteina, utilizando dilucioeesserie de una muestra de cutinasa conocida.

Dicha curva de calibracién se encuentra dispomblel Anexo C.

2.2.16Cromatografia de interaccién hidrofobica
Para realizar las separaciones cromatogréaficatilize el cromatégrafo AKTA Purifier 10
(GE Healthcare, Alemania) controlado por el sofeMdNICORN 5.1.

La columna utilizada contenia Butil Sefarosa Féstvl6FF (Amersham Pharmacia) como

resina, empacada en una columna de 1 mL.

Los buffers utilizados en los experimentos fuerarff@ A (Tris-HClI 20 mM a pH 7,0) y
Buffer B (Tris-HCI 20 mM, 2 M de sulfato de amorgopH 7,0), ambos filtrados con filtros
Millipore de 0,22um (Sartorius, Hannover-Alemania) y desgasificados urbujeo con helio

durante 5 minutos.
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Se programd iniciar la cromatografia con una comaeidn de sal equivalente al 100 %
(s6lo con Buffer B) y paulatinamente se mezcl6 Boffer A, generando un gradiente lineal de
10 volumenes de columna, hasta llegar a 0 % decotracion de sal.

El flujo se mantuvo constante durante todo el poeaeigual a 0,5 mL/min.

Se inyectaron 2 mL de muestra diluida al 50 % efieBiB, utilizando un loop de 2 mL

para el almacenamiento de la muestra.

Se colectaron fracciones de 0,5 mL y una vez findh la cromatografia se regenero la

resina con 4 volimenes de columna.
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3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Condiciones de crecimiento e induccion de la cepativa

Una vez que se ha conseguido obtener el gen madiificon las colas hidrofébicas es
necesario insertarlo en un vector de expresionial @segura la expresion del gen clonado en la
célula hospedante. Dicho vector (o plasmido) delpeseer un gen de permita que la célula
crezca en determinadas condiciones, tal como undgeresistencia a un antibiético como la
ampicilina. Solo aquellas células que hayan sidasfiormadas por el plasmido recombinante
podran crecer en presencia de ampicilina. Adenlagere deberd ser insertado en un sitio de
clonamiento asociado a un operon lac, cuya expressdnducible por IPTG (isoprodHD-tio-

galactdsido), regulando asi la expresion del geintdeés.

La primera etapa en la obtencion de enzima deésteonsiste en crecer las células
recombinantes en presencia de ampicilina hastacienga densidad celular. Dicha etapa se le
denomina de crecimiento. Posteriormente se adiogbnaductor de la expresion, permitiendo
gue comience la produccion de proteina, y dadceypsmido utilizado en este trabajo posee la

sefal de transporte phoA, la cutinasa se dirigs@édcio periplasmatico de la célula.

Con el fin de optimizar el crecimiento, se estudlid@fecto de la temperatura tanto en la
etapa de crecimiento como de induccion de la cepi@an Se ha reportado que una induccién
prolongada de la enzima provoca un debilitamierdolal pared celular, lo que conlleva a
encontrar la mayor parte de la proteina en el meelicultivd. Por otro lado, la induccién a bajas
temperaturas permite evitar agregaciones de lagipas secretadas o que éstas se unan a la

membrana celuldr

Las temperaturas evaluadas fueron entre 18°C°§,3@nto para el crecimiento como
para la induccion. En algunos casos hubo que dsjanielo el cultivo durante varias horas
(tiempo de reposo), ya que debido al tiempo noalapanalizar los cultivos inmediatamente

finalizada la induccion. Se realizaron cultivos2é® ml con medio LB-ampicilina.

1 Comunicacién Personal: Dra. E. Petersen (Univeddityalborg, Denmark)
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La recuperacion de proteina se estimé6 en basesaumidades enzimaticas que
corresponden a la proteina recuperada en la fradgdnterés (periplasma) divida en el total de

unidades enzimaticas de las fracciones extracekiaouffer TES y periplasma.

A continuacion se muestran los resultados (pronsgdimbtenidos para las diferentes
condiciones de crecimiento (25°C y 30°C) e induccil8°C, 25°C y 30°C), y los
correspondientes analisis de proteina total y idetiv total presente en el periplasma de los
cultivos, como también la biomasa total alcanzaéaporcentaje de recuperacion en la fraccion

de interés.

Tabla 5: "Efecto de las condiciones de crecimiente induccidn en la produccion de cutinasa nativa
recombinante.”

) Tiempo . Actividad Total Actividad -
Tiempo Temperatura ” Temperatura . Proteina : % Recuperacion|
Crecimiento (hrs)|Crecimiento (°C) Induccion Induccién (°C) Biomasa (grs) (mg) en Periplasma Totallen otras en Periplasma
(hrs) V) fracciones (U)
7 25 15 18 0,41 37 340 137 71
7 25 7* 25 0,32 28 735 2602 22
7 25 15 30 0,28 0,19 220 21780 1
5 30 15 18 0,31 1,11 220 108 67
5 30 15 30 0,38 1,23 5 495 1

(* Indica un tiempo de reposo de 11 horas luegtadieduccion.)

De la tabla 5 se puede apreciar que la inducciditaa temperaturas y/o por tiempos muy
prolongados provoca que la proteina se libere blesadante del cultivo o quede en el paso
intermedio de la extraccion desde la fraccion pesipatica (recuperaciones < 30%). Se observa,
ademas, que una induccion a bajas temperatura&Cjl&nllevaria a una menor produccién de

esta enzima durante dicha etapa.

Es claro que la pérdida de proteina, en la indacai®5°C, se ve compensada por una
mayor produccion de enzima, obteniéndose una megmidad de unidades enzimaticas, y por
esto seria la opcion mas recomendable, pero raztengempo se optd por inducir la proteina a
18°C. No se descarta en futuras experiencias artildicha temperatura para la etapa de

induccion.
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3.2 Adicion de extremos polipeptidicos a cutinasa

3.2.1 Generacion del gen de cutinasa modificada

Los resultados de la amplificacion del gen de astn modificada con las colas
hidrofobicas se muestra en la Figura 10. El templpdra la amplificacion se obtuvo de la
purificacion de DNA plasmidial de un cultivo de dapa recombinante que produce cutinasa

nativa. Ambos métodos se describen en las seccibpesy 2.2.3.

Figura 10: "Cutinasa modificada mediante PCR".
Carril (1): Cutinasa-WP. Carril (2): Cutinasa-YFRar@l (3): Cutinasa-YY

Se observa, a priori, que la sintesis del gen datinasa modificada se logré exitosamente
para los tres tipos de colas hidrofobicas, pugsosible observar una sola banda para cada caso,
gue corresponderia al peso molecular de esta paoteds la secuencia polipeptidica adicionada
(aprox. 730 pb).

3.2.2 Clonamiento del gen modificado en el vector de clamiento pGEM-T-easy

Luego de generar los insertos codificantes parautnasa modificada, se procediéo a
ligarlos al vector de clonamiento pGEM-T-easy caaalescribe en la seccion 2.2.4.1. Esto con

el fin de seleccionar aquellas colonias que ina@paorrectamente el inserto.

Posteriormente se electroporaron células @Hlectrocompetentes para introducir el

producto de ligacién. Se crecieron en placas LB-iitipa-XGal-IPTG y luego se realizé PCR a
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las colonias positivas para verificar la ligaci&m. la Figura 11 se muestran los resultados para 3
colonias distintas de cada ligacion.

506

Figura 11: "PCR de colonias realizado a las ligacites al vector de clonamiento”
(A): Carriles (1) a (3): Colonias Cutinasa-W(B): Carriles (1) a (3): Colonias Cutinasa-YP,
(C) Carriles (1) a (3): Colonias Cutinasa-YY.

Se crecieron las colonias seleccionadas y se X&raje el DNA plasmidial que fue
digerido con las enzimas de restricciddel y BamHI, las cuales flanquean la secuencia de la
cutinasa con el fin verificar los tamafios tantoirdeertos como de vector. En la Figura 12 se
muestra solo una de las digestiones realizadasgaa@ caso, el resto de las muestras dieron

igual tamafio de fragmentos.

Figura 12: "Digestion del DNA plasmidial.”
(A): Carril (1): Cutinasa-WP; Carril (2): Cutinasa-Y(B): Carril (1): Cutinasa-YY.
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Las bandas superiores muestran el correcto pesedelr de clonamiento (3015 pb) y las
inferiores de los insertos (aprox. 730 pb).

3.2.3 Clonamiento del gen modificado en el vector de expsion pET11a

Se escogi6 una de las construcciones en pGEM-Twasycada variante hidrofébica y se
purificé la banda correspondiente al producto dericeion de los plasmidos pGEM-T-easy
recombinantes, para luego ligarlas al vector deresign pET1lla. Una vez obtenidos los
constructos, se electroporaron células BL21(DE8&¢tedcompetentes, y, unas vez crecidas en
placas LB-ampicilina, se les realiz6 PCR a 4 casréscogidas. El resultado se muestra en la

Figura 13.

Figura 13: "PCR de colonias transformantes en pET14 "
(A): Carril (1) a (4): Colonias Cutinasa-WB): Carril (1) a (4): Colonias Cutinasa-Y{&): Carril (1) a (4):

Colonias Cutinasa-YY.

Se puede apreciar en la Figura 13 que los inseetosn el peso esperado de aproximado de
730 pb.

Este resultado se corroboré con la correspondigigtestion de los plasmidios con las

enzimas de restriccion que flanquean la secuertimskrto (resultados no mostrados).
Se escogieron los siguientes clones positivos (AcBjinasa modificada con la cola

WPWP, (B.1): cutinasa modificada con la cola YPYRY({.1): cutinasa modificada con la cola

YYY para proseguir con las etapas de produccidargaterizacion de las enzimas modificadas.
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3.3 Secuenciamiento de los plasmidios obtenidos

Los plasmidios obtenidos se mandaron a secuenéi@ceogen para verificar la secuencia

nucleotidica de los insertos clonados.

Los resultados indicaron que las secuencias detilrasa modificada con las colas WPWP
e YYY estaban correctas, pero la cola YPYPYP estabarecta, al contar con la mitad de la

cola y a partir de ahi 32 aminoacidos que no cpomgen a la secuencia deseada.

3.4 Determinacion de la hidrofobicidad superficial tedica

Las hidrofobicidad superficial se estimé como ssecdbe en el trabajo realizado por
Henriquezt al. (2004).

En el caso de una proteina modificada por la adicié una cola, Simeonidis (2004)
propone considerar que la hidrofobicidad de laginat permanece constante y que solo se debe
sumar la contribucion relativa que ejerce cada eédilo (segun la escala de Miyasawa y

Jernigan) de la cola en la hidrofobicidad supeafide la proteina.

Para el caso de la secuencia de la cutinasa coaldaYPYPYP errénea, se estimo la
hidrofobicidad de toda la cola obtenida (YPY*), algecuencia aminoacidica es:
N—YPYQSLVNSRPPAGRPYGRAPNAWMLAEFHSHKCP —C
Los incrementos de las hidrofobicidades super@sialeéricas debido solo a la cola

hidrofobica se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 6:"Hidrofobicidad superficial tedrica de las colas hidrofébicas"

Hidrofobicidad
Secuencia Superficial
Teodrica
Extremo WPWP 0,048
Extremo YYY 0,036
Extremo YPY* 0,157

La hidrofobicidad superficial para la secuenciaeca YPYPYP tendria un valor de 0,041.

De la Tabla 6 se deducen las hidrofobicidades @etiaasa mutada con las distintas colas
(datos de hidrofobicidad y area superficial paacaminoacido esta disponible en Anexo D), las

cuales se muestran a continuacion:
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Tabla 7:"Hidrofobicidad superficial tedrica de las enzimas modificadas”.

% Aumento
Secuencia Hidrofobicidad c/r a Cutinasa
Nativa
Cutinasa 0,290 0
Cutinasa-WPWF 0,338 16,6
Cutinasa-YYY 0,326 12,4
Cutinasa-YPY* 0,447 54,1

El valor para la Cutinasa modificada con la colareda YPYPYP tendria una
hidrofobicidad de 0,331; siendo este valor un 14mM&gor con respecto a la cepa nativa.

En el caso de la cutinasa mutada con la cola YRWidrofobicidad estimada ya no seria
confiable, pues el supuesto de una total exposid®rios aminoacidos que la componen se
debilita al extenderse la longitud de la cola, deba que ésta podria interactuar con otras
regiones de la proteina. Es por esto que se asujogala cola mutada YPY* tiene una

hidrofobicidad superficial mayor a 0,331, esto ebfin de poder realizar comparaciones.

Se descarto analizar en mayor detalle la estruttucaaria de esta cutinasa mutada ya que
se escapa de los objetivos propuestos, ademas damaumtrar una secuencia homologa de

estructura conocida para poder realizar una modelae su estructura tridimensional.

3.5 Produccion de enzimas modificadas

Las cepas recombinantes obtenidas se cultivaraua&druplicado y se indujo la expresion
como se indica en la seccion 2.2.11. La nomendattilizada hace referencia a la semana de
experimentacion, siendo por ejemplo Periplasma frdecion periplasmatica obtenida en el

experimento 1, Periplasma 2 al obtenido en el éxygato 2 y asi sucesivamente.

El andlisis de actividad y la cuantificacion detpioa total, obtenidos de las fracciones

periplasmaticas de los cultivos, se muestran egrlaficos de la figura a continuacion:

35



Wild Type A Wild Type B
50
1200
S 1000 - < 0
E E
2 800 - = 30
= -
] o
E 500 o
E £ s
o
400 +— s
a
10
200 | —
o . . . ; 0 - T T T ==
Periplasmal Periplasma 2 Periplasma3  Periplasma 4 Periplasmal  Periplasma2  Periplasma 3 Periplasma 4
Cutinasa-WPWP C Cutinasa-WPWP D
600 60
500 +— - 50 I
E) E
= 400 —— = 40
2 =
=] 2
5 300 2 30 -
= g
E 200 + 8 20 b
¥ E
100 - 10 -
0 : : : — Q- : : T
Periplasma 1 Periplasma 2 Periplasma 3 Periplasma 4 Periplasmal  Periplasma 2 Periplasma 3 Periplasma 4
Cutinasa-YPY* E Cutinasa-YPY* F
800 4 50
700 -
- 80
2 600 g
E 500 - =
2 = 30
T 400 )
[}
2 300 £ 20 b
% %
200
* 10+
=1 [
L ! ! ! 0 +— T T T —
Periplasmal Perplasma2  Periplasma 3 Periplasma 4 Periplasma 1 Perplasma 2 Periplasma 3 Periplasma 4
Cutinasa-YYY G Cutinasa-YYY H
i 50
i 16 = 40
E E
g 12 - F 30
-]
3 5
o
2 8 £ 20
] ]
3 &
4 10
o — . sl mm | - =
Periplasmal Periplasma2 Periplasma3  Periplasma 4 Periplasma1  Periplasma2  Periplasma 3 Periplasma 4

Figura 14: “Actividad Total y Proteina Total de la fraccion periplasméatica correspondiente a cada cutiasa
modificada con las colas hidrofébicas”.
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En las fracciones periplasméticas de la cepa ndtvautinasa y de la cutinasas mutadas
con las colas WPWP, YPY* e YYY (Figura 14) se mumstresultados variables tanto en la

proteina total obtenida como en la actividad tdeaEstas, a pesar de haber utilizado las mismas

condiciones para el crecimiento e induccion decldsivos, como también en el protocolo de

extraccion de esta fraccion. A pesar de lo antégiactividad especifica para las enzimas con las

colas WPWP e YPY* no difieren en gran magnitud czspecto a la enzima nativa.

Se muestra a continuacion la variabilidad antescineada, reflejada en el error positivo y

negativo (valor absoluto del promedio de datos mesigndximo o minimo valor) de la serie de
datos y a continuacion la tabla de datos correspoted
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Tabla 8: "Promedio y desviacion estandar de los restados obtenidos".

Figura 15:” Variabilidad de los datos obtenidos”.

Wild Type WPWP
L, Actividad | Proteina ACt'V'd,ad . Actividad Proteina AC“‘"O!"’?O'
Fraccion Total (U) (ma) Especifical Fraccion Total (U) (ma) Especifica
(U/mg) (U/mg)
Periplasma 1 1183 44 26,89| | Periplasma 1 563 34 16,56
Periplasma 2 486 30 16,20 Periplasma 2 163 26 6,27
Periplasma 3 200 35 5,71 Periplasma 3 265 30 8,83
Periplasma 4 335 45 7,44 Periplasma 4 469 57 8,23
Promedio 551 39 14 Promedio 365 37 10
Error + 632 7 13 Error + 198 20 7
Error - 351 9 9 Error - 202 11 4
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YPY* YYY
L Actividad | Proteina Actw@gd o Actividad Proteina AC“V'd,a.ld
Fraccion Total (U) (mg) Especifica Fraccion Total (U) (mg) Especifica
(U/mg) (U/mg)
Periplasma 1 808 17 47,53 Periplasma 1 17 3 5,67
Periplasma 2 408 27 15,11| | Periplasma 2 2 41 0,05
Periplasma 3 126 19 6,63 Periplasma 3 0 16 0,00
Periplasma 4 400 42 9,52 Periplasma 4 8 7 1,14
Promedio 436 26 17 Promedio 7 17 0,40
Error + 373 16 31 Error + 10 24 5
Error - 310 9 10 Error - 7 14 0

Dicha variabilidad podria deberse a que ante umarmai diferencia en la densidad de
inoculacion de los cultivos genera un crecimiergsigual y por ende una produccion desigual de
proteina. Es posible, también, que hubiese haledagfios cambios en el tiempo de crecimiento
o induccidn que pudiesen afectar la produccionrdiema o que durante las etapas de extraccion
de proteina desde las fracciones celulares se@pendcha enzima, debido a errores en la

manipulacién de las muestras.

Por otro lado, la cepa mutada con la cola YYY maesscasa actividad total, siendo
interesante la relacion que muestra con la protetahden la muestra, ya que se aprecia que ante
una menor cantidad de proteina hay una mayor datlyiindicio de que la enzima estaria
formando agregados, interactuando con membranastras qroteinas intracelulares o

simplemente su expresion se vio afectada durariellecion.

Tanto la tabla con los resultados obtenidos emiperimentos como los graficos para las
otras fracciones proteicas de los cultivos se maregn el Anexo E y F respectivamente.

Se corroboraron los pesos moleculares de la peotedtiva y de las mutadas en la fraccion
periplasmética mediante geles SDS, que se muesirkas Figuras 16 y Figura 17.
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Figura 16: "Gel de Poliacrilamida con las muestraperiplasméticas de la cepa nativa y las modificadacon
las colas WPWP e YPY* (Periplasma 2)".
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Figura 17:"Gel de Poliacrilamida con la muestra riplasméatica de la cepa modificada con la cola YYY
(Periplasma 2)”.

En la Figura 16 se puede apreciar que el tamafi@ pl@teinas mutadas es similar al de la
cepa de cutinasa nativa (aprox. 24 kDa). No secagrdandas extrafias o ausencia de ellas en las
mutadas respecto a la cepa nativa. La diferencia irtensidad de las bandas se deberia a que la
concentracion de proteinas en las muestras fuetdistntre ellas, ya que fueron tomadas

directamente de la fraccion extraida.
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En el caso de la enzima mutada con la cola YYYUiEid.7) se ve claramente una ausencia
casi total de la banda correspondiente a la c@inagada, indicio de que la mutacién afecto la
expresion de esta enzima. Se realizé un gel pala maliestra obtenida, pero se omiten las otras

fotografias por presentar el mismo resultado eagdols casos.

El resto de las fotografias correspondientes atlas fracciones se muestran en el Anexo
G.

3.6 Purificacion de las fracciones periplasmaticas

En esta seccion se describen las cromatografibsadas a las muestras correspondientes a

las fracciones periplasméaticas de los 4 experinseraalizados.

Se decidid descartar el cromatograma correspormdiahtprimer experimento ya que
durante la ejecucion de los experimentos de Hl@esectaron problemas de alza de presion en la
columna lo que fue indicio que ésta quedo mal eagmcSe decidid6 empacar una nueva
columna con resina fresca y se procedié a reaiitaegundo HIC que no tuvo problemas de
ningan tipo. Por otro lado, no fue posible analizzomatograficamente las muestras
correspondientes a cutinasa-YYY debido a la bajéidad de enzima obtenida.

A continuacién, se pueden observar los cromatogganbtenidos correspondientes a las

muestras de cutinasa nativa y a las 2 modificad@sasa-WPWP y cutinasa-YPY*.
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Grafico 1: "Cromatogramas correspondientes a las HC realizadas a las muestras de cutinasa Wild-Type".
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Gréfico 2: "Cromatogramas correspondientes a las KC realizadas a las muestras de Cutinasa-WPWP".
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Gréfico 3: "Cromatogramas correspondientes a las HC realizadas a las muestras de Cutinasa-YPY*",

En los tres graficos anteriores es posible obseover tendencia similar, pudiéndose
identificar 4 peaks marcados de proteinas, siehdhbimo el correspondiente a cutinasa nativa o
modificadas. La diferencia de dichos peaks entrexperimento y otro se deberia a las diferentes

concentraciones de proteinas obtenidas luegoadraccion periplasmatica.

La presencia de cutinasa en el ultimo peak se lsordomediante andlisis de actividad de
las fracciones obtenidas, ademas de separaciceatsobréticas. A continuacion se muestra un
gréfico con los datos y una fotografia de la etdotesis realizada con las fracciones obtenidas
de la muestra del experimento 4 como ejemplo pada caso, siendo omitidos los analisis
realizados a las muestras de los otros experimgaopresentar iguales resultados. Las Tablas

de datos de los graficos a continuacion puedearsgmtradas en el Anexo H.
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Fracciones HIC Wild Type Periplasma 4
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Grafico 4: "Actividad y Proteina Total de las fracciones colectadas en la HIC de Cutinasa-Wild Typeed
Periplasma 4."

Wild Type HIC Periplasma 4
Marker - ;
kDa 18 19 20 21 22 23 24

117 -
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48 -
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19 -
Figura 18: “Gel de poliacrilamida con las fraccions obtenidas en la HIC del periplasma de Cutinasa \Wi-
Type”.

Se observa en la Grafico 4 que las fracciones 20, 22 concentran el maximo peak de
actividad y proteina total siendo esto corroboradola Figura 18 al observarse bandas de
intensidad considerable en dichas fracciones.
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Fracciones HIC Cutinasa-WPWP Periplasma 4
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Gréfico 5: "Actividad y Proteina Total de las fracdones colectadas en la HIC de Cutinasa-WPWP de
Periplasma 4."
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Figura 19: “Gel de poliacrilamida con las fraccions obtenidas en la HIC del periplasma de Cutinasa-\WRP”

En lo anterior también es posible observar que paiIC realizado a la muestra de
cutinasa-WPWP las mayores concentraciones de paotefal y actividad se concentran en las
fracciones 20, 21y 22.
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Fracciones HIC Cutinasa-YPYPY Periplasma 4
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Grafico 6: "Actividad y Proteina Total de las fracdones colectadas en la HIC de Cutinasa-YPY* de
Periplasma 4."
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Figura 20: “Gel de poliacrilamida con las fracciores obtenidas en la HIC del periplasma de CutinaséPY*”

Para esta muestra, se mantiene la tendencia, fyalasones 20, 21 y 22 concentran la
mayor cantidad de cutinasa mutada.

Se calcul6 la pureza de las muestras, como seilokeesar la seccidén 2.2 15.3 siendo los
resultados los que muestran en la Tabla 9.
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Tabla 9: "Estimacién de la Pureza de las Fraccionesbtenidas en la HIC de Periplasma 4".
% Pureza

Variante |F18 |F19 |F20| F21 | F22 | F23 | F24
Wild Type | 37 | 49 | 80 | 98 |99,9(99,9|99,9
Cut-WPWP | 45 | 52 | 83 |99,9|99,9/99,9|99,9
Cut-YPY* | 42 | 55 | 84 |99,9/99,9|/99,9|99,9

Los datos correspondientes a las muestras de lpsrimentos 2 y 3 se omiten por

presentar la misma tendencia a los ya presentados.

3.7 Estimacion del tiempo de retencion adimensional (DR

Se estimaron los tiempos de retencion en HIC deutmasa nativas y modificadas. A
continuaciéon se muestra el analisis para la muésrgplasma 4 y en el Anexo | es posible

encontrar los resultados para las muestras Peripldsy 3.

Se estimaron graficamente los parametros Vo (Vofurimécial donde comienza el
gradiente decreciente de sal), Vf (Volumen finahdi® termina el gradiente decreciente de sal) y
Vr (Volumen de elucion del peak de la proteina cueesponde a Cutinasa nativa o0 modificada,

como se muestra en los Gréficos 7,8 y 9.
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Grafico 7: "Estimacion de DRT para Periplasma 4 deCutinasa Wild-Type".
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Gréfico 8: "Estimacion de DRT para Periplasma 4 deCutinasa-WPWP".
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Gréfico 9: "Estimacion de DRT para Periplasma 4 deCutinasa-YPY*".

Encontrados los parametros, se procedid a estio®rDRT correspondientes a cada

muestra, los cuales se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10: "DRT de las cutinasas nativa y modificada de la muestra Periplasma 4".

Periplasma 4

'IV'\C ||ode WP YPY*

Vo (ml) 5,46 5,53 5,46

Vi (ml) 17,52 17,57 17,49

Vr (ml) 14,14 14,23 14,3
DRT 0,720 0,723 0,735

% Diferencia con

respecto a Wid Type 0 +0,4 +2,1

47



También se calculd el porcentaje de incrementd&el de las enzimas mutadas respecto
de la nativa, siendo un 0,4% mayor la de la cuin&®WP y un 2,1% la cutinasa-YPY*, para

este caso.

La tabla resumen, correspondiente a la estimagigalizada para los 3 experimentos se

muestra a continuacion:

Tabla 11: "DRT estimados para las muestras de cutasa nativa y modificadas".

DRT
Muestra Wild Type | WPWP YPY*
Periplasma 2 0,713 0,721 0,746
Periplasma 3 0,718 0,735 0,764
Periplasma 4 0,720 0,723 0,735
Promedio 0,717 0,726 0,748
Desviacion estandarf 0,004 0,008 0,015

3.8 Relacion entre hidrofobicidad superficial y DRT

En la siguiente tabla, se procede a comparar fasdtaglos obtenidos:

Tabla 12: "Comparacién Hidrofobicidad-Tiempos de Retencién.”

% Variacion

0 L, . o
Secuencia Hidrofobicidad | DRT Promedio % Variacion DR.T Hidrofobicidad
c/r ala cepa nativa] c/r ala cepa

nativa

Cutinasa Nativa 0,29 0,717 0
Cutinasa-WPWP 0,338 0,726 + 1,25 + 16,6
Cutinasa-YPY* > 0,331 0,748 + 4,18 >+ 14,1

Cutinasa-YYY 0,326 No Determinadp No determinado 124

Es posible observar que ante un aumento en lafbldotdad superficial de la enzima hay
un aumento del Tiempo de Retencidon Adimensionahdd de un 1,25% en promedio para la
Cutinasa-WPWP y de un 4,18% para la Cutinasa-YMPdra el caso de la Cutinasa-YYY no se
puedo obtener una relacién, ya que los cultivospaomitieron obtener una concentracion

significativa de enzima para poder realizar laegpondiente purificacion mediante HIC.
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4 CONCLUSIONES

Se encontr6 que las condiciones Optimas de crecimde la cep&.coli recombinante que
expresa la cutinasa nativa Basarium solani pisi es a 25°C, mientras que la induccion a 18°C
evita pérdidas considerables de proteina al sobbeet@ pero se obtiene una menor nivel de
actividad total, mientras que una induccion a 26f@ga mayor produccion de enzima pero una

mayor pérdida en otras fracciones subcelulares.

Es posible modificar proteinas mediante la adidémpequefias secuencias de aminoacidos
hidrofobicos. Esta modificacion se logro exitosateesn 2 de los 3 casos planteados, ya que se
obtuvo en uno de ellos una cola hidrofébica magalate lo esperado y con una combinacion

aleatoria de aminoacidos de todo tipo (YPY?*).

Se pudo observar una alta variabilidad (en alguresos en mas de un 50%) en los
resultados obtenidos, en cuanto a cantidad deipeoyeactividad total presente en las fracciones
periplasméticas de los cultivos, a pesar de utiig@ales condiciones tanto durante las etapas de
crecimiento e induccién, como durante los protogae extraccion de las proteinas. Es posible
gue esto pueda deberse a errores en la inoculdeidos cultivos durante la experimentacion o
pequefias variaciones en los tiempos de crecimeimauccion.

La expresion y recuperacion en los casos en quaagbfico la enzima con las colas
WPWP e YPY* no se vio afectada, pudiéndose recuparaima con una actividad especifica
muy similar a la nativa, aunque una afirmacion agyente deberia estar apoyada en resultados

con menor variabilidad.

Con respecto a la purificacion de las enzimas aatide las modificadas WPWP e YPY*
se pudo comprobar experimentalmente que con l&adie las colas hidrofébicas se incrementa
la hidrofobicidad superficial de la cutinasa, psi embargo se logra una elucién levemente

diferenciada a la enzima nativa.
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En el caso de la cepa de cutinasa mutada con rmEnextYYY, se observé una escasa
produccién de enzima, y por ende, una banda cdsi @ la correspondiente separacion

electroforética de éstas.

Dado que se corrobord que la secuencia estuvierect® mediante el secuenciamiento del
plasmidio, es posible decir que una combinacionadenoacidos totalmente hidrofobicos
provocaria, para este caso, la casi nula expragdesta enzima o en el caso de que si se
expresara, estaria formando agregados o quedanto @voteina de membrana, siendo
practicamente imposible recuperarla desde la fadcisoluble del cultivo. Cabe recordar que el
aminoécido prolina (P) otorgaria una total exp@sic la cola hidrofobica mas que incremento
en la hidrofobicidad superficial. Se decidio detragsta cepa mutada en las etapas siguientes de

analisis.

Con respecto al proceso de purificacion, es pos#gesciar en los cromatogramas
obtenidos una tendencia muy similar en todas lasstras, observandose 4 peaks marcados de
proteinas, siendo el ultimo peak el mas hidrofébjcoorresponderia a la cutinasa nativa o
modificada. En los 3 casos estudiados se obser/dacenzima eluye principalmente a los 14 ml

de los HIC realizados, y su pureza no vario sigaifvamente entre una cepa y otra.

Los tiempos DRT fueron calculados graficamentegmiéhdose diferencias porcentuales
(promedios) para la Cutinasa-WPWP de un 1,25 % lpaCutinasa-YPY* de un 4,18%, ambas

respecto al DRT de la cepa nativa.

Es posible concluir que el aumento de la hidrofidlaid superficial de la proteina, debida a
la adicion de una secuencia corta de aminoacidabsfbicos, permite elevar levemente el DRT

de la enzima mutada.

Dentro de las alternativas propuestas no es paddbieir que combinacion de aminoacidos
es la mejor, en cuanto a mejoras en la recuperggpamificacion de esta enzima, ya que solo se
tiene una enzima exitosamente mutada con las sgesette interés y que es expresada por la

cepa recombinante.
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Una regla cualitativa muy preliminar para la eléocide la secuencia hidrofobica a
adicionar contemplaria incorporar el aminoaciddipaocon el fin de asegurar a priori la total

exposicion de la cola.

Dicho criterio, sin embargo, debera ser apoyandtizendo el mismo trabajo experimental
teniendo como objetivo estudiar la enzima mutadea@mente con un mayor 0 menor numero de
tirosinas y corroborar que la ausencia prolinaaesecuencia produciria una disminucion drastica

en la recuperacion de la proteina.

Finalmente, con el fin de confirmar el criterio @mimencionado, se recomienda proseguir
el estudio con otras secuencias para las mutaciorsgando tanto la longitud como la
combinacion de los aminoacidos W, P e Y, con eld@ corroborar la importancia de un

aminoacido (P), que le de rigidez al extremo, aet¢aperacion de la proteina.
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ANEXOS

Anexo A: Aminoacidos
En el presente anexo se muestra la estructurasdamomodacidos y su principal clasificacion en

funcion de las caracteristicas determinadas poadena lateral.

Grupo R apolares alifaticos: corresponden a grupos con cadena lateral apadfedrofébica.
Dentro de este grupo se encuentran los de cadatemalés voluminosas, como ocurre con la
Alanina, Valina, Leucina e Isoleucina Glicina, debido a su pequefio tamafio, genera un
minimo impedimento estérico permitiendo con ella atta flexibilidad estructuraProlina, por

el contrario, al poseer un segundo grupo amino igr@una conformacion rigida.

COo GO lelolo)
+ I _é +
HzM —(I.; —H N —H HaM ——C—H
Glicina (Gly) (G) Alanina (Ala) (A) Ho
COo COOT Prolina (Pro) (P)
*HN —(i; —H *HsN —<I; —H ?00'
Cre H—0—CHy THgN o i
CH CHa CH
AN <N
| c C
HyC¢ CHs CHs Hs Hs
Leucina (Leu) (L) Isoleucina (Ile) (I) Valina (Val) (V)

Figura 21:" Aminoacidos con Grupo R hidrofobico (Alifaticos)”.

Grupo R arométicos conforman la cadena lateral Benilalanina (benceno) Tirosina
(fenol) y Triptoéfano (indol), son relativamente apolares. Pueden participamtraicciones

hidrofobicas, especialmente fuertes cuando losagrapomaticos se concentran.

COOr COO COo
oo o] o
HzM —(l,‘» —H HzM —-(|.3 —H H3N—(I3 —H
Cre CHe ke
CHy C
I o
Is HC\.‘N e
CH3 H
|Meti0nina (Met) (M) Fenilalanina (Phe) (F) Triptéfano (Trp) (W)

Figura 22: "Aminoacidos con Grupo R Hidrofébico (Aromaticos)".
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Grupo R polares sin carga:estos grupos son bastante solubles en agua ardiferde
los hidrofébicos, debido principalmente a que sugpgs funcionales forman puentes de

hidrogeno en agua. Se encuentran en Serina, Tegofiisteina, Metionina, Asparagina y

Glutamina.
<|:ocr COO" [oleley
*H?N—?—H THN—C—H "H;N—(!‘;—H
H—(IB—OH H—I—OH ét&-@
H CH; ISH
Serina (Ser) (S) Treonina (Thr)(T) Cisteina (Cys) (O)
(i,‘OO'
coor " 1;00. *HzM —H—H
N—C—H
G —(IL—H H i CHa
Lo
CHe | o
¢ e
R &
N [e]
e HgN/ \\0
OH
Asparagina (Asn) (N) | Glutamina (GlIn) (Q) | Tirosina (Tyr) (Y)

Figura 23: "Aminoacidos con Grupo R polar y sin caga".

Grupo R cargado positivamente (acidicos)poseen carga positiva neta a PH 7.0 y todos
poseen seis atomos de carbono. Aqui se encuealraina, laArginina y la Histidina.

(elela)

COO *HzN —c':—H
COO +H3M —<|.: —H éHz
e R O

II ﬁ\CH (I;H: ' =nNHt
HO—N ' e
H MHz+ MHp
Histidina (His) (H) Lisina (Lys) (K) Arginina (Arg) (R)

Figura 24: "Aminoacido con Grupo R cargado positivanente".
Grupos R cargados negativamente (basicosl.os dos miembros de esta clase son los
Acidos Asparticoy Glutamico, cada uno de los cuales posee un segundo grupoxdarque se

halla completamente ionizado y por tanto cargad@atmeamente apH 6y 7.

(l}OO'
fl}‘OO FHsN— (I;_H
FHN—C—H
Hy ' ?Hz
G
[ cr
’ L ele) , oo
Acido Acido
IAspartico (Asp)(D) Glutamico (Glu)(E)

Figura 25: "Aminoacidos con Grupo R cargado negatiamente".
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Anexo B: Medios de Cultivo Liquidos y Sadlidos.

Medios de Cultivo Liquidos

Medio Luria-Bertani (LB): El medio LB contiene por cada 1.000 mL de solucith:gr de
triptona, 5 gr de extracto de levadura y 10 grldeuco de sodio. El volumen se lleva a 1.000 mL

con agua Milli-Q y el pH se ajusta a 7. Se esxipor autoclave.

Medio SOB: El medio SOB contiene por cada 1.000 mL: 20 grrgtona, 5 gr de extracto de
levadura y 0,5 gr de cloruro de sodio. El volumetlesva a 985 mL con agua Milli-Q y se ajusta

el pH a 7. Se esteriliza por autoclave.

Medio LB méas ampicilina: Este medio por cada 1.000 mL contiene: 10 gr gotma, 5 gr de
extracto de levadura y 10 gr de cloruro de sodizolimen se lleva a 1.000 mL con agua Milli-
Q vy se esteriliza por autoclave. Previa a su atiin se le agrega ampicilina estéril a una

concentracion final de 1Q@y/mL.

Medios de Cultivos Sélidos

Placas LB con Ampicilina: Se agregd 1,5 gr de agar a 100 ml de medio LBusxlavo y se

dej6 enfriar a 50°C. Se agreg6 ampicilina pararastana concentracion final de 100 pg/ml (100
ul del stock de ampicilina de 100 mg/ml) y se répael contenido en cuatro placas de petri
estériles. Se dejaron gelificar, se sellaron caafpia (Pechiney, Chicago, IL-USA) y luego se

guardaron a 4°C.

Placas LB con Ampicilina/IPTG/X-Gal: Se agregd 1,5 gr de agar a 100 ml de medio LB, se
autoclavo y se dejo enfriar a 50°C. Se agrego almpipara obtener una concentracion final de
100 pg/ml (100 pl del stock de ampicilina de 100/miy se agregd IPTG para obtener una
concentracion final de 0,5 mM (100 ul del stocklB&@G 0,5M) y se agregd X-Gal para una
concentracion final de 80 pg/ml (160 pl del stoek XtGal 50 mg/ml). Luego se repartio el
contenido en cuatro placas de petri estériles, egarah gelificar, se sellaron vy luego se

guardaron a 4°C.
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Anexo C: Curva de Calibracién SigmaScan Pro 5.0

Tabla 13: "Datos Curva de Calibracion Intensidad-Cacentracion de proteina.”

ncentracion .
C:;eclfrot:icn: IntenISIdad
(mg/mi) y
0,2839 62696
0,0668 27159
0,0334 16527
0,0167 9673

y=4E-06x /
2=
0,25 RZ2=0,9051

Concenracion de Proteina {mg/ml)
o
o H
= w

0,05 /

0 T T T T T T 1
0 10.000 20.000 30.000 40.000 50.000 60.000 70.0C0

Intensidad (1)

Figura 26: “Curva de calibracion para determinar la relacion intensidad-concentracion de proteina meente
el programa SigmaScan Pro 5.0”
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Anexo D: Hidrofobicidad Superficial

Tabla 14: “Datos teéricos de hidrofobicidad superftial y &rea superficial totalmente expuesta.”

Hidrofobicidad Area total . N
A superficial segun la expuesta de Hidrofobicidad Area Superficial
Aminoacido s réa | escala Miyazawa- cada total para (_:ada Totalmente
uperficial . SO aminoacido
Jermgan amlnoa_czldo ®i M-J Expuesta
®aai M-J Raali
A Ala 710,6 0,39 0,084 0,033 115
R Arg 1379,7 0,20 0,163 0,033 225
N Asn 576,2 0,13 0,068 0,009 150
D Asp 882,4 0,11 0,104 0,011 160
C Cys 104,7 0,82 0,012 0,010 135
Q GIn 237,4 0,15 0,028 0,004 190
E Glu 406,6 0,12 0,048 0,006 180
G Gly 418,8 0,25 0,049 0,012 75
H His 6,3 0,35 0,001 0,000 195
[ lle 231,0 0,97 0,027 0,026 175
L Leu 566,9 0,91 0,067 0,061 170
K Lys 399,2 0,00 0,047 0,000 200
M Met 0,0 0,99 0,000 0,000 185
F Phe 90,1 1,00 0,011 0,011 210
P Pro 470,3 0,15 0,056 0,008 145
S Ser 791,9 0,19 0,093 0,018 115
T Thr 826,4 0,25 0,098 0,024 140
W Trp 23,0 0,78 0,003 0,002 255
Y Tyr 244 0,48 0,003 0,001 230
V Val 221,9 0,77 0,026 0,020 155
Area
(ol outinasa| 472 0,290
nativa

La hidrofobicidad de las colas se estimaron evalada contribuciéon de cada aminoacido
de la secuencia bajo el supuesto de exposiciohdetallos.
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Anexo E: Tablas de datos obtenidos
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Wild Type
Experimento 1
= L Volumen| Actividad Conc’de Actividad Proteing AC“V'O!"%“’ Biomasa | Actividad/Biomasa
raccion mh | (umiy | Proeina poarwy| ol | Especific roars) | (Uigr células)
(mg/ml) (mg) | (U/mg)
Extracelular 250 0,16 0,06 40,80 15,04 2,71 0,46 3436,95
Periplasma TES 15 2,75 0,18 41,21 2,12 15,16
Periplasma Agua 15 78,88 2,96 1183,20 44440 26,65
Soluble 15 20,40 5,51 306,0( 82,66 3,70
Experimento 2
- Volumen| Actividad Conc,de Actividad Proteing Actw@a}d Biomasa | Actividad/Biomasg
Fraccion mh | (umi) | Proeina poarwy| Totl | Especificd rooars) | (Uigr células)
(mg/ml) (mg) | (U/mg)
Extracelular 250 0,19 0,03 48,28 8,02 6,02 0,47 1331,94
Periplasma TES| 15 2,34 0,20 35,09 2,95 11,88
Periplasma Agug 15 32,37 2,01 485,52 30,13 16,11
Soluble 45 1,36 1,88 61,20 84,4( 0,73
Experimento 3
- Volumen| Actividad Conc,de Actividad Proteing Acqua}d Biomasa | Actividad/Biomasg
Fraccion m | (umiy | Proeina poorwy| Towl | Especific oiars) | (Uigr células)
(mg/ml) (mg) | (U/mg)
Extracelular 250 0,29 0,04 72,08 11,22 6,43 0,42 46196
Periplasma TES 15 6,85 0,91 102,82 13,64 7,54
Periplasma Agua 15 13,33 2,31 199,92 34,62 5,77
Soluble 15 7,07 5,27 106,08 79,02 1,34
Experimento 4
- Volumen| Actividad Conc,de Actividad Proteing Acqua}d Biomasa | Actividad/Biomasa
Fraccion mh | (umi) | Proeina poarwy| Totl | Especificd roars) | (Uigr células)
(mg/ml) (mg) | (U/mg)
Extracelular 250 0,25 0,00 62,02 0,51 120,93 0,34 649161
Periplasma TES 15 5,98 0,39 89,76 5,85 15,34
Periplasma Agua 15 22,30 3,02 334,56 45,31 7,38
Soluble 15 5,44 7,76 81,60 116,46 0,70
Cutinasa-
WPWP



Experimento 1

E - Volumen| Actividad Conc’de Actividad Proteing AC“V'O!"%“’ Biomasa | Actividad/Biomasg
raccion mh | (umiy | Proeina poarwy| ol | Especific roars) | (Uigr células)
(mg/ml) (mg) | (U/mg)
Extracelular 250 0,13 0,05 33,32 11,30 2,95 0,41 2099,71
Buffer TES 15 9,28 0,23 139,13 3,44 39,89
Periplasma Agua 15 37,54 2,24 563,04 33,60 16,76
Soluble 15 8,70 5,39 130,56 80,87 1,61
Experimento 2
. Volumen| Actividad Conc’de Actividad Proteing AC“"'O!"’.‘d Biomasa | Actividad/Biomass
Fraccion mh | (umiy | Proeina poarwy| ol | Especifica roars) | (Uigr células)
(mg/ml) (mg) | (U/mg)
Extracelular 250 0,09 0,02 23,12 5,10 4,53 0,40 717,81
Buffer TES 15 2,72 0,53 40,80 7,99 5,10
Periplasma Agua 15 10,88 1,72 163,20 2579 6,33
Soluble 45 1,28 1,10 57,53 49,30 1,16
Experimento 3
- Volumen| Actividad Conc’de Actividad Proteing AC“V'O!"%“’ Biomasa | Actividad/Biomasa
Fraccion mh | (umiy | Proeina poarwy| ol | Especific roars) | (Uigr células)
(mg/ml) (mg) | (U/mg)
Extracelular 250 0,27 0,04 66,64 11,10 6,01 0,41 1366,40
Buffer TES 15 14,09 1,02 211,34 15,29 13,82
Periplasma Agua 15 17,68 1,99 265,20 29,65 8,94
Soluble 15 1,36 5,27 20,40 79,0B 0,26
Experimento 4
- Volumen| Actividad Conc’de Actividad Proteing AC“V'O!"%“’ Biomasa | Actividad/Biomasg
Fraccion mh | (umiy | Proeina poarwy| ol | Especific roars) | (Uigr células)
(mg/ml) (mg) | (U/mg)
Extracelular 250 0,39 0,00 96,56 0,12 784,81 0,32 2344,87
Buffer TES 15 9,63 0,79 144,43 11,80 12,25
Periplasma Agua 15 31,28 3,79 469,20 56,[79 8,26
Soluble 15 2,45 7,40 36,72 111,02 0,33

Cutinasa-
YPY*
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Experimento 1
= L Volumen| Actividad Conc’de Actividad Proteing AC“V'O!"%‘d Biomasa | Actividad/Biomasa
raccion mh | (umiy | Proeina poarwy| ol | Especific roars) | (Uigr células)
(mg/ml) (mg) | (U/mg)
Extracelular 250 0,16 0,05 40,12 12,34 3,25 0,47 2577,84
Buffer TES 15 5,74 0,23 86,09 3,44 25,04
Periplasma Agua 15 53,86 1,14 807,84 17,09 47,28
Soluble 15 18,77 4,97 281,57 74,60 3,771
Experimento 2
- Volumen| Actividad Conc,de Actividad Proteing Actwm!gd Biomasa | Actividad/Biomasg
Fraccion mh | (umi) | Proeina poarwy| Totl | Especificd rooars) | (Uigr células)
(mg/ml) (mg) | (U/mg)
Extracelular 250 0,11 0,02 27,88 6,22 4,48 0,41 1322,87
Buffer TES 15 1,93 0,20 28,97 3,03 9,55
Periplasma Agua 15 27,20 1,83 408,00 27,39 14,89
Soluble 45 1,80 2,29 80,78 103,07 0,78
Experimento 3
- Volumen| Actividad Conc,de Actividad Proteing Acqua}d Biomasa | Actividad/Biomasa
Fraccion m | (umiy | Proeina roorwy| ol | Especificd roars) | (Uigr células)
(mg/ml) (mg) | (U/mg)
Extracelular 250 0,38 0,06 94,52 16,17 5,84 0,37 894,96
Buffer TES 15 571 0,73 85,68 10,96 7,82
Periplasma Agua 15 8,43 1,26 126,48 18,p3 6,68
Soluble 15 1,90 5,59 28,56 83,8B 0,34
Experimento 4
- Volumen| Actividad Conc’de Actividad Proteing AC“V'O!"%‘d Biomasa | Actividad/Biomasa
Fraccion mh | (umiy | Proeina poarwy| ol | Especific roiars) | (Uigr células)
(mg/ml) (mg) | (U/mg)
Extracelular 250 0,23 0,00 58,48 0,34 172,03 0,35 1700,47
Buffer TES 15 5,98 0,33 89,76 4,88 18,38
Periplasma Agua 15 26,66 2,78 399,84 41,69 9,59
Soluble 15 3,26 7,63 48,96 114,39 0,43

Cutinasa-
YYY

Experimento 1
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= L Volumen| Actividad Conc’de Actividad Proteing AC“V'O!"%“’ Biomasa | Actividad/Biomasa
raccion m | (umiy | Proeina poarwy| ol | Especific roars) | (Uigr células)
(mg/ml) (mg) | (U/mg)
Extracelular 250 0,01 0,02 3,06 4,88 0,63 0,32 139,81
Buffer TES 15 1,02 0,04 15,30 0,56 27,2(
Periplasma Agua 15 1,16 0,02 17,34 3,45 5,08
Soluble 15 0,61 0,16 9,18 24,38 0,38
Experimento 2
- Volumen| Actividad Conc’de Actividad Proteing AC“V'O!"%“’ Biomasa | Actividad/Biomasa
Fraccion mh | (umiy | Proeina poarwy| ol | Especific roars) | (Uigr células)
(mg/ml) (mg) | (U/mg)
Extracelular 250 0,00 0,02 0,00 5,75 0,00 0,34 9,32
Buffer TES 15 0,00 0,10 0,00 1,50 0,00
Periplasma Agug 15 0,14 2,75 2,10 41,25 0,05
Soluble 15 0,07 5,30 1,05 79,50 0,01
Experimento 3
- Volumen| Actividad Conc,de Actividad Proteing Actw@a}d Biomasa | Actividad/Biomasa
Fraccion mh | (umi) | Proeina poarwy| Totl | Especificd roars) | (Uigr células)
(mg/ml) (mg) | (U/mg)
Extracelular 250 0,00 0,05 0,00 12,50 0,00 0,24 1,23
Buffer TES 15 0,00 0,13 0,00 1,97 0,00
Periplasma Agua 15 0,00 1,09 0,00 16,85 0,00
Soluble 15 0,02 6,05 0,30 90,7b 0,00
Experimento 4
- Volumen| Actividad Conc,de Actividad Proteing Acqua}d Biomasa | Actividad/Biomasg
Fraccion m) | (umiy | Proeina roorwy| Totl | Especificd oiars) | (Uigr células)
(mg/ml) (mg) | (U/mg)
Extracelular 250 0,01 0,04 2,50 10,50 0,24 0,30 48,99
Buffer TES 15 0,04 0,08 0,60 1,20 0,50
Periplasma Agua 15 0,50 0,46 7,50 6,90 1,09
Soluble 15 0,26 2,91 3,90 43,65 0,09

Anexo F: Graficos de las fracciones restantes obtelas
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Gréficos Fracciones Cutinasa Wild-Type:
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Gréficos Fracciones Cutinasa-WPWP:
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Gréficos Fracciones Cutinasa-YPY?*:

Cutinasa-YPY* A Cutinasa-YPY*
100 20
20 —
B E 15
= 2
g % 5
= 2 10—
L g
€ 40 £
z L
E N l .l
0 - ; . . 0  —
Extracelularl Extracelular2 Extracelular3 Extracelulard Extracelularl Extracelular? Extracelular3  Extracelular 4
Cutinasa-YPY* C Cutinasa-YPY*
15
100
i )
*E- ol E
3 =
2 60 4 s
- -
= [}
-} £
E 40 2 5
3 2
-5
ol l J .
0 4 T T 0.+ T T
TES'1 TES 2 TES 3 TES & TES1 TES 2 TES 3 TES 4
Cutinasa-YPY* E Cutinasa-YPY*
300 140
120
250 —— _
= £ 100
Z 200 +— =
z E 80
= 5]
150 =
E E 80—
E 100 2
3 P 40 ——
a
50 _ l 20 [
ol , 1 .: 0- : . :
Soluble T Soluble 2 Soluble 3 Soluble 4 Soluble 1 Soluble2 Soluble s Soluble 4

67




Gréaficos Fracciones Cutinasa-YYY
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Anexo G: Fotografias de Geles SDS

Cutinasa Cutinasa Cutinasa
Wild Type WPWP YPY*

137 -
85 -

48 -

34 -

Cutinasa
26 -

19 -

Figura 27: "Gel de poliacrilamida con las muestrasorrespondientes a la fraccién extracelular de lautinasa
nativa y de las modificadas con las colas WPWP e YP'. (Periplasma 2)

Cutinasa Cutinasa Cutinasa
Wild Type WPWP YPY*

117 -
85 -

48 -

34 -

26 - < Cutinasa

BT

19 -

Figura 28: "Gel de poliacrilamida con las muestracorrespondientes a la fraccién en buffer TES de la
cutinasa nativa y de las modificadas con las col®8PWP e YPY*” (Periplasma 2)
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Cutinasa Cutinasa Cutinasa
Wild Type WPWP YPY~*

117 -
85 -

48 -

34 -

26 - Cutinasa

19-

Figura 29: "Gel de poliacrilamida con las muestracorrespondientes a la fraccion soluble de la cutisa
nativa y de las modificadas con las colas WPWP e YP’ (Periplasma 2)

Cutinasa Cutinasa Cutinasa
Wild Type WPWP YPY*

117 -
85 -

48 -

34 -

26 - : T Cutinasa

19 -

~piameanger.

Figura 30:"Gel de poliacrilamida con las muestras arrespondientes a la fraccion insoluble de la cutasa
nativa y de las modificadas con las colas WPWP e YP’ (Periplasma 2)

Anexo H: Tablas de Datos Fracciones colectadas enHlIC a Periplasma 4
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muestra Wild-Type."

Tabla 15: "Actividad Total y Proteina Total de lasfracciones obtenidas en la HIC realizada a Periplasa 4

. , Actividad

Fraccion ?-th;dad Proteina Total especifica
otal (U) (mg) (U/mg)
18 0,41 0,14 2,97
19 1,02 0,13 7,98
20 1,81 0,12 15,16
21 9,11 0,14 64,01
22 7,26 0,09 83,25
23 0,95 0,04 23,52
24 0,15 0,02 7,41

Tabla 16: "Actividad Total y Proteina Total de lasfracciones obtenidas en la HIC realizada a Periplasa 4
muestra Cutinasa-WPWP".

Fraccion Actividad Total | Proteina Total ;c;:evcll’cfliac :
(v) (meg) (U/me)
18 0,57 0,15 3,84
19 1,44 0,14 10,45
20 5,37 0,12 44,93
21 8,7 0,17 52,14
22 4,96 0,11 45,49
23 1,13 0,05 21,10
24 0,21 0,02 8,56

muestra Cutinasa-YPY*"

Tabla 17: "Actividad Total y Proteina Total de lasfracciones obtenidas en la HIC realizada a Periplasa 4

Fraccion Actividad Proteina :sC;Ie\::I;iac :
Total (U) Total (mg) (U/meg)

18 0,56 0,15 3,61

19 1,40 0,14 10,15
20 4,69 0,14 34,09
21 8,09 0,19 42,36
22 5,24 0,13 39,87
23 1,46 0,06 24,83
24 0,25 0,02 10,19

Anexo |: Estimacion de los DRT para Periplasma 2 3.
Periplasma 2
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HIC Periplasma 2 Cut-Wild Type
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Grafico 10: "Estimacion de DRT para Periplasma 2 deCutinasa Wild-Type"
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Gréafico 11: "Estimacion de DRT para Periplasma 2 deCutinasa-WPWP".
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Grafico 12: "Estimacién de DRT para Periplasma 2 deCutinasa-YPY*"

Tabla 18: "DRT de las cutinasas nativa y modificada de la muestra Periplasma 2"

Periplasma 2
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Wiy WP YP

Vo 5,53 5,51 5,46

\ii 17,53 17,43 17,18

Vr 14,09 14,1 14,2
DRT 0,713 0,721 0,746

% Dif c/r a Wty 0 +1,0 +4,3

Periplasma 3
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Gréfico 13: "Estimacion de DRT para Periplasma 3 deCutinasa Wild-Type"
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Gréfico 14: "Estimacion de DRT para Periplasma 3 deCutinasa WPWP"
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HIC Periplasma 3 Cut-YPY*
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Grafico 15: "Estimaciéon de DRT para Periplasma 3 deCutinasa YPY*"

Tabla 19: "DRT de las cutinasas nativa y modificada de la muestra Periplasma 3".

Periplasma 3
Wty WP YP
Vo 5,53 5,46 5,53
\Yii 17,47 17,49 17,14
Vr 14,10 14,3 14,4
DRT 0,718 0,735 0,764
% Dif c/ra WTy 0 +2,3 + 6,1
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