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Propésito y Método de Estudio: CusF3H+y SmbP son dos proteinas de fusion
descubiertas recientemente que han demostrado un gran potencial para la produccién
de proteinas recombinantes en Escherichia coli. Estas proteinas pueden ser expresadas
en el periplasma de E. coli por la via Sec si cuentan con su péptido sefial nativo; en este
trabajo se intercambid esta secuencia sefial en la proteina SmbP para el transporte de
proteinas por medio de la via Tat al periplasma de la célula. La proteinas roja y verde
fluorescentes fueron transportadas por esta via al ser marcadas con TorA-SmbP. La
lunasina es un péptido de 43 aminoacidos aislado de la semilla de la soya con actividad
anticancerigena, quimiopreventiva, antioxidante, antiinflamatoria e inmunomodulador.
Sin embargo, los métodos de obtencion son muy costosos, por ello este péptido se
expresé y purificé en Escherichia coli marcado con las proteinas de union a metales
SmbP y CusF3H+. Synechocystis sp. PCC 6803 es una cianobacteria que tiene la
cualidad de utilizar el CO2 como fuente de carbono. Este potencial la vuelve interesante
para la produccion de enzimas recombinantes. La fotodescarboxilasa de &cidos grasos
es una enzima que cataliza la descarboxilacion de &cidos grasos convirtiéndolos en
hidrocarburos utilizando luz los cuéles pueden tener potencial uso como biocombustibles
La metodologia consistid en lo siguiente: para la expresion de GFP y RFP con TorA-
SmbP y lunasina con SmbP y CusF3H+ 1) se construyeron los plasmidos, 2)
Transformacion de E. coli DH5a, 3) Extraccion del ADN plasmidico, 4) Analisis
confirmatorio por PCR, 5) Transformacién de E. coli BL21(DE3), 6) Expresion de
proteinas, 7) Purificacion por cromatografia de afinidad con iones metdlicos
inmovilizados, 8) Cuantificacion de GFP y RFP por fluorescencia y lunasina por método
Bradford, 9) Medicion de la actividad antioxidante de la lunasina; para generar el
plasmido para la insercion de la enzima FAP en Synechocystis sp. PCC 6803 con
CRISPR/Cpfl 1) disefio del crRNA, 2) construccién del plasmido CRISPR/Cpfl con
crRNA, 3) transformacion de E. coli DH5q, 4) disefio del molde reparador e insercion en
el plasmido de edicion mediante la técnica del ensamble de Gibson. 5) Secuenciar el
plasmido obtenido para confirmar el ensamble y el crRNA.



Contribuciones y conclusiones: en este estudio se obtuvieron diferentes
construcciones que contienen la proteina SmbP como proteina de fusién junto con el
péptido sefial de TorA para la expresion y transporte de las proteinas roja y verde
fluorescentes en el periplasma de Escherichia coli. Los resultados mostraron que SmbP
es una proteina de fusion capaz de producir proteinas activas y transportadas al
periplasma de la célula por medio de la via Tat; por lo tanto, SmbP es una proteina de
fusién versatil que permite expresion de proteinas ya sea por la via Sec o la via Tat.
También se realizé la produccién del péptido lunasina en el citoplasma de E. coli. Se
purific6 mediante cromatografia IMAC y se cuantificaron los niveles de la quimera pura
obteniendo una mayor produccioén en las construcciones de SmbP+eyv-Luny CusF3H+rgv-
Lun. Asi mismo, se logré la produccién de la lunasina en repeticiones tandem siendo la
primera vez que se realizar con este péptido en E. coli. Se evalu6 la actividad
antioxidante de la lunasina y la lunasina en tindem obteniendo 30% y 16% de inhibicion,
mientras que para las quimeras CusF3H+c-Lun, CusF3H+¢-Lunx2 y CusF3H+fue de 9%,
6% y 6% respectivamente. Asi mismo, se generd el plasmido pCpflb_crRM utilizando el
ensamble de Gibson para la insercion de la fotoenzima sustituyendo el gen nblA del
genoma de la cianobacteria Synechocystis sp. PCC 6803.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCCION

Desde la llegada de la produccion de proteinas recombinantes, la
aplicacion de proteinas terapéuticas como productos biofarmacéuticos ha
evolucionado notablemente!. Una gran variedad de productos farmacéuticos hoy
en dia son producidos de manera recombinante?. Las proteinas y los péptidos
son de gran interés en el sector biofarmacéutico encontrandose una gran
cantidad como farmacos en el mercado y actualmente otra gran variedad se

encuentran en pruebas preclinicas y clinicas®4.

De manera natural han sido identificados un gran nimero de péptidos que
juegan un rol crucial en la fisiologia humana como neurotransmisores, hormonas,
factores de crecimiento y ligandos de canales idnicos. Esto los convierte en

potenciales candidatos a ser utilizados como péptidos terapéuticos*®.

La lunasina es un péptido de 43 aminoacidos aislado de la soya y de otras
semillas y cereales®” que posee efectos quimiopreventivos y anticancerigenos.
Se compone de 4 regiones: los residuos del 1-22 tienen una funcioén desconocida,
los residuos del 23-31 dirigen la lunasina a la cromatina, los residuos 32-34

internalizan a la lunasina dentro del nucleo, los residuos 35-43 es una cola



poliaspartica la cual es la responsable de una union directa al centro de las
histonas dentro de la cromatina®1°. Ademas, ha demostrado tener un gran

potencial como antioxidante y anti-inflamatorio®?.

Actualmente, la lunasina puede ser obtenida por dos diferentes medios:
purificarla de fuentes naturales o producirla mediante sintesis quimica. El primero
de ellos parece ser muy laborioso mientras que el segundo puede ser rapido y
efectivo, pero con un costo de manufactura muy alto, ademas, de no ser amigable
con el medio ambiente'?. En comparacién con estos métodos, la tecnologia del
ADN recombinante ofrece el medio mas rentable para la produccién de péptidos

a gran escala mediante el uso de sustratos de bajo costo.

La produccién de combustibles de fuentes renovables continda siendo una
de las alternativas a la reduccion de la dependencia del petréleo. Los alcanos y
alquenos de diferentes longitudes de cadena son blancos importantes debido a
que son el mayor componente de la gasolina (C5-C9 hidrocarburos),
combustibles para aviones (C5-C16) y diésel (C12-C20). Algunas especies de
microalgas como Chlamydomonas reinhardtii y Chlorella variabilis han
demostrado producir hidrocarburos a partir de acidos grasos utilizando una ruta

dependiente de luz?®3.

La fotodexcarboxilasa de acidos grasos (FAP por sus siglas en inglés fatty
acid photodecarboxylase) es una fotoenzima aislada de la microalga Chlorella
variabilis NC64A la cual tiene la capacidad de convertir acidos grasos en alcanos
o alquenos utilizando luz azul. Este tipo de enzimas son dependientes de luz, ya

gue necesitan de un flujo de fotones para permanecer cataliticamente activas!®.



Este tipo de enzimas son de gran interés debido a que pueden ser una alternativa

a la produccion de biocombustibles de fuentes renovables.

Para la producciéon de proteinas recombinantes existe una gran cantidad
de hospederos que son utilizados. Las principales plataformas utilizadas van
desde bacterias, levaduras y hongos hasta organismos superiores. Los sistemas
bacterianos son ampliamente utilizados para la produccién de proteinas
recombinantes. Estos ofrecen ciertas ventajas: i) tienen altos niveles de
expresion de proteinas recombinantes, ii) rapida multiplicacion celular, iii) medios

de cultivos con requerimientos simples315,

Las cianobacterias son un grupo de microrganismos fotosintéticos que son
de gran interés debido a que pueden ser utilizadas como biofabricas
aprovechando su facilidad de utilizar CO2 y luz para crecer. Synechocystis sp.
PCC 6803 es un ejemplo de este tipo de microorganismo demostrando tener un
metabolismo del carbono muy versatil creciendo bajo condiciones
fotoautotroéficas, mixotréficas y heterotréficas®. Sin embargo, el mayor obstaculo
en la modificacion de este grupo de bacterias para utilizarlos como biofabricas es
la carencia de herramientas genéticas modernas y precisas como las que ya
existen en otros microorganismos procariotas que han sido extensivamente

estudiados como Escherichia colil7:18,

E. coli sigue siendo uno de los mas atractivos sistemas de expresion
bacteriana y productor de proteinas recombinantes debido a que es uno de los
sistemas mas faciles, rapidos y baratos de utilizar. Ademas, se encuentra bien

caracterizado metabdlica y fisiolégicamente, tiene una taza de crecimiento



rapida, se tiene bien caracterizada su genética y existen numerosas herramientas
para manipularla genéticamente. Sin embargo, existen ciertas desventajas al
utilizar los sistemas bacterianos como E. coli: i) se puede obtener una incorrecta
plegacion de la proteina, ii) formacion de cuerpos de inclusion iii) la carencia de
modificaciones postranscripcionales, iv) degradacion por proteasas del

hospedero31519,

Una de las estrategias para afrontar estos problemas es adicionando una
proteina de fusion la cual le conferira ciertas caracteristicas como: el incremento
en los rendimientos de expresion, obtener proteinas mas solubles y activas,
disminuir la formacién de cuerpos de inclusion y muchas de estas tienen la
caracteristica de ser afines a un ligando facilitando los procesos de

purificacion®-2°,

Asi mismo, existen proteinas que necesitan ciertas modificaciones, como
la formacion de enlaces disulfuro, para su correcto plegamiento. En este caso es
necesario que contengan una secuencia sefal para secretarlas en el espacio
periplasmico?. La secuencia sefial Tat (Twin Arginine Translocase), a pesar de
no ser tan utilizados como los del sistema Sec, son atractivos por su capacidad
de transportar proteinas completamente plegadas al periplasma o proteinas que
requieren cofactores para su completa actividad. Ademas esto puede ser una
ventaja debido a que se pueden extraer las proteinas recombinantes del

periplasma conteniendo menos contaminantes y proteasas del hospedero??.

En muchos de los casos es necesario remover la proteina de fusion de la

proteina de interés debido a que podria afectar la estructura y la funcionalidad de



la misma?3. La enteroquinasa es una peptidasa que reconoce la secuencia
(Asp)4-Lis y corta en el extremo C-terminal de esta secuencia. Esta proteasa es
una de las mas utilizadas y la convierte en un reactivo esencial en la produccion
de proteinas recombinantes en Escherichia coli ya que colocando esta secuencia
entre una proteina de fusion y la proteina de interés permitira la separacion de
ambas?*. Sin embargo, los precios de esta proteasa pueden ser elevados, 2560
unidades de enteroquinasa tienen un costo aproximado de $424.00 délares (New

England Biolabs).

El término Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
(CRISPR) y las proteinas asociadas (Cas) se han llegado a convertir en una
herramienta util para la edicion genética. CRISPR constituye un sistema inmune
adaptativo en una gran variedad de bacterias y arqueas en contra de ADN
extrafio. El descubrimiento y caracterizacion de CRISPR y los genes Cas ha
permitido a los investigadores aplicar este sistema en microorganismos para
mantener su integridad gendmica para disminuir los efectos de ADN extrafio, asi
como modificar y manipular ADN gendémico por la introduccién de rupturas de
doble cadena dando lugar a la alteracién de secuencias por rutas de reparacion

endbgenas?®26,

La herramienta CRISPR ha sido utilizada para editar o regular genes de
diversos microorganismos como Escherichia coli?”~2°, Bacillus subtilis®0,
Lactobacillus reuteri®* y Synechococcus elongatus?!®. Por esto CRISPR es una
técnica muy util para la edicion gendmica de microorganismos, como las

cianobacterias, que son dificiles de modificar.



Debido a todo esto, se utilizara el péptido sefial TorA de la ruta tat para producir
proteinas periplasmicas con la pequefia proteina de union a metales SmbP, se
producira el péptido lunasina en el citoplasma de Escherichia coli utilizando
CusF3H+y SmbP y se construira un plasmido utilizando el ensamble de Gibson
para la integracion del gen de la enzima FAP con CRISPR/Cpfl en Synechocystis

sp PCC 6803.



CAPITULO 2

2. ANTECEDENTES

2.1Sistemas de expresion con proteinas de fusion
Yu-Dong Li et al. (2009) probaron el potencial del péptido sefial Tat de la proteina
DagA de Streptomyces coelicolor para mejorar el transporte de proteinas al
periplasma. En este estudio se utilizo E. coli BL21(DE3) para expresar la proteina
verde fluorescente (GFP) utilizando este péptido y promover la expresion al
periplasma. Estos resultados muestran que GFP fue transportada en su forma

activa debido a que mostr6 la fluorescencia caracteristica.

Heli I. Alanen et al. (2015) realizaron la expresion de diferentes proteinas de
interés farmacéutico que contienen enlaces disulfuro para su correcto
plegamiento (interferon a2b, hormona del crecimiento humana (hGH) y dos
fragmentos de anticuerpos). En este estudio se realizo la expresion de estas

proteinas en E. coli CyDisCo conteniendo el péptido sefial de la proteina TorA?,

Vargas-Cortez et al. (2016) utilizaron la proteina pequefia de union a metales
(SmbP) del periplasma de Nitrosomonas europea como proteina de fusion para
la expresion de proteinas recombinantes en E. coli. Est4 proteina tiene la

capacidad de unirse a una gran variedad de metales divalentes como el Ni(ll). Se



expreso la proteina verde fluorescente (GFP) marcada con SmbP mostrando
altos niveles de proteina soluble comparado con la proteina de unién a la maltosa
(MBP) y la enzima glutation S transferasa (GST). Para purificarla se utilizé una

resina IMAC cargada con Ni(ll) obteniendo altos niveles de pureza®.

Por otra parte, Cantu-Bustos et al. (2016) utilizaron la proteina CusF del
periplasma de E. coli como proteina de fusion para la expresion de proteinas
recombinantes. Esta proteina juega un rol importante en la resistencia de E. coli
a elevados niveles de cobre y plata. Se expres6 GFP marcada con CusF
mostrando altos niveles de fluorescencia comparado con las proteinas de fusion
MBP y GST. Asi mismo, CusF produjo grandes cantidades de proteina soluble

con bajos niveles de cuerpos de inclusion34.

No obstante, Vargas-Cortez et al. (2017) realizaron una modificacion a la proteina
de fusién CusF adicionando 3 histidinas extras por mutagénesis dirigida para
aumentar su afinidad al Ni(ll). EstAd mejora permite que esta proteina de fusion,
denominada CusF3H+, mejore la pureza utilizando cromatografia IMAC.
Ademas, la expresion y purificacion de GFP marcado con esta proteina de fusion
no afectd su capacidad de incrementar la expresion proteica y la pureza se
mejoro considerablemente después de ser sometida a cromatografia IMAC con

Ni(11)3s.

2.2Produccion de la lunasina
Rihards Alexis et al. (2016) analizaron las propiedades de la lunasina oxidada y
reducida encontrando que las secuencias de las regiones Trp3-Lys12 y Pro21

lle30 tienen una alta tendencia a formar alfa hélices, mientras que la cola



poliaspartica tiene una tendencia a formar una lamina beta. Para realizar estas
pruebas se expreso la lunasina con la proteina de fusion MBP con una etiqueta
de histidina obteniendo un 90% de pureza y un rendimiento de 3 mg de lunasina

por 1 litro de cultivo expresado®®.

Qinghua Tian et al. (2017) obtuvieron de manera recombinante la lunasina
utilizando el Hirudin como nueva proteina de fusion. En este estudio se obtuvo
un rendimiento de 86 mg/L de la lunasina con una pureza mayor al 95%. Asi
mismo se probo la actividad apoptética contra las lineas celulares de cancer de
colon humano (HCT-116), cancer de mama humano estrégeno-independiente
(MDA-MB-231), hepatoma humano (HepG2) y en células epiteliales humanas
normales (SRA01/04) demostrando tener la actividad en las primeras dos lineas

celulares mencionadas?’.

2.3Produccion de enteroquinasa
Haarin Chun et al. (2012) produjeron la enteroquinasa de cadena ligera bovina
en el citoplasma de E. coli utilizando la proteina disulfuro isomerasa (PDI) como
proteina de fusion la cual tiene la capacidad de catalizar la formacion de enlaces
disulfuro. Con la finalidad de mejorar la afinidad al sitio de reconocimiento de la
enteroquinasa (DDDDK), se realizaron sustituciones en Tyrl74 por un
aminoéacido basico y en Lys99 por con una metionina o una glutamina. Estos
resultados mostraron tener mayor afinidad DDDDK que la version wild type de la

enteroquinasa?*.

Wolfgang Skala et al. (2013) desarrollaron una metodologia para la produccion

de la enteroquinasa de cadena ligera bovina. Sin embargo, esta metodologia



implica la expresibn de la enteroquinasa como cuerpos de inclusion,
solubilizarlos, realizar el plegamiento in vitro, realizar la concentracion de la
proteinay finalmente purificarla. Este proceso puede volverse costoso y laborioso
debido a que es necesario solubilizar y replegar la enteroquinasa para obtenerla
en su forma activa reportando hasta 8 dias de proceso de produccion. Los

rendimientos obtenidos con este proceso son de 1.7 mg/L de cultivo8.

2.4Edicién genética con el sistema CRISPR
Kristen E. Wendt et al. (2016) determinaron que la enzima Cas9 era toxica en
cianobacterias por lo cual se cambid a un vector que permitié la expresion del
gen Cas9 obteniendo un 100% de edicion. En este trabajo se elimind el gen nblA
el cual es un elemento esencial para la degradacion del ficobilisoma de la
cianobacteria Synechococcus elongatus UTEX 2973. Cuando esta cepa crece
en medio carente de nitrato exhibe un blanqueamiento de verde a amarillo
mientras que las mutantes carentes del gen nblA en las mismas condiciones
permanecian en color verde lo cual era un indicio de que este gen fue eliminado

satisfactoriamente?ls,

Justin Ungerer et al. (2016) demostraron que empelando el Cpfl de Francisella
novicida, una nueva nucleasa del sistema CRISPR, no era toxica en
cianobacteria comparado con la nucleasa Cas9. En este trabajo se realizaron
mutaciones puntuales, eliminacion e insercion de genes en tres cianobacterias:
Synechococcus UTEX 2973, Synechocystis 6803 y Anbaena 7120. El desarrollo
de este sistema de edicion gendmica es un acercamiento para la modificacion

genética de diversas especias de cianobacterial’.



Hong Zhang et al. (2017) desarrollan una optimizacion del sistema CRISPR/Cas9
empleando una innovadora estrategia de dos pasos para la edicibn genémica
eficiente de cualquier sitio el cual no depende de la disponibilidad de secuencias
PAM (protospacer adjacent motif) utilizando E. coli como microorganismo a
modificar. En este trabajo se desarrolla en un primer paso la adicion de un casete
de resistencia a antibidticos cerca de los sitios blanco para posteriormente
realizar la seleccién de las transformantes en placas que contienen el antibiético
seleccionado. Subsecuentemente la secuencia del casete de resistencia a
antibioticos es empleada como blanco de corte por Cas9 para finalmente ser
remplazado por cualquier secuencia de ADN por HDR (homology-directed

repair)?’.



CAPITULO 3

3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1Hipotesis
Las proteinas recombinantes marcadas con TorA-SmbP son transportadas al
periplasma de Escherichia coli por medio de la via Tat plegadas y activas. Las
proteinas de unién a metales SmbP y CusF3H+ mejoran la producciéon del

péptido lunasina en E. coli.

Utilizando el método de Gibson es posible construir un plasmido para la edicion
gendmica de Synechocystis sp. PCC 6803 con el gen nblA como sitio blanco y la

insercion del gen de la fotoenzima descarboxilasa de acidos grasos.

3.20bjetivo General
Producir proteinas recombinantes en el periplasma de Escherichia coli marcadas
con SmbP por medio de la via Tat; expresar y purificar la lunasina recombinante
en la misma bacteria y construir un plasmido para la edicibn genomica de

Synechocystis sp. PCC 6803 con CRISPR/Cpf1.

3.30bjetivos Especificos
» Expresar, purificar y cuantificar las proteinas verde y roja fluorescentes en

el periplasma de Escherichia coli marcadas con TorA-SmbP.



Construir vectores de expresion que contengan las proteinas de fusion
SmbP, CusF3H+ y el gen de la lunasina.

Expresar y purificar la lunasina recombinante utilizando el sistema de
expresion de proteinas de fusion CusF3H+ y SmbP en Escherichia coli.
Evaluar actividad antioxidante de la lunasina mediante la capacidad de
captacion de radicales ABTS.

Disefiar el crRNA que tenga como blanco el gen NblA y los brazos de
homologia para el molde reparador que contenga el gen de la enzima FAP.
Ensamblar el molde reparador y el crRNA en el plasmido Cpflb para
obtener el plasmido de edicion con CRISPR/Cpflb y confirmarlo por

secuenciacion.



CAPITULO 4

4. METODOLOGIA

4.10btencion del inserto TorAps-SmbP

El inserto de TorAps-SmbP se encontraba contenido en el plasmido
pUCS57 por lo cual se realizé una digestion para su obtencion. Para la digestion
se utilizaron las enzimas de restriccion Ndel (New England Biolabs, NEB) y Kpnl
(New England Biolabs, NEB) ya que el inserto de TorAps-SmbP contenia el sitio
de corte para estas enzimas. La reaccion se llevd a un volumen final de 50 pL
conteniendo los siguientes reactivos: 2 uL (1 ug) de ADN plasmidico (pUC57-
TorAps-SmbP), 5 uL de solucién amortiguadora 1.1 10x (NEB), 41 pL de agua
mQ. La digestidn se llevé de manera simultanea adicionando 1 pL de la enzima
Ndel y 1 yL de la enzima Kpnl, se dejo incubar durante 2 horas a 37 °C. Las
digestiones se llevaron a cabo en una incubadora marca LabTech (modelo LSI-
3016A). Una vez terminada la digestion, se purificd utilizando el kit QIAQUICK

GEL EXTRACTION.



4.2 Amplificacion del inserto Lunasina
Para la amplificacion de Lunasina (Lun) se disefiaron iniciadores
especificos conteniendo el sitio de corte para las enzimas de restriccion Ncol para

el iniciador delantero y Xhol para el iniciador reverso (ver Tabla 1).

Tabla 1. Iniciadores utilizados para la amplificacién de Lun.

Iniciador Secuencia de nucleétidos

o 5 — ATGCATGCACCATGGCTAGCAAATGGCAGCATCAGC -3
Lun iniciador delantero

o 5 — ATGCATGCACTCGAGTTAATTATCGTCATCGTCATC -3’
Lun iniciador reverso

La amplificacion se llevd a cabo en un volumen final de 50 pL en
microtubos para PCR de 200 pL. La reaccion contenia los siguientes reactivos: 1
ML (aproximadamente 10 ng) de ADN del inserto Lun, 5 pL de solucion
amortiguadora de reaccion, 3 uL de iniciador delantero (60 pmoles), 3 uL de
iniciador reverso (60 pmoles), 1.5 pyL (10nM) de dNTPs, 0.5 uyL de Vent
polimerasa y se completé la reaccion con 36 uL de agua mQ. La amplificacion se
realiz6 en un termociclador marca Techme (modelo 3Prime) con las siguientes
condiciones: el primer paso fue de 2 minutos a 95 °C, el segundo paso fueron 30
ciclos de desnaturalizacion por 1 minuto a 95 °C, alineamiento por 1 minuto a 58
°C y elongacion por 45 segundos a 72 °C y el tercer paso fue una extension final
por 5 minutos a 72 °C. Se realiz0 una electroforesis en gel de agarosa al 0.7%
con TAE como solucién amortiguadora para confirmar las amplificaciones y se

purificaron utilizando el kit QIAQUICK GEL EXTRACTION de Qiagen.



4.30btencion del inserto Lunasinax?2
El inserto de Lunasinax2 (Lunx2) es la secuencia de la lunasina en tandem de 2
repeticiones separado por el sitio de corte de la hidroxilamina. Este se encontraba
contenido en el plasmido pUC57 por lo cual se realizé una digestion para su
obtencion. Para la digestion se utilizaron las enzimas de restriccion Ncol (New
England Biolabs, NEB) y Xhol (New England Biolabs, NEB) ya que el inserto de
Lunx2 contenia el sitio de corte para estas enzimas. La reaccion se llevo a un
volumen final de 10 pL conteniendo los siguientes reactivos: 5.5 pL (2 ug) de ADN
plasmidico (pUC57_Lunx2), 1 yL de solucion amortiguadora 3.1 10x (NEB), 1.5
ML de agua mQ. La digestion se llevd de manera simultanea adicionando 1 uL de
la enzima Ncol y 1 uL de la enzima Xhol, se dejé incubar durante 2 horas a 37
°C. Las digestiones se llevaron a cabo en una incubadora marca LabTech
(modelo LSI-3016A). Una vez terminada la digestion, se purificé utilizando el kit

QIAQUICK GEL EXTRACTION.

4.4Construccién de plasmidos

4.4.1 Construccion de pET30a-TorAps-SmbP-RFP
Se emplearon técnicas convencionales de clonacion (digestion, ligacion y

transformacion) para la construccion de este plasmido.

4.4.1.1 Digestion del plasmido pET30a-PelBps-SmbP-RFP e inserto
TorAps-SmbP

Se realizo la digestion del inserto TorAps-SmbP y del plasmido pET30a-

PelBps-SmbP-RFP. Cabe destacar que ya se contaba con este plasmido que

contiene el gen de RFP al cual mediante la digestion se le sustrajo la proteina de



fusion PelBps-SmbP. La digestion se llevo a cabo con las enzimas de restriccion
Ndel (New England Biolabs, NEB) y Kpnl (New England Biolabs, NEB). Para la
digestion del plasmido pET30a-PelBps-SmbP-RFP, la reaccion se llevé a un
volumen final de 50 pL y consistio en los siguientes reactivos: 12.1 yL (1000 ug)
del plasmido pET30a-PelBps-SmbP-RFP, 5 pyL de solucién amortiguadora 1.1
10x (New England Biolabs, NEB) y 29.9 uL de agua mQ. La digestion se llevé de
manera simultanea adicionando 1 pyL de la enzima Ndel (NEB) y 1 uL de la
enzima Kpnl (NEB), se dej6é incubar durante 2 horas a 37 °C y por altimo se
agregdé 1 uL de SAP (NEB) dejando incubar por 1 hora mas a 37 °C. Las
digestiones se llevaron a cabo en una incubadora marca LabTech (modelo LSI-
3016A). Una vez terminada la digestion, se purificd utilizando el kit QIAQUICK

GEL EXTRACTION.

La digestidn del inserto TorAps-SmbP se llevé a cabo en el punto 4.1.

4.4.1.2 Ligacion del plasmido pET30a-RFP e inserto TorAps-SmbP

La reaccion de ligacién se llevo a cabo en un volumen final de 20 pyL y
consistié en los siguientes reactivos: 3 uL de pET30-RFP previamente digerido,
4 uL de inserto (CusFps-SmbP, PelBps-SmbP y CusF3H+), 2 uL de solucién
amortiguadora de ligasa 10x (BioBasic), 10 uyL de agua mQ y 1 uL de T4 DNA
ligasa. Como control negativo se llevd a cabo una reaccién con 0 yL de inserto
conteniendo los mismos reactivos de la reaccién solo que se completo el volumen
final con 14 uL de agua mQ. La reaccion se incub6 a 4 °C toda la noche (16
horas). Finalmente, la T4 DNA ligasa fue inactivada a 65 °C durante 10 minutos

como sugiere el fabricante (BioBasic).



4.4.1.3 Transformacion de pET30a-TorAps-SmbP-RFP en E. coli
DH5a

La transformacién se llevo a cabo en la cepa de E. coli DH5a la cual es
especial para la propagacién de ADN plasmidico. Se emplearon 5 pL del producto
de ligacion inactivado previamente en 50 uL de células de E. coli DH5a rubidio-
competentes en un microtubo eppendorf de 1.5 ml en hielo y se incub6 de 20 a
30 minutos. Posteriormente se procedio a realizar el choque térmico a 44 °C
durante 45 segundos y se llevd de nuevo a incubaciéon en hielo durante dos
minutos, después de esto se le adicionaron 800 uL de caldo LB, se mezclé
suavemente y se incubo6 1 hora a 37 °C con agitacion a 200 rpm. Después del
tiempo de incubacion, se centrifugaron los tubos a 10000 rpm durante 2 minutos,
se retir6 el sobrenadante dejando aproximadamente 50 uL del caldo LB. Las
células fueron resuspendidas en dicho volumen y se transfirieron a placas de
agar LB suplementadas con Kanamicina (30 pg/mL) esparciéndolo por toda la

placa por extension con varilla. Las placas se incubaron a 37 °C durante 16 horas.

4.4.1.4 Extraccion de ADN plasmidico
Basado en las colonias obtenidas en las placas con producto de reaccion
de ligacion y en el control negativo, se realiz6 la seleccién de varias colonias.
Estas, fueron inoculadas en 6 mL de caldo LB suplementado con Kanamicina (30
pg/mL)y se incubaron a 37 °C durante 16 horas en agitacion a 200 rpm. Mediante
centrifugacion a 10000 rpm por 2 minutos se recolectd el sedimento celular de
los 6 mL del cultivo, una vez obtenidas las células se extrajo el ADN plasmidico

utilizando el kit QIAPREP SPIN MINIPREP.



4.4.1.5 Andlisis confirmatorio por PCR de las colonias seleccionadas

A partir del ADN plasmidico obtenido de las colonias seleccionadas se
procedié a realizar un analisis confirmatorio para ratificar la presencia del
plasmido. Para esto se realiz6 una amplificacion por PCR utilizando los
iniciadores T7 delanteros y reversos que flanquean el sitio de clonacién multiple
en el cual se encuentra insertado el inserto TorAps-SmbP y RFP. La amplificacion
se llevé a cabo en un volumen final de 50 yL conteniendo los siguientes reactivos:
1 uL (aproximadamente 10 ng) de ADN plasmidico (pET30-TorAps-SmbP-RFP),
5 uL de solucidon amortiguadora Tag 10x (GenScript Corporation), 3 uL de
iniciador delantero (60 pmoles), 3 uL de iniciador reverso (60 pmoles), 1.5 uL
(15nM) de dNTPs, 0.5 uL de Taq polimerasa (GenScript Corporation) y se
completdé con 36 uL de agua mQ. La amplificacion se realizé en un termociclador
marca Techme (modelo 3Prime) con las siguientes condiciones: el primer paso
fue de 2 minutos a 95 °C, el segundo paso fueron 30 ciclos de desnaturalizacion
por 1 minuto a 95 °C, alineamiento por 1 minuto a 58 °C y elongacién por 1 minuto
y 20 segundos a 72 °C y el tercer paso fue una extension final por 5 minutos a 72
°C. Se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 0.7% con TAE como

solucion amortiguadora para confirmar las amplificaciones.

4.4.2 Construccién de pET30a-TorAps-SmbP-GFP
Se emplearon técnicas convencionales de clonacion (digestion, ligaciéon y

transformacién) para la construccién de este plasmido.



4.4.2.1 Digestion del plasmido pET30a-CusF3H+c-GFP e inserto
TorAps-SmbP

Se realizd la digestion del plasmido pET30a-CusF3H+c-GFP. Cabe
destacar que ya se contaba con este plasmido que contiene el gen de GFP al
cual mediante la digestion se le sustrajo la proteina de fusion CusF3H+c. La
digestion se llevé a cabo con las enzimas de restriccion Ndel (New England
Biolabs, NEB) y Kpnl (New England Biolabs, NEB). Para la digestion del plasmido
pET30a-CusF3H+-GFP, la reaccion se llevd a un volumen final de 30 pyL y
consistid en los siguientes reactivos: 17 uL (2 pg) del plasmido pET30a-
CusF3H+c-GFP, 3 uL de solucién amortiguadora 1.1 10x (New England Biolabs,
NEB) y 6 yL de agua mQ. La digestion se llevd de manera simultanea
adicionando 1.5 pL de la enzima Ndel (NEB) y 1.5 yL de la enzima Kpnl (NEB),
se dej6 incubar durante 2 horas a 37 °C y por ultimo se agregé 1 uL de SAP
(NEB) dejando incubar por 1 hora mas a 37 °C. Las digestiones se llevaron a
cabo en una incubadora marca LabTech (modelo LSI-3016A). Una vez terminada

la digestion, se purificé utilizando el kit QIAQUICK GEL EXTRACTION.

4.4.2.2 Ligacion del plasmido pET30a-GFP e inserto TorAps-SmbP

La reaccion de ligacion se llevé a cabo en un volumen final de 20 pL y
consistio en los siguientes reactivos: 4 uL de pET30-GFP previamente digerido,
5 yL de inserto (TorAps-SmbP), 2 uL de solucion amortiguadora de ligasa 10x
(BioBasic), 8.5 yL de aguamQ y 0.5 yL de T4 DNA ligasa. Como control negativo
se llevd a cabo una reaccion con 0 pyL de inserto conteniendo los mismos

reactivos de la reaccion solo que se complet6 el volumen final con 13.5 uL de



agua mQ. La reaccion se incub6 a 4 °C toda la noche. Finalmente, la T4 DNA
ligasa fue inactivada a 65 °C durante 10 minutos como sugiere el fabricante

(BioBasic).

4.4.2.3 Transformacion de pET30a-TorAps-SmbP-GFP en E. coli
DH5a

La transformacién se llevo a cabo en la cepa de E. coli DH5a la cual es
especial para la propagaciéon de ADN plasmidico. Se emplearon 5 pL del producto
de ligacién inactivado previamente en 50 uL de células de E. coli DH5a rubidio-
competentes en un microtubo eppendorf de 1.5 ml en hielo y se incub6 de 20 a
30 minutos. Posteriormente se procedio a realizar el choque térmico a 44 °C
durante 45 segundos y se llevd de nuevo a incubaciéon en hielo durante dos
minutos, después de esto se le adicionaron 800 pyL de caldo LB, se mezclé
suavemente y se incub6 1 hora a 37 °C con agitacion a 200 rpm. Después del
tiempo de incubacion, se centrifugaron los tubos a 10000 rpm durante 2 minutos,
se retiré el sobrenadante dejando aproximadamente 50 uL del caldo LB. Las
células fueron resuspendidas en dicho volumen y se transfirieron a placas de
agar LB suplementadas con Kanamicina (30 pg/mL) esparciéndolo por toda la

placa por extension con varilla. Las placas se incubaron a 37 °C durante 16 horas.

4.4.2.4 Extraccion de ADN plasmidico
Basado en las colonias obtenidas en las placas con producto de reaccion
de ligacion y en el control negativo, se realizo la seleccion de varias colonias.
Estas, fueron inoculadas en 6 mL de caldo LB suplementado con Kanamicina (30

pg/mL)y se incubaron a 37 °C durante 16 horas en agitacion a 200 rpm. Mediante



centrifugacion a 10000 rpm por 2 minutos se recolecto el sedimento celular de
los 6 mL del cultivo, una vez obtenidas las células se extrajo el ADN plasmidico

utilizando el kit QIAPREP SPIN MINIPREP.

4.4.2.5 Andlisis confirmatorio por PCR de las colonias seleccionadas

A partir del ADN plasmidico obtenido de las colonias seleccionadas se
procedié a realizar un analisis confirmatorio para ratificar la presencia del
plasmido. Para esto se realizé una amplificacion por PCR utilizando los
iniciadores T7 delanteros y reversos que flanquean el sitio de clonacién multiple
en el cual se encuentra insertado el inserto TorAps-SmbP y GFP. La amplificacion
se llevé a cabo en un volumen final de 50 pL conteniendo los siguientes reactivos:
1 uL (aproximadamente 10 ng) de ADN plasmidico (pET30-TorAps-SmbP-GFP),
5 uL de solucidon amortiguadora Tag 10x (GenScript Corporation), 3 uL de
iniciador delantero (60 pmoles), 3 uL de iniciador reverso (60 pmoles), 1.5 uL
(15nM) de dNTPs, 0.5 uL de Taq polimerasa (GenScript Corporation) y se
completdé con 36 uL de agua mQ. La amplificacion se realizé en un termociclador
marca Techme (modelo 3Prime) con las siguientes condiciones: el primer paso
fue de 2 minutos a 95 °C, el segundo paso fueron 30 ciclos de desnaturalizacion
por 1 minuto a 95 °C, alineamiento por 1 minuto a 58 °C y elongacién por 1 minuto
y 20 segundos a 72 °C y el tercer paso fue una extension final por 5 minutos a 72
°C. Se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 0.7% con TAE como

solucion amortiguadora para confirmar las amplificaciones.



4.4.3 Construccion del plasmido pET30a-SmbPc-Lun, pET30a-
CusF3H+c-Lun y pET30a-SmbPc-Lunx2

Se realizo la construccion de los plasmidos pET30-SmbPc-Lun, pET30a-

CusF3H+c-Lun y pET30a-SmbPc-Lunx2 utilizando técnicas convencionales de

clonacion.

4.4.3.1 Digestion de lunasina y los plasmidos pET30a-SmbPc y
pPET30a-cusF3H+c.

La digestion se llevé a cabo con las enzimas de restriccion Ncol (New
England Biolabs, NEB) y Xhol (New England Biolabs, NEB). Para la digestion del
plasmido pET30a-SmbP¢ la reaccion se llevé a un volumen final de 40 puL
conteniendo los siguientes reactivos: 30 uL (1.2 ug) de ADN, 2 uL de solucién
amortiguadora CutSmart 10x (NEB), 3 uL de agua mQ. La digestion se llevo de
manera simultdnea adicionando 1.5 pL de la enzima Ncol y 1.5 pL de la enzima
Xhol, se dejo incubar durante 2 horas a 37 °C. Para la digestién del plasmido
pPET30a-CusF3H+c la reaccién se llevd a un volumen final de 30 pL conteniendo
los siguientes reactivos: 15.9 yL (2 ug) de ADN plasmidico, 3 uL de solucién
amortiguadora 3.1 10x (NEB), 7.1 pyL de agua mQ. La digestion se llevé de
manera simultanea adicionando 1.5 pL de la enzima Ncol y 1.5 yL de la enzima
Xhol, se dejo incubar durante 2 horas a 37 °C y por ultimo se agrego6 1 uL de SAP
(NEB) dejando incubar por 1 hora mas a 37 °C. Las digestiones se llevaron a
cabo en una incubadora marca LabTech (modelo LSI-3016A). Una vez terminada

la digestion, se purificd utilizando el kit QIAQUICK GEL EXTRACTION.



La digestion del inserto Lunasina se llevo a cabo en un volumen final de
40 uL y consistio en los siguientes reactivos: 30 pL (1.2 pg) del inserto Lunasina,
4 uL de solucion amortiguadora 3.1 10x (NEB), 3 yL de agua mQ, 1.5 pL de la
enzima Ncol (NEB) y 1.5 pL de la enzima Xhol (NEB), se dejé incubar durante 2
horas a 37 °C. Una vez terminada la digestion, se purifico utilizando el kit

QIAQUICK GEL EXTRACTION.

4.4.3.2 Ligacion de los plasmidos pET30a-SmbPc y pET30a-
CusF3H+c con los insertos Lun y Lunx2

La reaccion de ligacion para Lun se realizo en un volumen final de 10 yLy
consisti6 en los siguientes reactivos: 3 pL del plasmido a utilizar (pET30a-SmbPc
0 pET30a-CusF3H+c) previamente digerido, 1 uL de inserto (Lun), 1 pyL de
solucion amortiguadora de ligasa 10x (BioBasic), 4.5 uL de agua mQ y 0.5 yL de
T4 DNA ligasa. Como control negativo se llevé a cabo una reaccion con 0 uL de
inserto conteniendo los mismos reactivos de la reaccion solo que se completé el
volumen final con 5.5 pL de agua mQ. La reaccion se incubé a 4 °C toda la noche.
Finalmente, la T4 DNA ligasa fue inactivada a 65 °C durante 10 minutos como

sugiere el fabricante.

La reaccion de ligacion para Lunx2 se realizdé en un volumen final de 10
ML y consistio en los siguientes reactivos: 3 yL del plasmido a utilizar (pET30a-
CusF3H+c) previamente digerido, 1 yL de inserto (Lunx2), 1 pyL de solucién
amortiguadora de ligasa 10x (BioBasic), 4.5 yL de agua mQ y 0.5 yL de T4 DNA
ligasa. Como control negativo se llevd a cabo una reaccién con 0 yL de inserto

conteniendo los mismos reactivos de la reaccidn solo que se completo el volumen



final con 5.5 pL de agua mQ. La reaccién se incub6é a 4 °C toda la noche.
Finalmente, la T4 DNA ligasa fue inactivada a 65 °C durante 10 minutos como

sugiere el fabricante.

4.4.3.3 Transformacion de pET30a-SmbPc-Lun y pET30a-
CusF3H+c-Lun en E. coli DH5a

Una vez inactivada la T4 DNA ligasa se procedio a realizar la

transformacién con la reaccion de ligacion en E. coli DH5a utilizando el protocolo

gue se describe en el punto 4.4.1.3.

4.4.3.4 Extraccion de ADN plasmidico
El procedimiento para la extraccion del ADN plasmidico se llevo a cabo
segun el protocolo descrito en el punto 4.3.1.4 empleando el kit QIAPREP SPIN

MINIPREP.

4.4.3.5 Andlisis confirmatorio por PCR de las colonias seleccionadas

A partir del ADN plasmidico pET30a-SmbPc-Lun y pET30a-CusF3H+c-Lun
obtenido de las colonias seleccionadas realiz6 un analisis confirmatorio para
ratificar su presencia. Para esto se realiz6 una amplificacion por PCR utilizando
los iniciadores delanteros y reversos T7. La amplificacion se llevé a cabo en un
volumen final de 50 pL conteniendo los siguientes reactivos: 1 pL
(aproximadamente 10 ng) de ADN plasmidico (pET30a-SmbPc-Lun y pET30a-
CusF3H+c-Lun), 5 pL de solucidon amortiguadora Taq 10x (GenScript
Corporation), 3 yL de iniciador delantero (60 pmoles), 3 uL de iniciador reverso
(60 pmoles), 1.5 pyL (10 nM) de dNTPs, 0.5 uL de Taq polimerasa (GenScript

Corporation) y se completé con 36 uL de agua mQ. La amplificacion se realizé



en un termociclador marca Techme (modelo 3Prime) con las siguientes
condiciones: el primer paso fue de 2 minutos a 95 °C, el segundo paso fueron 30
ciclos de desnaturalizacion por 1 minuto a 95 °C, alineamiento por 1 minuto a 58
°C y elongacion por 1 minuto a 72 °C y el tercer paso fue una extension final por
5 minutos a 72 °C. Se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 0.7% con

TAE como solucion amortiguadora para confirmar las amplificaciones.

4.4.4 Construccion de los plasmidos pET30a-SmbPtev-Lun y pET30a-
CusF3H+Tev-Lun
Se realizd la construccion de los plasmidos pET30-SmbPrev-Lun y
pET30a-CusF3H+tev-Lun que contienen el sitio de reconocimiento de corte de la
proteasa del Virus Etch del Tabaco (por sus siglas en inglés TEV) entre la
proteina de fusién (SmbP y CusF3H+) y la lunasina. Se utilizaron técnicas
convencionales de clonacién. Las secuencias de SmbPtev-Lun y CusF3H+tev-
Lun fueron sintetizadas por la empresa GenScript y se enviaron dentro del

plasmido pUC57.

4.4.4.1 Digestion del inserto SmbPrey-Lun, CusF3H+rev-Lun y el

plasmido pET30a
La digestion se llevo a cabo con las enzimas de restriccion Ndel (New
England Biolabs, NEB) y Xhol (New England Biolabs, NEB). Para la digestion del
plasmido pET30a la reaccion se llevo a un volumen final de 20 pyL conteniendo
los siguientes reactivos: 13 uL (2 pg) de ADN, 2 uL de solucion amortiguadora
CutSmart 10x (NEB), 1 pL de agua mQ. La digestién se llevd de manera

simultanea adicionando 1.5 pL de la enzima Ndel y 1.5 yL de la enzima Xhol, se



dej6 incubar durante 2 horas a 37 °C y por ultimo se agregd 1 uL de SAP (NEB)

dejando incubar por 1 hora mas a 37 °C.

SmbPtev-Lun y CusF3H+tev-Lun, fueron sintetizados por la empresa
GenScript Corporation y enviados en el plasmido pUC57. La reaccion de
digestion se realizé en un volumen final de 20 pyL conteniendo los siguientes
reactivos: 5 uL (2 pg) de ADN, 2 yL de solucion amortiguadora CutSmart 10x
(NEB), 10 pyL de agua mQ. La digestion se llevd de manera simultanea
adicionando 1.5 uL de la enzima Ndel y 1.5 uL de la enzima Xhol, se dejé incubar
durante 2 horas a 37 °C. Las digestiones se llevaron a cabo en una incubadora
marca LabTech (modelo LSI-3016A). Una vez terminada la digestién, se purificd

utilizando el kit QIAQUICK GEL EXTRACTION.

4.4.4.2 Ligacién de los plasmidos pET30a con SmbPrev-Lun y
CusF3H+vev-Lun

La reaccion de ligacion se llevo a cabo en un volumen final de 20 uL y
consistié en los siguientes reactivos: 5 pL del plasmido a utilizar (pET30a)
previamente digerido, 1 pL de inserto (SmbPtev-Lun 0 CusF3H+tev-Lun), 2 uL de
solucion amortiguadora de ligasa 10x (BioBasic), 11.5 yL de agua mQ y 0.5 pL
de T4 DNA ligasa. Como control negativo se llevé a cabo una reaccion con 0 uL
de inserto conteniendo los mismos reactivos de la reaccién solo que se completd
el volumen final con 12 pL de agua mQ. La reaccion se incubd a 4 °C toda la
noche. Finalmente, la T4 DNA ligasa fue inactivada a 65 °C durante 10 minutos

como sugiere el fabricante.



4.4.4.3 Transformacion de pET30a-SmbPc-Lun y pET30a-
CusF3H+c-Lun en E. coli DH5a

Una vez inactivada la T4 DNA ligasa se realiz6 la transformacion con la

reaccion de ligacion en E. coli DH5a utilizando el protocolo que se describe en el

punto 4.3.1.3.

4.4.4.4 Extraccion de ADN plasmidico
El procedimiento para la extraccion del ADN plasmidico se llevé a cabo
segun el protocolo descrito en el punto 4.3.1.4 empleando el kit QIAPREP SPIN

MINIPREP.

4.4.45 Andlisis confirmatorio por PCR de las colonias seleccionadas

A partir del ADN plasmidico pET30a-SmbPtev-Lun y pET30a-
CusF3H+rev-Lun obtenido de las colonias seleccionadas realiz6 un analisis
confirmatorio para ratificar su presencia. Para esto se realizé una amplificacién
por PCR utilizando los iniciadores delanteros y reversos T7. La amplificacion se
llevé a cabo en un volumen final de 50 pL conteniendo los siguientes reactivos: 1
ML (aproximadamente 10 ng) de ADN plasmidico (pET30a-SmbPrev-Lun y
pET30a-CusF3H+tev-Lun), 5 uL de solucién amortiguadora Taq 10x (GenScript
Corporation), 3 uL de iniciador delantero (60 pmoles), 3 uL de iniciador reverso
(60 pmoles), 1 yL (10 nM) de dNTPs, 0.5 uL de Taq polimerasa (GenScript
Corporation) y se completo con 36.5 uL de agua mQ. La amplificacion se realizé
en un termociclador marca ThermoFisher Scientific (modelo SimpliAmp) con las
siguientes condiciones: el primer paso fue de 3 minutos a 94 °C, el segundo paso

fueron 30 ciclos de desnaturalizacion por 30 segundos a 94 °C, alineamiento por



30 segundos a 56 °C y elongacion por 45 segundos a 72 °C y el tercer paso fue
una extension final por 7 minutos a 72 °C. Se realiz6é una electroforesis en gel de
agarosa al 1.2 % con TAE como solucién amortiguadora para confirmar las

amplificaciones.

4.5Expresion de proteinas
Se describe a continuacion el protocolo utilizado para la expresion de

proteinas de las diferentes construcciones realizadas.

4.5.1 Transformacion de E. coli BL21(DE3)

La transformacion se llevo a cabo en la cepa de E. coli BL21(DES3), la cual
es especial para la expresibn de proteinas, utilizando las diferentes
construcciones realizadas. Se empled 1 pL (~10 ng) del ADN plasmidico a probar
en 20 pL de células de E. coli BL21(DE3) rubidio-competentes en un microtubo
eppendorf de 1.5 ml en hielo y se incub6 de 20 a 30 minutos. Posteriormente se
realizé el choque térmico a 44 °C durante 45 segundos y se llevo de nuevo a
incubacion en hielo durante dos minutos, después de esto se le adicionaron 800
ML de caldo LB, se mezclé suavemente y se incubd 1 hora a 37 °C con agitacion
a 200 rpm. Después del tiempo de incubacion, se centrifugaron los tubos a 10000
rpm durante 2 minutos, se retir0 el sobrenadante dejando aproximadamente 50
ML del caldo LB. Las células fueron resuspendidas en dicho volumen y se
transfirieron a placas de agar LB suplementadas con Kanamicina (30 mg/mL)
esparciendolo por toda la placa por extension con varilla. Las placas se incubaron

a 37 °C durante 16 horas.



4.5.2 Expresion a pequefia escala de proteinas

Se llevé a cabo una microexpresion de proteinas de las colonias que se
obtuvieron de la transformacion de las construcciones en la cepa de E. coli
BL21(DES3) con la finalidad de observar la expresion de la proteina deseada. Se
realiza la seleccion de varias colonias y utilizando un aplicador se transfiere una
colonia en un tubo conteniendo 2 mL de caldo LB suplementado con Kanamicina
(30 pg/mL). Se incubaron a 37 °C con 200 rpm de agitacion hasta alcanzar una
D.O.s00 entre 0.4 — 0.6. Alcanzada esta D.O.s00 la incubacion se detuvo, se
atemperaron los cultivos y se llevé a cabo la induccion utilizando IPTG a una
concentracion final de 0.1 mM. Los cultivos se llevaron a incubacion de 25 °C a
200 rpm de agitacién por 16 horas. Posterior a la incubacion se recolectaron los

sedimentos celulares centrifugando a 10000 rpm durante 2 minutos.

4.5.3 Obtencion de la fraccion soluble e insoluble

Para obtener la fraccion soluble a partir del sedimento celular se
resuspende el sedimento en 100 pL de agua mQ, después se agregan 20 pL de
solucion amortiguadora de carga para SDS-PAGE 6x y se mezcla suavemente,
se hierve durante 10 minutos y se centrifuga a 13000 rpm por 10 minutos. Se
separa el sobrenadante como fraccion soluble, al sedimento restante se le
agregan 120 pL de solucion de urea 8 M y se hierve de nuevo durante otros 10
minutos de esta manera los cuerpos de inclusién se solubilizan en la solucién de
urea, finalmente se centrifuga a 13000 rpm por 10 minutos obteniendo asi la
fraccidon insoluble en el sobrenadante la cual es posteriormente visualizado

mediante el SDS-PAGE al igual que la fraccion soluble.



4.5.4 Analisis de las fracciones soluble e insoluble por SDS-PAGE

Una vez obtenidas las fracciones se realiza una electroforesis en gel de
poliacrilamida utilizando un gel de resolucion al 12% y un gel apilador al 4%. Una
vez terminada la electroforesis se realiza la tincion con Azul Brillante de

Coomassie para observar las bandas correspondientes de las proteinas.

4.5.5 Expresion para la extraccion de proteinas periplasmicas

Se llevdé a cabo una expresion de proteinas de las colonias que se
obtuvieron de la transformacién en la cepa de E. coli BL21(DE3) con las
construcciones de pET30a-TorAps-SmbP-RFP y pET30a-TorAps-SmbP-GFP
con la finalidad de observar la expresion de la proteina periplasmica deseada.
Se hizo la seleccion de las colonias y se resembraron en un tubo conteniendo 2
mL de caldo LB suplementado con Kanamicina (30 mg/mL) incubandose a 37 °C
a 200 rpm de agitacion por 16 horas para obtener el in6culo correspondiente. A
30 mL de caldo LB suplementado con Kanamicina (30 mg/mL) se le inocularon
30 uL del in6éculo previamente preparado y se incubo a 37 °C con 200 rpm de
agitacion hasta alcanzar una D.O.e00 entre 0.4 — 0.6. Una vez alcanzado el D.O.s00
la incubacién se detuvo, se atemperaron los cultivos y se llevé a cabo la induccién
utilizando IPTG a una concentracion final de 0.1 mM. Los cultivos se llevaron a

incubacion de 25 °C a 200 rpm de agitacién por 16 horas.

4.5.6 Extraccion de proteinas periplasmicas por el método de
lisozima/choque osmdtico
Para la extraccion de proteinas periplasmicas se siguié el método

lisozima/choque osmético con modificaciones3®4°, De la microexpresion



realizada en el punto 4.5.5, se tomaron los 30 mL del cultivo y se centrifugaron a
8000 rpm durante 10 minutos en una centrifuga refrigerada a 4 °C para obtener
los sedimentos celulares a los cuales se les tomoé el peso himedo. Después se
resuspendieron los sedimentos a una concentracion celular de 0.1 g/mL en
solucion hiperténica conteniendo 200 mM de Tris-HCI pH 8.0, 20 % de sacarosa,
2 mM de EDTA Y 0.5 mg/mL de lisozima. Se incubaron a 4 °C durante 30 minutos,
se centrifugaron nuevamente los sedimentos, se recolecto el sobrenadante y se
guardd como fraccién hipertonica. Posteriormente, se resuspendieron los
sedimentos celulares a una concentracion de 0.1 g/mL en solucion hipotonica
gue contenia solo agua mQ. Se incubaron a 4 °C durante 30 minutos, se
centrifugaron nuevamente los sedimentos, se recolectd el sobrenadante y se
guardd como fraccion hipotonica. Las fracciones fueron analizadas mediante

SDS-PAGE como en el punto 4.4.4.

4.5.7 Escalamiento de la expresiébna 1 L

Se realiz6 un escalamiento de la expresion de las diferentes proteinas. Se
hizo la seleccion de las colonias que presentaron la mejor expresiéon. Para esto
las expresiones se llevaron a cabo en matraces de 500 mL obteniendo un
volumen final de 1 L. Los matraces fueron inoculados con un cultivo previamente
preparado de la colonia seleccionada y se incubaron a 37 °C con 200 rpm de
agitacion hasta alcanzar una D.O.e00 entre 0.4 — 0.6. Una vez alcanzado el D.O.s00
la incubacién se detuvo, se atemperaron los cultivos y se llevé a cabo la induccién
utilizando IPTG a una concentracion final de 0.1 mM. Los cultivos se llevaron a

incubacion de 25 °C a 200 rpm de agitacion por 16 horas. Los sedimentos



celulares se recolectaron en una centrifuga refrigerada a 4 °C por 15 minutos a
10000 rpm. Para la extraccion de proteinas totales se utilizé un Bead Beater
marca utilizando perlas de vidrio de un didametro de 0.1 mm. El sedimento celular
se resuspendio en 30 mL de una solucion amortiguadora de lisis que contenia 50
mM Tris-HCI pH 8.0, 500 mM NaCl, 5 mM imidazol. Se transfiri6 en una camara
de 50 mL que contenia 25 mL de perlas de vidrio. Se aplicaron 8 ciclos de 15
segundos de homogenizacion y 45 segundos de reposo. Se dejo sedimentar el
lisado y se transfirid el sobrenadante a un tubo de 50 mL y se centrifug6 a 12000
rpm en una centrifuga refrigerada a 4 °C por 15 minutos para obtener el clarificado
con las proteinas. Se implementé un segundo método para la lisis con perlas
empleando el protocolo de Ramanan et al. 2008*.. El sedimento celular se
resuspendid en 45 mL de una solucion amortiguadora de lisis que contenia 50
mM Tris-HCI pH 8.0, 500 mM NaCl, 5 mM imidazol. La suspension celular se
dividié en volimenes de 15 mL en tubos falcon de 50 mL. Se afiadié perlas de
vidrio de 0.1 mm de diametro a una razon de 1.5 g por mL de suspension celular.
Los tubos se colocaron en hielo y se llevaron a agitacion por 1 h a 300 rpm en
una incubadora marca LabTech (modelo LSI-3016A). Se dejo sedimentar el
lisado y se transfiri6 el sobrenadante a un tubo de 50 mL y se centrifugé a 12000
rpm en una centrifuga refrigerada a 4 °C por 15 minutos para obtener el clarificado

con las proteinas.

Para la extraccion de proteinas periplasmicas se emple6 el método de

lisozima/choque osmético como en el punto 4.4.6.



4.6 Purificacion de proteinas
Se describira a continuacion la metodologia empleada para la purificacion

de las fracciones periplasmicas.

4.6.1 Cromatografia IMAC empleando el sistema AKTA prime plus

Se utilizd una columna HiTrap FF de 1 mL (GE Healtcare) la cual fue
cargado con iones niquel previamente. La columna fue equilibrada con 5
volumenes de solucion amortiguadora de equilibrio que contenia Tris-HCI 50 mM,
500 mM NaCl y 5 mM imidazol pH 8.0 utilizando un flujo de 0.5 ml/min y una
presidon maxima de seguridad de 0.5 MPa segun recomienda el fabricante. Se
cargo la muestra en la columna utilizando un flujo de 0.5 mL/min y una presién
méaxima de 0.5 MPa recolectando la fase no unida. Posterior a esto la columna
se lavo con solucién amortiguadora de lavado conteniendo Tris-HCI 50 mM, 500
mM NaCl y 5 mM imidazol pH 8.0 hasta que la sefial U.V. descendiera y se
mantuviera constante. Finalmente se llevd a cabo la elucion en gradiente
utilizando 2 soluciones amortiguadoras una que contenia Tris-HCI 50 mM, 500
mM NaCl pH 8.0 y la otra a 50 mM Tris-HCI, 500 mM NaCl y 200 mM imidazol pH
8.0 (solucion amortiguadora de elucion). El flujo fue mantenido a 0.5 mL/min y
una presiéon maxima de 0.5 MPa recolectando fracciones de 0.5 mL las cuales
fueron conservadas para su posterior analisis mediante SDS-PAGE como en el

punto 4.4.4.

4.6.2 Dialisis para la remocion de imidazol
De las fracciones obtenidas por cromatografia de afinidad con el sistema

AKTA prime plus, se seleccionaron las que mostraron una cantidad considerable



de la proteina por SDS-PAGE. Estas fracciones fueron colectadas en una
membrana de dialisis SnakeSkin Pleated (10K MWCO) y fue dializado para retirar
el exceso de imidazol utilizando una solucion amortiguadora que contenia 50 mM
Tris-HCl y 500 mM NacCl pH 8.0. Se realizaron 2 dialisis de una hora cada una 'y
una de 16 horas. Una vez que la muestra fue dializada, se conservo en

congelacion a -20 °C.

4.7 Cuantificaciéon de proteinas por el método Bradford

Para la cuantificacion de proteinas se realizé una curva de calibracion a
diferentes concentraciones del estandar de BSA (1 mg/mL, 0.8 mg/mL, 0.6
mg/mL, 0.4 mg/mL y 0.2 mg/mL). En una placa de 96 pocillos se adicionaron 5
ML, tanto del estandar como de las muestras a analizar, en diferentes pocillos.
Posteriormente se adicionaron 250 pL del reactivo de Bradford dejando incubar
durante 5 minutos con agitacion en un lector de microplacas marca Thermo
Scientific (Modelo MultiSkan GO) para finalmente realizar la medicién de la
absorbancia a 595 nm en el mismo lector. Las pruebas se realizaron por

triplicado.

4.8Remocion de la proteina de fusion
Para la remocion de la proteina de fusion se realizo mediante las proteasas

enteroquinasa de cadena ligera (NEB), TEV y el reactivo quimico hidroxilamina.

Para la digestion con enteroquinasa se tomaron 100 uyg de proteina
dializada previamente y se le adiciondé 1 pyL de la enzima. Se dejo incubar a
temperatura ambiente por 16 horas y posterior a esto se realizé una purificacion

utilizando la resina Profinity™ IMAC la cual fue cargada previamente con iones



niquel siguiendo las instrucciones del fabricante (Bio-Rad). La muestra fue
incubada en la resina durante 16 horas a 4°C y se recolectd la muestra
conteniendo la proteina de interés. Posteriormente se realizaron 2 lavados a la
resina utilizando solucién amortiguadora de lavado utilizada en el punto 4.5.1
para finalmente realizar la elucion utilizando solucién amortiguadora de elucion

utilizada en el punto 4.5.1.

Para la digestion con TEV se tomaron 200 ug de proteina dializada
previamente y se le adicion6 9 pL de la enzima. Se dejo incubar a 30 °C y 4°C
por 16 horas y posterior a esto se realizdé una purificacién utilizando la resina
PROTEINDEX™ HiBond™ Ni-NTA Agarose siguiendo las instrucciones del
fabricante (Marvelgent bioscinces). La muestra fue incubada en la resina durante
16 horas a 4°C y se recolecté la muestra conteniendo la proteina de interés.
Posteriormente se realizaron 2 lavados a la resina utilizando solucion
amortiguadora de lavado utilizada en el punto 4.5.1 para finalmente realizar la

elucién utilizando solucién amortiguadora de elucién utilizada en el punto 4.5.1.

Para la digestion con hidroxilamina realiz6 la reaccién en un volumen final
de 200 yL empleando el siguiente protocolo*?. A partir de una soluciéon de
hidroxilamina 4 M se tomaron 90 pL y se adicionaron a 110 uL de la quimera para
obtener una concentracion final de 1.8 M de hidroxilamina. Se incub6 a 45 °C con

50 rpm de agitacion y se tomaron muestras a las 2, 19y 22 h.

Todas las muestras de las diferentes digestiones fueron analizadas por

SDS-PAGE empleando un gel de resolucion al 16 % y un apilador al 4% y por



Tricina-SDS-PAGE al 15%. Los geles se revelaron utilizando una tincion con Azul

Brillante de Coomassie.

4.9Evaluacion de la actividad antioxidante de la lunasina por el método
de captacion de radicales ABTS.

Para evaluar la actividad antioxidante de la lunasina se midi6 su capacidad
de captacion de radicales ABTS (acido 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-
sulfénico) usando el método de Ra (1999)“%. El ABTS fue disuelto en agua a una
concentracion de 7 mM. El radical catiénico de ABTS fue producido haciendo
reaccionar la solucién stock de ABTS (7 mM) con persulfato de potasio a una
concentracion final de 2.45 mM dejando la mezcla reaccionando a temperatura
ambiente en oscuridad durante 12-16 h. La solucién resultante se diluy6é con PBS
5 mM (pH 7.4) hasta una absorbancia de 0.70+0.02 a una longitud de onda de
734 nm. Después de adicionar 1 mL del reactivo a 10 uL de la muestra, se registro
la absorbancia al minuto 0, 1, 5, 6 y 10. La capacidad de captacion de radicales

ABTS se calculé utilizando la siguiente ecuacion:

. - : (Ac — As)
Capacidad de captacion de radicales ABTS (%) = et 100

donde Ac es la absorbancia del control (ABTS sin muestra) y As es la absorbancia

de las muestras después de reaccionar con el ABTS.

4.10 Microscopia de fluorescencia
Se realiz6 el analisis por microscopia de fluorescencia de TorAps-SmbP-
RFP. Se utilizé un microscopio marca Leica (modelo DM3000) con lampara de

mercurio y filtro Texas Red con un rango de longitud de onda de excitacion de



542-576 nm y emision de 596-664 nm. Primero se realiz0 una microexpresion
como en el punto 4.4.5. Se tomaron los 2 mL del cultivo expresado y se recolectd
el sedimento celular por centrifugacion a 10000 rpm por 10 minutos. Se
resuspendio el sedimento con 1 mL de solucion amortiguadora PBS, se tomo una
alicuota de 5 pL colocandola en un portaobjetos. Las muestras fueron cubiertas

con un cubreobjetos y fueron observadas con el objetivo de inmersion 100x.

4.11 Cuantificacion de RFP por fluorescencia

Para la cuantificacion de RFP de las diferentes expresiones se realizé una
curva de calibracion a diferentes concentraciones de RFP (70 ug/mL, 50 ug/mL,
20 pg/mL, 10 pg/mL, 5 pg/mL, 2.5 pg/mL y 1 ug/mL). Las diluciones de las
diferentes concentraciones se realizaron con solucion amortiguadora Tris-HCI 50
mM, NaCl 500 mM, pH 8.0. Posteriormente se realizaron las mediciones en un
espectrofotometro de fluorescencia marca PerkinElmer (modelo LS 55) con una
longitud de onda de excitacién de 530 nm y una longitud de onda de emision de

585 nm. Las mediciones se realizaron por triplicado.

4.12 Espectro de fluorescencia de GFP
Para la obtencion del espectro de fluorescencia de GFP se utilizd un
espectrofotometro de fluorescencia marca PerkinElmer (modelo LS 55) con una
longitud de onda de excitacion de 488 nm y un barrido desde una longitud de

onda de emision de 480 nm a 550 nm.



4.13 Construccion del plasmido de edicion CRISPR/Cpfl para la
edicion de Synechocystis sp. PCC 6803
4.13.1 Disefio del crRNA
Para el disefio del crRNA se utilizé la herramienta Cas-Designer**
empleando los siguientes criterios: PAM para FnCpfl de Francisella novicidia 5’
TTN-3’, genoma blanco de Synechocystis sp. PCC 6803 (ASM131838vl) —
cianobacteria y longitud del crRNA sin PAM de 20 nucleétidos. Una vez
seleccionada la secuencia para el crRNA, se sintetizaron como oligos por la

empresa GenScript los cuales son complementarios entre si.

4.13.2 Digestion de los plasmidos pSL2680 y pCpflb para la insercion del
crRNA
Se utilizé el plasmido pSL2680'" (pSL2680 fue un regalo de Himadri

Pakrasi (Addgene plasmid #85581; http://n2t.net/addgene:85581;

RRID:Addgene_85581) y el pCpflb* (pCPF1b fue un regalo de Cheng-Ca Zhang

Addgene plasmid #122187, http://n2t.net/addgene:122187;

RRID:Addgene_122187) los cuales estan disefiados para la edicion en

cianobacterias.

La digestion se llevé a cabo con la enzima de restriccion Aarl (Thermo
Scientific™). Para pSL2680 la reaccion se llevé a un volumen final de 100 uL
conteniendo los siguientes reactivos: 80 uyL de ADN, 10 pyL de solucidon
amortiguadora Aarl 10x (Thermo Scientific™), 2 uL de Aarl oligos, 4 uL de la
enzima Aarl y 4 yL de agua mQ. Se incubo durante 4 horas a 37 °C. Una vez

terminada la digestion, se purifico utilizando el kit QIAQUICK GEL EXTRACTION.


http://n2t.net/addgene:85581
http://n2t.net/addgene:122187

Para pCpflb la reaccion se llevo a un volumen final de 100 uL conteniendo los
siguientes reactivos: 50 yL de ADN, 10 pL de solucién amortiguadora Aarl 10x
(Thermo Scientific™), 2 uL de Aarl oligos, 4 yL de la enzima Aarl y 34 uL de agua
mQ. Se incubd durante 4 horas a 37 °C. Una vez terminada la digestion, se

purifico utilizando el kit QIAQUICK GEL EXTRACTION.

4.13.3 Alineamiento de oligos para obtener el crRNA

Los oligos sintetizados con la secuencia del crRNA (crRNA_NF vy
crRNA_NR) fueron resuspendidos a una concentracion de 200 uM para obtener
un stock. Para el alineamiento de los olios la reaccion se llevo a cabo en un
volumen final de 50 pL conteniendo los siguientes reactivos: 10 uL de 100 uM del
oligo crRNAmwaF, 10 yL de 100 uM del oligo crRNAmiAR, 5 uL de solucién
amortiguadora de alineamiento 10x (100 mM Tris-HCI, pH 7.85, 500 mM NacCl,
10 mM EDTA) y 25 uL de agua mQ. Para el alineamiento se empled un
termociclador marca ThermoFisher Scientific (modelo SimpliAmp) con las
siguientes condiciones: 95 °C por 5 minutos y una rampa de enfriamiento de 0.1
°Cl/seg hasta 25 °C y almacenamiento a 4 °C. Los oligos alineados fueron diluidos

1:50 para su posterior uso.

4.13.4 Ligacion de los plasmidos pSL2680 y pCpflb con el crRNA_N

La reaccion de ligacion se llevo a cabo en un volumen final de 10 uL y
consistid en los siguientes reactivos: 8 uL del plasmido a utilizar (pSL2680 o
pCpflb) previamente digerido, 0.5 pL del inserto (crRNA_N 1:50), 1 uL de

solucion amortiguadora de ligasa 10x (BioBasic), y 0.5 uL de T4 DNA ligasa. La



reaccion se incub6 a 4 °C toda la noche. Finalmente, la T4 DNA ligasa fue

inactivada a 65 °C durante 10 minutos como sugiere el fabricante.

4.13.5 Transformacion de pSL2680_crR y pCpflb_crR en E. coli DH5a

La transformacién se llevo a cabo en la cepa de E. coli DH5a la cual es
especial para la propagacion de ADN plasmidico. Se emplearon 10 uL del
producto de ligacion inactivado previamente en 50 uL de células de E. coli DH5a
rubidio-competentes en un microtubo eppendorf de 1.5 ml en hielo y se incubé
de 20 a 30 minutos. Posteriormente se procedié al choque térmico a 44 °C
durante 45 segundos y se llevd de nuevo a incubaciéon en hielo durante dos
minutos, después de esto se le adicionaron 800 pyL de caldo LB, se mezclé
suavemente y se incub6 1 hora a 37 °C con agitacion a 200 rpm. Después del
tiempo de incubacion, se centrifugaron los tubos a 10000 rpm durante 2 minutos,
se retird el sobrenadante dejando aproximadamente 50 uL del caldo LB. Las
células fueron resuspendidas en dicho volumen y se transfirieron a placas de
agar LB suplementadas con Kanamicina (30 pg/mL), X-gal (200 ug/mL) e IPTG
(1 mM) esparciéndolo por toda la placa por extension con varilla. Las placas se

incubaron a 37 °C durante 16 horas.

4.13.6 Seleccion de colonias y extraccion de ADN plasmidico

Las colonias fueron seleccionadas empleando el fundamento del cribado
azul-blanco de Sambrook?*. El procedimiento para la extracciéon del ADN
plasmidico se llevé a cabo segun el protocolo descrito en el punto 4.3.1.4

empleando el kit QIAPREP SPIN MINIPREP.



4.13.7 Analisis confirmatorio por PCR de las colonias seleccionadas

A partir del ADN plasmidico pSL2680_crRNAnsa Y pCpflb_crRNAnsia
obtenido de las colonias seleccionadas realizé un analisis confirmatorio para
ratificar su presencia. Para esto se realiz6 una amplificacion por PCR utilizando
el iniciador delantero crRNAnwiaF y el iniciador reverso crRNAnAR que flanquean
la region CRISPR de los plasmidos. La amplificacién se llevo a cabo en un
volumen final de 50 pL conteniendo los siguientes reactivos: 1 pL
(aproximadamente 100 ng) de ADN plasmidico (pSL2680 gRNAma Yy
pCpflb_gRNAma), 5 pL de solucidn amortiguadora Tagq 10x (GenScript
Corporation), 3 yL de iniciador delantero (60 pmoles), 3 uL de iniciador reverso
(60 pmoles), 1 yL (10 nM) de dNTPs, 0.5 uL de Taq polimerasa (GenScript
Corporation) y se complet6 con 36.5 uL de agua mQ. La amplificacion se realizé
en un termociclador marca ThermoFisher Scientific (modelo SimpliAmp) con las
siguientes condiciones: el primer paso fue de 3 minutos a 94 °C, el segundo paso
fueron 30 ciclos de desnaturalizacion por 30 segundos a 94 °C, alineamiento por
30 segundos a 56 °C y elongacion por 45 segundos a 72 °C y el tercer paso fue
una extension final por 7 minutos a 72 °C. Se realiz6 una electroforesis en gel de
agarosa al 1.2 % con TAE como solucién amortiguadora para confirmar las

amplificaciones.

4.13.8 Amplificacion de los fragmentos para el molde reparador que
contiene el gen de la enzima FAP
Para la construccion del molde reparador se amplificaran 3 fragmentos: el

brazo homdlogo 1, la secuencia de la enzima FAP con una etiqueta de 6



histidinas y el brazo homdélogo 2. Se disefaron iniciadores que tuvieran extremos
sobresalientes con complementariedad al plasmido y a los fragmentos entre si.
En la Figura 1 se muestra un esquema de como quedaran los fragmentos finales
para su posterior ensamble empleando el kit GenBuilder™ DNA Assembly de
GenScript. Cabe destacar que se siguieron las instrucciones del fabricante del kit

para el disefio de los iniciadores.

< <+ -
"BHL NbIA | AP Hisox | BH2 NbiA

> = > -

pSL2680 o pCpfib

Figura 1. Esquema de la amplificacién con extremos complementarios para el
ensamble en los plasmidos de edicién.

4.13.8.1 Amplificacibn de los brazos homélogos para el molde
reparador

Las secuencias de los brazos homodlogos flanquean el gen nblA el cual

sera sustituido por el gen de la enzima FAP. Se seleccionaron 600 pb para cada
brazo homologo y se amplificaron directamente del ADN gendmico de
Synechocystis sp. PCC 6803 el cual fue extraido empleando el kit DNeasy Blood
& Tissue. A partir del ADN gendmico se realiz6 una amplificacion por PCR
utilizando los iniciadores delanteros y reversos pBH1F y BH1/FAPR para el brazo
1y los iniciadores delanteros y reversos FAP/BH2F y pBH2R para el brazo 2. La

amplificacion se llevé a cabo en un volumen final de 50 pL conteniendo los



siguientes reactivos: 2 uL (aproximadamente 20 ng) de ADN gendémico, 5 pL de
solucion amortiguadora Thermopol 10x (NEB), 3 uL de iniciador delantero (60
pmoles) (pBH1F o FAP/BH2F), 3 uL de iniciador reverso (60 pmoles) (BH1/FAPR
o pBH2R), 1 uL (10 nM) de dNTPs, 0.5 pyL de Vent polimerasa (NEB) y se
completd6 con 355 pL de agua mQ. La amplificaciéon se realizé en un
termociclador marca ThermoFisher Scientific (modelo SimpliAmp) con las
siguientes condiciones: el primer paso fue de 2 minutos a 95 °C, el segundo paso
fueron 30 ciclos de desnaturalizacion por 30 segundos a 95 °C, alineamiento por
30 segundos a 60 °C y elongacion por 45 segundos a 72 °C y el tercer paso fue
una extension final por 5 minutos a 72 °C. Se realiz6 una electroforesis en gel de
agarosa al 0.7 % con TAE como soluciébn amortiguadora para confirmar las
amplificaciones. Los fragmentos obtenidos se purificaron utilizando el kit

QIAQUICK GEL EXTRACTION.

4.13.8.2 Amplificacién de la enzima FAP para la adicion de la etiqueta
de 6 histidinas

Para la amplificacion de la enzima FAP por PCR se utilizé el iniciador
delantero FAP6HF y el iniciador reverso FAP6HR. Cabe destacar que el iniciador
reverso contiene un extremo sobresaliente para adicionar una etiquita de 6
histidinas en el extremo C-terminal ademas del codén de terminacion TAA. El gen
de la enzima FAP fue sintetizado por la empresa GenScript Corporation y se
envio dentro del pldsmido pUC57. A partir de este molde, se realizdé la
amplificacion en un volumen final de 50 uL conteniendo los siguientes reactivos:

1 pL (aproximadamente 10 ng) de ADN plasmidico, 5 pL de solucion



amortiguadora Thermopol 10x (NEB), 3 uL de iniciador delantero (60 pmoles), 3
ML de iniciador reverso (60 pmoles), 1 yL (10 nM) de dNTPs, 0.5 pyL de Vent
polimerasa (NEB) y se completé con 36.5 yL de agua mQ. La amplificacion se
realizd en un termociclador marca ThermoFisher Scientific (modelo SimpliAmp)
con las siguientes condiciones: el primer paso fue de 2 minutos a 95 °C, el
segundo paso fueron 30 ciclos de desnaturalizacién por 30 segundos a 95 °C,
alineamiento por 30 segundos a 60 °C y elongacion por 2 minutos a 72 °C y el
tercer paso fue una extension final por 5 minutos a 72 °C. Se realiz6 una
electroforesis en gel de agarosa al 0.7 % con TAE como solucién amortiguadora
para confirmar las amplificaciones. El fragmento obtenido se purificé utilizando el

kit QIAQUICK GEL EXTRACTION.

4.13.8.3 Amplificacion de la enzima FAPHisxs para el molde reparador

Para la amplificacion por PCR de la enzima FAPHisxs se utilizd el iniciador
delantero BH1/FAPF y el iniciador reverso FAP/BH2R. A partir del fragmento
obtenido previamente en el paso 4.12.8.2, se realiz6 la amplificacién en un
volumen final de 50 pL conteniendo los siguientes reactivos: 1 uL
(aproximadamente 20 ng) del ADN molde, 5 uL de solucién amortiguadora
Thermopol 10x (NEB), 3 uL de iniciador delantero (60 pmoles), 3 pL de iniciador
reverso (60 pmoles), 1 uL (10 nM) de dNTPs, 0.5 pL de Vent polimerasa (NEB) y
se completd con 35.5 yL de agua mQ. La amplificaciéon se realiz6 en un
termociclador marca ThermoFisher Scientific (modelo SimpliAmp) con las
siguientes condiciones: el primer paso fue de 2 minutos a 95 °C, el segundo paso

fueron 30 ciclos de desnaturalizaciéon por 30 segundos a 95 °C, alineamiento por



30 segundos a 60 °C y elongacion por 2 minutos a 72 °C y el tercer paso fue una
extension final por 5 minutos a 72 °C. Se realizd una electroforesis en gel de
agarosa al 0.7 % con TAE como solucién amortiguadora para confirmar las
amplificaciones. El fragmento obtenido se purificé utilizando el kit QIAQUICK GEL

EXTRACTION.

Los fragmentos obtenidos se purificaron utilizando el kit QIAQUICK GEL

EXTRACTION.

4.13.9 Digestion de los plasmidos pSL2680_crR y pCpflb_crR para el

ensamble del molde de reparacion.

La digestién de pSL2680 se llevd a cabo con la enzima de restriccion Sall
(Sigma-Aldrich). La reaccion se llevo a un volumen final de 100 pL conteniendo
los siguientes reactivos: 80 pyL de ADN plasmidico, 10 pyL de solucion
amortiguadora SH 10x (Sigma-Aldrich), 4 yL de la enzima Sall y 6 pyL de agua
mQ. Se incub6 durante 2 horas a 37 °C. Una vez terminada la digestion, se
purifico utilizando el kit QIAQUICK GEL EXTRACTION. Para pCpflb_crR la
reaccion se llevd a un volumen final de 100 pL conteniendo los siguientes
reactivos: 80 yL de ADN plasmidico, 10 yL de solucién amortiguadora O 10x
(Thermo Scientific™), 4 uL de la enzima Bglll (Thermo Scientific™), 4 yL de la
enzima BamHI (Thermo Scientific™) y 2 yL de agua mQ. Se incubé durante 2

horas a 37 °C.



4.13.10 Purificacion de los plasmidos pSL2680 crR y pCpflb _crR
digeridos.

La purificacion de las digestiones se llevo a cabo utilizando la precipitacion

con polietilenglicol (PEG) 8000 siguiendo el protocolo de Paithanker (1991)*" y

Sauer (2008)“8.

Se prepararon soluciones de NaCl 4 M, etanol al 70% y PEG 8000 al 13%
y se mantuvieron a 4°C. Posteriormente se mezclaron en las siguientes
proporciones los siguientes reactivos y plasmidos digeridos: 80 yL de ADN
plasmidico digerido, 20 pL de NaCl4 My 100 pyL de PEG 8000 al 13%. Se incubd6
en hielo la mezcla durante 20 min y se centrifug6 a 13000 rpm por 15 min a 0 °C.
Se removio el sobrenadante con cuidado de no retirar el precipitado formado. Se
lavé con 500 uL de etanol al 70% frio y se centrifugé a 13000 rpm por 5 mina 0
°C. Se removio el sobrenadante con cuidado de no retirar el precipitado. Se dejo

evaporar los restos de etanol para finalmente resuspender en 5 uL de agua mQ.

4.13.11 Ensamble de pCpflb con brazos de homologia y el gen de la
enzima FAP.
Para el ensamble se utilizé el kit GenBuilder™ DNA Assembly siguiendo

las instrucciones del fabricante.

Se mezclaron las siguientes muestras: 5 yL de pCpflb_crR digerido, 3 pL
de FAPwHisxs, 1 yL de BH1 NbIA y 1 yL de BH2 NbIA. Se mezcl6 bien y se
afiadieron 10 pL del Gen Builder 2x Master Mix para obtener un volumen final de
20 pL. Se incub6 en un termociclador marca ThermoFisher Scientific (modelo

SimpliAmp) a 50 °C por 15 min. Finalmente, el producto de la reaccion de



ensamble se transformo con 2 y 5 L siguiendo el protocolo descrito en el punto

4.4.1.3.

4.13.12 Andlisis confirmatorio por PCR de las colonias seleccionadas
del ensamble del molde reparador

A partir del ADN plasmidico pCpflb_crRM obtenido de las colonias
seleccionadas se realiz6 un analisis confirmatorio para ratificar su presencia.
Para esto se realizd una amplificacién por PCR utilizando el iniciador delantero
crRNAnwiaF y el iniciador reverso BH1rarR que flanquean desde la region CRISPR
hasta el brazo homologo 1, y el iniciador delantero FAPsH1F y el iniciador reverso
FAPsH2R que flanqueaban la secuencia de la enzima FAP. La amplificacion se
llevé a cabo en un volumen final de 50 uL conteniendo los siguientes reactivos: 1
ML (aproximadamente 100 ng) de ADN plasmidico (pCpflb_crRM), 5 uL de
solucion amortiguadora Taq 10x (GenScript Corporation), 3 uL de iniciador
delantero (60 pmoles), 3 pL de iniciador reverso (60 pmoles), 1.5 uL (10 nM) de
dNTPs, 0.5 yL de Taq polimerasa (GenScript Corporation) y se completé con 36
ML de agua mQ. La amplificacion se realiz6 en un termociclador marca
ThermoFisher Scientific (modelo SimpliAmp) con las siguientes condiciones: el
primer paso fue de 3 minutos a 94 °C, el segundo paso fueron 30 ciclos de
desnaturalizacion por 30 segundos a 94 °C, alineamiento por 30 segundos a 56
°C y elongacion por 45 segundos a 72 °C y el tercer paso fue una extension final
por 7 minutos a 72 °C. Se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 1 % con

TAE como solucion amortiguadora para confirmar las amplificaciones.



4.13.13 Amplificacion de los fragmentos del molde reparador de
pCpflb_crRM y secuenciacion

A partir del ADN plasmidico pCpflb_crRM obtenido de las colonias
seleccionadas se realizé una amplificacion por PCR para confirmar la presencia
de los fragmentos del molde reparador. Para esto, se utilizaron los siguientes
iniciadores: el iniciador delantero pCpf1BH1F y el iniciador reverso BH1rarPR que
flanquean el fragmento del brazo homdlogo 1 y la enzima FAP, el iniciador
delantero BH2rarF y el iniciador reverso pCpf1BH2R que flanquean la secuencia
el fragmento de la enzima FAP y el brazo homdlogo 2, el iniciador delantero
pCpflBH1F vy el iniciador reverso pCpflBH2R que flanquean la secuencia del
fragmento del brazo homdlogo 1, la enzima FAP y el brazo homodlogo 2, el
iniciador delantero FAPsHiF y el iniciador reverso FAPsH2R que flanquean el
fragmento de la enzima FAP, el iniciador delantero pCpflBH1F y el iniciador
reverso BH1rarR que flanquean el fragmento del brazo homélogo 1 y finalmente
el iniciador delantero BH2rapF y el iniciador reverso pCpflBH2R que flanquean
el fragmento del brazo homodlogo 2. La amplificacion se llevd a cabo en un
volumen final de 50 pL conteniendo los siguientes reactivos: 1 L
(aproximadamente 100 ng) de ADN plasmidico (pCpflb_crRM), 5 pyL de soluciéon
amortiguadora Taq 10x (GenScript Corporation), 3 L de iniciador delantero (60
pmoles), 3 L de iniciador reverso (60 pmoles), 1 uL (10 nM) de dNTPs, 0.5 uL
de Taq polimerasa (GenScript Corporation) y se completé con 36.5 yL de agua
mQ. La amplificacion se realizé en un termociclador marca ThermoFisher
Scientific (modelo SimpliAmp) con las siguientes condiciones: el primer paso fue

de 3 minutos a 94 °C, el segundo paso fueron 30 ciclos de desnaturalizacion por



30 segundos a 94 °C, alineamiento por 30 segundos a 56 °C y elongacion por 45
segundos a 72 °C y el tercer paso fue una extension final por 7 minutos a 72 °C.
Se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 1 % con TAE como solucion

amortiguadora para confirmar las amplificaciones.

Para la secuenciacion, se tomo el fragmento amplificado que contenia el brazo
homologo 1, la enzima FAP y el brazo homologo 2 y se purificé utilizando el
QIAquick Gel extraction kit de QIAGEN. Asi mismo, también se purificd el
fragmento obtenido en el punto 4.13.7 que contiene el fragmento del crRNAnbia.
En un tubo eppendorf para PCR de 0.2 mL se colocaron de 100 a 120 ng del
producto de PCR mezclado con 10 pmoles del oligonucleétido en un volumen
final de 16 uL. Se realizaron 5 secuenciaciones conteniendo los siguientes
oligonucledtidos: el oligo crRNAnAF que sirvid para secuenciar toda la region
CRISPR que contiene el crRNAmwa, €l oligo pCpflBH1F que sirvio para
secuenciar el brazo homologo 1, el oligo FAPsH1F que sirvio para secuenciar la
enzima FAP de 5’ a 3’, el oligo FAPsH2R que sirvid para secuenciar la enzima
FAP de 3’ a5’y el oligo pCpf1BH2R que sirvié para secuenciar el brazo homélogo
2. Las muestras fueron enviadas a la Unidad de Sintesis y Secuenciacion del
Instituto de Biotecnologia de la UNAM para su secuenciacién. Los archivos

obtenidos fueron analizados utilizando el software FlinchTV.



CAPITULO 5

5 RESULTADOS

5.10Dbtencion de las construcciones pET30a-TorAps-SmbP-RFP,
pET30a-TorAps-SmbP-GFP.
En la Tabla 2 se puede observar la secuencia de aminoacidos y

nucleotidos de TorAps-SmbP.

Tabla 2. Secuencia de aminoacidos y nucle6tidos de TorAps-SmbP. En negrita se
resalta la secuencia del péptido sefial TorA y en cursiva la secuencia de SmbP.

M N N N D L F Q A S R R R F L
ATG AAC AAC AAC GAC CTG TTIC CAG GCG AGC CGT CGT cGT TTC CTG
A Q L G G L T \% A G M L G P S
GCG CAA CTG GGT GGC CTG ACC GTG GCG GGT ATG CTG GGT CCG AGC
L L T P R R A T A S G H T A H
CTG CTG ACC CCG CGT CGT GCG ACC GCG AGC GGC CAC AcCC GCG cAcC
\% D E A \Y K H A E E A \ A H G
GTG GAC GAG GCG GTT AAG CAC GCG GAG GAA GCG GTT GCG CAC GGT
K E G H T D Q L L E H A K E S
AAA  GAA GGC CAC ACC GAT CAG CTG CTG GAG CAC GCG AAG GAA AGC
L T H A K A A S E A G G N T H
CTG ACC CAT GCG AAA GCG GCG AGC GAA GCG GGT GGC AAC ACC CAT
\ G H G | K H L E D A | K H G
GTG GGT CAC GGC ATC AAG CAC CTG GAA GAT GCG ATT AAA CAC GGC
E E G H \% G \Y A T K H A Q E A
GAG GAA GGC CAC GTG GGT GTT GCG ACC AAG CAC GCG CAA GAG GCG

[ E H L R A S E H K S H

ATC GAA CAC CTG CGT GCG AGC GAG CAC AAA AGC CAC

71



Una vez realizadas las reacciones de digestion del inserto de TorAps-
SmbP contenido en el plasmido pUC57 y de los plasmidos pET30a el cual
contenia uno el gen de RFP y el otro el gen de GFP, se sometieron a la reaccion
de ligacion (ver Figura 2). El producto de ligacion se transformo en la cepa de E.

coli DH5a y se realizé la seleccidon de 3 colonias transformantes.

\
\ e
Q=
pET30a- \
> TorAps-SmbP-
pET30a-RFP ‘

¥

Figura 2. Esquema de la digestion y ligacion para obtener la construccién de
pET30a-TorAps-SmbP-RFP.

En la comprobacién realizada por PCR se utilizaron los iniciadores T7
delantero y reverso. Se obtuvo una banda encima de las 1000 pb del marcador
GeneRuler 1kb DNA ladder como se muestra en la Figura 3. El carril 1 fue positivo
para la construccion de pET30a-TorAps-SmbP-RFP mientras que el carril 3y 4
no se tomaron en cuenta debido a que la amplificacion resulto negativa para esas

construcciones.
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Figura 3. PCR de confirmacién de la construccién de pET30a-TorAps-SmbP-RFP.
En el carril 1 se muestra el marcador de peso. En el carril 2 al 4 se muestra la
amplificacion de TorAps-SmbP-RFP con los iniciadores T7 delantero y reverso.
Peso esperado: 1283 pb.

Para la construccion de pET30a-TorAps-SmbP-GFP se realiz6 la digestion
del plasmido pET30a el cual contenia el gen de GFP y se sometieron a la
reaccion de ligacion con TorAps-SmbP (ver Figura 4). El producto de ligacion se

transformé en la cepa de E. coli DH5a y se realizd la seleccion de 3 colonias

transformantes.
2
m
%
/’ pET30a- :

— TorAps-SmbP- J
/\ N\ \ GFP //
/

[
i\( pET30a-GFP a

\_

Figura 4. Esquema de la digestion y ligacion para obtener la construccion de
pET30a-TorAps-SmbP-RFP
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En la comprobacion realizada por PCR se utilizaron los iniciadores T7
delantero y reverso. Se obtuvo una banda encima de las 1000 pb del marcador
GeneRuler 1kb DNA ladder como se muestra en la Figura 5. Por lo tanto, las 3

colonias fueron positivas para la construccion de pET30a-TorAps-SmbP-GFP.

Figura 5. PCR de confirmacién de la construccién de pET30a-TorAps-SmbP-RFP.
En el carril 1 se muestra el marcador de peso GeneRuler 1kb DNA Ladder. En el
carril 2 al 4 se muestra la amplificacion de TorAps-SmbP-RFP con los iniciadores
T7 delantero y reverso. Peso esperado: 1325 pb.

5.20Dbtencion de las construcciones con lunasina
En la Tabla 3 se observa la secuencia de aminodacidos y nucleétidos de la

lunasina.

Tabla 3. Secuencia de aminoacidos y nucle6tidos de la lunasina. En negritas se
observa la secuencia de la cola poliaspartica que interacciona con las argininas
de las histonas.

s K w Q H Q Q D s C R K Q L Q
AGC AAA TGG CAG CAT CAG CAA GAT TCT TGC CGT AAA CAG CTG CAA

G \Y N L T P C E K H | M E K

GGC GTG AAC CTG ACC CCG TGT GAA AAA CAC ATC ATG GAA AAA ATC
Q G R G D D D D D D D D D *
CAA GGC CGC GGT GAT GAC GAC GAT GAT GAC GAT GAC GAT TAA
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Se llevoé a cabo una amplificacion por PCR del inserto de lunasina que
estaba contenido en el plasmido pUC57 mostrando un producto de amplificacion
en gel de agarosa al 0.7% de aproximadamente 129 pb. El producto de
amplificacion de Lunasina se puede apreciar en la Figura 6 el cual concuerda con

el tamafio esperado.
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Figura 6. Producto de amplificacion en gel de agarosa al 0.7% de la PCR para el
inserto del péptido Lunasina contenido en el plasmido pUC57. Carril 1: Marcador
de peso molecular GeneRuler 1kb DNA Ladder, Carril 2: Lunasina, Carril 3: Control
negativo. Peso esperado: 129 pb.

Una vez realizadas las reacciones de digestion del inserto de lunasina
contenido en el plasmido pUC57 y de los plasmidos pET30a-SmbPc y pET30a-
CusF3H+c se sometieron a la reaccion de ligacion (ver Figura 7 y 8). El producto
de ligacion se transformoé en la cepa de E. coli DH5a y se realiz6 la seleccion de

3 colonias transformantes de cada construccion.
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Figura 7. Esquema de la digestion y ligacion para obtener la construccién de
pET30a-SmbPc-Lun.
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Figura 8. Esquema de la digestion y ligacion para obtener la construccién de
PET30a-CusF3H+c-Lun.

En la comprobacién realizada por PCR se utilizaron los iniciadores T7
delantero y reverso. Se obtuvo una banda encima de las 1000 pb del marcador
GeneRuler 1kb DNA ladder como se muestra en la Figura 9. El carril 2 no se tomo

en cuenta debido a que la amplificacidon resulto negativa para esa construccion.
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Figura 9. PCR de confirmacién de la construccion de pET30a-SmbP.-RFP. En el
carril 1 se muestra el marcador de peso. En el carril 2 al 4 se muestra la
amplificacion de SmbP.-RFP y en el carril 5 al 7 se muestra la amplificacién de
CusF3H+c-Lun. Para ambas construcciones se utilizaron los iniciadores T7
delantero y reverso.

En la Tabla 4 se observa las secuencias de aminoacidos y nucleétidos de

las repeticiones en tAndem de la lunasina.

Tabla 4. Secuencias de aminoacidos y nucleétidos de Lunx2. En negritas se
encuentran los aminoacidos para el corte con hidroxilamina y en cursiva las
secuencias de lunasina.

N G s K w Q H Q Q D s c R K
AAC GGT AGC AAG TGG CAG CAC CAG CAA GAC AGC TGC CGT AAA
Q L Q G v N L T P C E K H |

CAG CTG CAA GGC GTG AAC CTG ACC CCG TGC GAG AAG CAC ATC

M E K [ Q G R G D D D D D D
ATG GAA AAA ATT CAG GGT CGT GGC GAC GAT GAT GAC GAC GAT
D D D N G s K w Q H Q Q D s
GAC GAT GAC AAC GGT AGC AAG TGG CAA CAC CAG CAA GAT AGC
C R K Q L Q G Vv N L T P C E
TGC CGC AAG CAG CTG CAA GGC GTT AAT CTG ACC CCG TGC GAA
K H | M E K [ Q G R G D D D

AAA CAT ATC ATG GAA AAA ATT CAA GGT CGT GGC GAT GAT GAT

D D D D D D *

GAT GAT GAC GAT GAC GAT TAA

Para obtener la construccion que contuviera la secuencia de Lunx2, se
realizo la digestion del plasmido pET30a, el cual contenia la secuencia de la

proteina de fusion CusF3H+, y de Lunx2, el cual estaba contenido en el plasmido

77



pUC57. Se sometieron a la reaccion de ligacion (ver Figura 10) y el producto de

ligacion se transformo en la cepa de E. coli DH5a y se realizé la seleccion de 3

colonias transformantes.
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‘ : (xhot |
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‘ pET30a-CusF3H+, "

>

Figura 10. Esquema de la digestién y ligacion para obtener la construccion de
pPET30a-CusF3H+-Lunx2.

En la comprobacion realizada por PCR se utilizaron los iniciadores T7
delantero y reverso. Se obtuvo una banda alrededor de los 785 pb del marcador

GeneRuler 1kb DNA ladder como se muestra en la Figura 11.
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400 pb
300pb
200pb -
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T

Figura 11. PCR de confirmacion de la construccion de pET30a-CusF3H+-Lunx2. En
el carril 1 se muestra el marcador de peso. En el carril 2 al 4 se muestra la

amplificacion de CusF3H+-Lunx2 con los iniciadores T7 delantero y reverso. Peso
esperado: 785 pb.

EnlaTabla5y 6 se observan las secuencias de aminoacidos y nucleotidos

de SmbPtev-Lun y CusF3H+tev-Lun respectivamente.
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Tabla 5. Secuencia de aminoacidos y nucleétidos de SmbPtey-Lun. En itdlicas se
encuentra la secuencia de SmbP, en negritas la secuencia de aminoéacidos
reconocido por la proteasa TEV y subrayado se encuentra la secuencia de

lunasina.

M S G H T A H \" D E A \% K H A E E A \ A
ATG AGC GGT CAC ACC GCG CAT GTG GAT GAG GCG GTT AAG CAC GCG GAG GAA GCG GTG GCG
E A \ A H G K E G H T D Q L L E H A K E
GAA GCG GTG GCG CAC GGT AAA GAA GGC CAT ACC GAC CAG CTG CTG GAG CAT GCG AAG GAA
S L T H A K A A S E A G G N T H \" G H G
AGC CTG ACC CAT GCG AAA GCG GCG AGC GAG GCG GGT GGC AAC ACC CAC GTT GGT CAC GGC
| K H L E D A I K H G E E G H \Y G \" A T
ATC AAG CAC CTG GAA GAT GCG ATT AAA CAC GGC GAG GAA GGC CAC GTG GGT GTT GCG ACC
K H A Q E A | E H L R A S E H K S H G T
AAG CAC GCG CAA GAG GCG ATC GAA CAC CTG CGT GCG AGC GAG CAC AAA AGC CAC GGT ACC
E N L Y F Q G s K w Q H Q Q D S c R K Q
GAA AAC CTG TAC TTC CAG GGA TCC AAG TGG CAA CAC CAG CAA GAC AGC TGC CGT AAA CAG
L Q G v N L T P c E K H 1 M E K 1 Q G R
CTG CAA GGT GTG AAC CTG ACC CCG IGC GAG AAG CAC ATC ATG GAA AAA ATT CAG  GGT CGT

G D D D D D D D D D *

GGC GAC GAT GAT GAC GAC GAT GAC GAT GAC TAA
Tabla 6. Secuencia de aminoacidos y nucleétidos de CusF3H+ey-Lun. En italicas
se encuentra la secuencia de CusF3H+, en negritas la secuencia de aminoacidos
reconocido por la proteasa TEV y subrayado se encuentra la secuencia de
lunasina.

M N E H H H H H H E T M S E A Q P Q \Y 1
ATG AAC GAA CAT CAT CAC CAC CAC CAC GAG ACC ATG AGC GAA GCG CAG CCG CAA GTG ATC
S A T G \ \ K G | D L E S K K T H H
AGC GCG ACC GGT GTG GTT AAG GGC ATT GAT CTG GAA AGC AAG AAA ATC ACC ATT CAC CAC
D P A A \ N w P E M T M R F T T P Q
GAC CCG ATC GCG GCG GTT AAC TGG CCG GAG ATG ACC ATG CGT TTC ACC ATC ACC CCG CAG
T K M B E I K T G D K v A F N F v Q Q G
ACC AAG ATG AGC GAA ATT AAG ACC GGT GAT AAA GTG GCG TTC AAC TTT GTT CAG CAA GGC
N L S L L Q D K \" S Q G T E N L Y F Q
AAC CTG AGC CTG CTG CAG GAC ATT AAA GTG AGC CAA GGT ACC GAG AAC CTG TAC TTT CAG
G S K w Q H Q Q D S c R K Q L Q G v N L
GGA Icc AAG  TGG CAA CAC  CAG CAA GAT AGC TIGC CGT AAA CAG CTG CAA  GGC  GTT AAC CTG
I 3 c E K H 1 M E K 1 Q G R G D D D D D
ACC CCG IGC GAG AAG CAC ATC ATG GAA AAA ATT CAA GGT CGT GGC GAC  GAT GAT  GAC GAC
D ) D D :
GAT GAC GAT GAC TAA
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Para obtener la construccion que contuviera las secuencias de SmbPrev-
Lun y CusF3H+tev-Lun, se realizd la digestion de estos, los cuales estaban
contenidos en el plasmido pUC57, y del plasmido pET30a. Se sometieron a la
reaccion de ligacion (ver Figura 12 y 13) y el producto de ligacion se transformé

en la cepa de E. coli DH5a y se realizé la seleccion de 3 colonias transformantes.
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Figura 12. Esquema de la digestién y ligacion para obtener la construccion de
pPpET30a-SmbPrey-Lun.
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Figura 13. Esquema de la digestién y ligacidon para obtener la construccion de
pET30a-CusF3H+rev-Lun.
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En la comprobacion realizada por PCR se utilizaron los iniciadores T7
delantero y reverso. Se obtuvo una banda alrededor de los 627 pb del marcador
GeneRuler 1kb DNA ladder como se muestra en la Figura 14. El carril 2 y 3 no
se tomaron en cuenta debido a que la amplificacion resulto negativa para esas

construcciones.

Figura 14. PCR de confirmacion de la construcciéon de pET30a-SmbPey-Lun y
pET30a-CusF3H+rev-Lun. En el carril 1 se muestra el marcador de peso. En el carril
2 al 4 se muestra la amplificacion de SmbP+ev-Lun y en el carril 5 al 7 se muestra
la amplificacion de CusF3H+ey-Lun. Para ambas construcciones se utilizaron los
iniciadores T7 delantero y reverso. Peso esperado: 627 pb.

5.3Expresion a pequefia escala de TorAps-SmbP-RFP y analisis por

SDS-PAGE.

Una vez transformada la construccion de TorAps-SmbP-RFP en la cepa
de E. coli BL21(DE3) se tomaron varias colonias para llevar a cabo la expresion
a pequefia escala de la proteina de interés. Se analizaron las fracciones solubles
e insolubles de cada expresion realizada por el método SDS-PAGE. El peso
molecular tedrico para TorAps-SmbP-RFP es de aproximadamente 40 KDa la

cual se observa en la Figura 15.
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Figura 15. SDS-PAGE 12% de la expresion apequefia escalade TorAps-SmbP-RFP.
FS= fraccién soluble, FI= fraccion insoluble. Como control negativo se utilizé E.
coli BL21(DE3) sin transformar. Marcador de peso molecular PAGE-MASTER
Protein Standard. Peso molecular calculado: 36.1 kDa.

5.4Extraccion periplasmica de TorAps-SmbP-RFP y TorAps-SmbP-GFP
por el método de lisozima/choque osmatico y analisis por SDS-

PAGE.

Se realizd la expresiéon en 30 mL de caldo LB suplementado con
Kanamicina y posteriormente se someti6 al método de lisozima/chogue osmaotico
para la extraccion de TorAps-SmbP-RFP. Para esto se tomaron los pesos de los
tubos antes y después de contener el sedimento celular para obtener el peso

huimedo de los mismos (ver Tabla 7).

Tabla 7. Pesos del sedimento celular para la extraccion peripldsmica de TorAps-
SmbP-RFP.

Muestra Tubo sin sedimento Tubo con sedimento Sedimento
celular (g) celular (9) celular (g)
TorAps-SmbP-RFP 1 16.2056 16.4612 0.2556
TorAps-SmbP-RFP 2 16.1846 16.4460 0.2614
TorAps-SmbP-RFP 3 16.1654 16.4454 0.2795
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Se resuspendieron los sedimentos celulares de TorAps-SmbP 1, 2,y 3 en
2.56 mL, 2.61 mL y 2.8 mL de buffer hipertdnico respectivamente para obtener
una concentracion celular de 0.1 g/mL. Después de obtener la fraccion
hipertonica, los sedimentos celulares se resuspendieron en solucion hipoténica
en los mismos volumenes utilizados en la solucion hipertonica para obtener una

concentracion celular de 0.1 g/mL.

Se analizaron las fracciones hipertonicas e hipotonicas de cada expresion
realizada por el método SDS-PAGE. El peso molecular teérico para TorAps-
SmbP-RFP es de aproximadamente 40 KDa el cual se puede observar en la

Figura 16.

120 kDa = -
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Figura 16. SDS-PAGE 12% de la extraccion periplasmica de TorAps-SmbP-RFP.
FHiper= fracciéon hiperténica, FHipo= fraccidn hipotdnica. Como control negativo
se utilizo E. coli BL21(DE3) sin transformar. Marcador de peso molecular PAGE-
MASTER Protein Standard.

Para TorAps.SmbP-GFP se realizo una expresion a pequefa escala en 2
mL de caldo LB suplementado con Kanamicina y se sometid al método de
lisozima/choque osmatico para su extraccion. Para esto se tomaron los pesos de
los tubos antes y después de contener el sedimento celular para obtener el peso

hamedo de los mismos (ver Tabla 8).
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Tabla 8. Pesos del sedimento celular para la extraccion periplasmica de TorAps-
SmbP-GFP.

Muestra Tubo sin sedimento  Tubo con sedimento Sedimento
celular () celular (9) celular ()
TorAps-SmbP-GFP 1 0.9891 1.0082 0.0191
TorAps-SmbP-GFP 2 0.9966 1.0186 0.0220
TorAps-SmbP-GFP 3 0.9857 1.0086 0.0229

Se resuspendieron los sedimentos celulares de TorAps-SmbP-GFP en
200 uL de buffer hipertonico para obtener una concentracion celular de 0.1 g/mL.
Después de obtener la fracciobn hipertdnica, los sedimentos celulares se
resuspendieron en solucion hipotdnica en los mismos volumenes utilizados en la

solucion hiperténica para obtener una concentracién celular de 0.1 g/mL.

Se analizaron las fracciones hipertonicas e hipotonicas de cada expresion
realizada por el método SDS-PAGE. El peso molecular tedrico para TorAps-
SmbP-GFP es de aproximadamente 40 KDa el cual se puede observar en la

Figura 17.
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Figura 17. SDS-PAGE 12% de la extraccion peripldsmica de TorAps-SmbP-GFP.
FHiper= fracciéon hiperténica, FHipo= fraccion hipotdnica. Como control negativo
se utilizo E. coli BL21(DE3) sin transformar. Marcador de peso molecular PAGE-
MASTER Protein Standard.



5.5Expresion a pequefia escala de las construcciones de lunasina
Una vez transformada la construccion de SmbPc-Lun en la cepa de E. coli
BL21(DES3) se tomaron varias colonias para llevar a cabo la expresion a pequefia
escala de la proteina de interés. Se analizaron las fracciones solubles e
insolubles de cada expresion realizada por el método SDS-PAGE. El peso
molecular tedrico para SmbPc-Lun es de aproximadamente 17 KDa el cual se

observa en la Figura 18.
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Figura 18. SDS-PAGE 15% de la microexpresién de SmbPc-Lun. FS= fraccién
soluble, FI=fraccién insoluble. Como control negativo se utilizé E. coli BL21(DE3)
sin transformar. Marcador de peso molecular PAGE-MASTER Protein Standard.
Peso molecular calculado 16.1 kDa.

Después de transformar la construccién de CusFH+c-Lun en la cepa de E.
coli BL21(DE3) se tomaron varias colonias para llevar a cabo la expresion a
pequefia escala de la proteina de interés. Se analizaron las fracciones solubles
e insolubles de cada expresion realizada por el método SDS-PAGE. El peso
molecular tedrico para CusF3H+c-Lun es de aproximadamente 17 KDa el cual se

observa en la Figura 19.
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Figura 19. SDS-PAGE 15% de la microexpresion de CusF3H+c-Lun. FS= fraccidn
soluble, FI=fraccién insoluble. Como control negativo se utilizé E. coli BL21(DE3)
sin transformar. Marcador de peso molecular PAGE-MASTER Protein Standard.
Peso molecular calculado: 16.5 kDa.

Luego se transformo la construccion de CusFH+c-Lunx2 en la cepa de E.
coli BL21(DE3) y se tomaron varias colonias para llevar a cabo la expresion a
pequefia escala de la proteina de interés. Se analizaron las fracciones solubles
de cada expresion realizada por el método SDS-PAGE. El peso molecular teérico
para CusF3H+c-Lunx2 es de aproximadamente 21.7 KDa el cual se observa en

la Figura 20.
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Figura 20. SDS-PAGE 15% de la microexpresion de CusF3H+c.-Lunx2. Carril 1:
Marcador de peso molecular Wide Range Protein Molecular Weight Marker,
Unstained (BioBasic); Carril 2: control negativo E. coli BL21(DE3) sin transformar;
Carril 3-5: CusF3H+-Lunx2 producida con 3 colonias distintas.

Una vez obtenida la cepa de E. coli BL21(DE3) con la construccion de

SmbPtev-Lun, se tomaron varias colonias para llevar a cabo la expresion a
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pequefia escala de la proteina de interés. Se realiz0 la expresion a 25y 37 °C
para observar si habia diferencias en la expresion. Se analizaron las fracciones
solubles de cada expresion realizada por el método SDS-PAGE. El peso
molecular tedrico para SmbPTev-Lun es de aproximadamente 17 KDa el cual se

observa en la Figura 21.
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Figura 21. SDS-PAGE 15% de la expresion a pequefia escalade SmbPrey-Lun. Carril
1: Marcador de peso molecular Wide Range Protein Molecular Weight Marker,
Unstained (BioBasic); Carril 2: control negativo E. coli BL21(DE3) sin transformar;
Carril 3-5: expresion a 25 °C de SmbP+ev-Lun; Carril 6-8: expresién a 25 °C de
SmbP+ev-Lun. Peso molecular calculado: 16 kDa.

Para la producciéon de CusF3H+tev-Lun, se transformo la construccion de
esta en la cepa de E. coli BL21(DE3) y se tomaron varias colonias para llevar a
cabo la expresion a pequefia escala de la proteina de interés. Se realizé la
expresion a 25 y 37 °C para observar si habia diferencias en la expresion. Se
analizaron las fracciones solubles de cada expresion realizada por el método
SDS-PAGE. ElI peso molecular teodrico para CusF3H+tev-Lun es de

aproximadamente 17 KDa el cual se observa en la Figura 22.
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Figura 22. SDS-PAGE 15% de la microexpresion de CusF3H+rev-Lun. Carril 1:
Marcador de peso molecular Wide Range Protein Molecular Weight Marker,
Unstained (BioBasic); Carril 2: control negativo E. coli BL21(DE3) sin transformar;
Carril 3-5: expresion a 25 °C de CusF3H+rev-Lun; Carril 6-8: expresion a 37 °C de
CusF3H+tev-Lun.

5.6Purificacion de TorAps-SmbP-RFP y TorAps-SmbP-GFP por
cromatografia IMAC
Para la purificacion de TorAps-SmbP-RFP se obtuvieron los sedimentos
celulares de 1 L de cultivo de la expresado de y se sometié6 al método de
lisozima/choque osmético para realizar la extraccion periplasmica de las
proteinas. Para esto se tomaron el peso del tubo empleado antes y después de
contener el sedimento celular para obtener el peso hiumedo del mismo (ver Tabla

9).

Tabla 9. Peso del sedimento celular para la extraccion periplasmica de TorAps-
SmbP-RFP.

Muestra Tubo sin sedimento  Tubo con sedimento Sedimento
celular (9) celular () celular ()
TorAps-SmbP-RFP 75.4374 80.5862 5.1488

Se resuspendieron los sedimentos celulares en 50 mL de solucion

hiperténica obteniendo una concentracion celular de 0.1 g/mL.
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Después de obtener la fraccidn hipertonica, los sedimentos celulares se
resuspendieron en solucion hipotdnica en los mismos voliumenes utilizados en la
solucion hipertonica para obtener una concentracion celular de 0.1 g/mL. Una vez
obtenidas las fracciones hipotdnicas se descartaron los sedimentos celulares.

Se obtuvieron en total 100 mL de fraccion hiperténica e hipoténica los
cuales fueron sometidos a cromatografia IMAC. Después de lavar la columna con
solucion amortiguadora de lavado se realizo la elucibn como se describié en el
punto 4.6.1. De las fracciones obtenidas, se analizaron por el método SDS-PAGE
(ver Figura 23) las que tenian la coloracion roja caracteristica y que estaban

dentro del pico de absorbancia.

120 kDa
80 kDa
60 kDa

'
40 kDa B e e g
30 kDa

20 kDa

I 20430 5 6 7 8 O I0 N T I2a 3T 34 15

Figura 23. SDS-PAGE 12% de la purificacién de TorAps-SmbP-RFP. Carril 1:
Marcador de peso molecular PAGE-MASTER Protein Standard. Carril 2: fraccion
peripldsmica. Carril 3: fraccion no unida. Carril 4-15: fracciones obtenidas en la
elucion.

En la Figura 24 se observa el cromatograma de afinidad obtenido con el
equipo FLPC AKTA prime plus observando el pico de elucién para TorAps-SmbP-
RFP. Cabe destacar que se obtuvieron fracciones en volumenes de 0.5 mL de la

elucién por gradiente.



Cromatograma de Afinidad con Ni(ll) para la
purificacion de TorAps-SmbP-RFP mediante
AKTA Primer Plus
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Figura 24. Cromatograma de afinidad con Ni(ll) para TorAps-SmbP-RFP.

Para la purificacion de TorAps-SmbP-GFP se obtuvieron los sedimentos
celulares de 1 L de cultivo de la expresado y se sometid6 al método de
lisozima/choque osmoético para realizar la extraccion periplasmica de las
proteinas. Para esto se tomaron el peso del tubo empleado antes y después de
contener el sedimento celular para obtener el peso humedo del mismo (ver Tabla

10).

Tabla 10. Peso del sedimento celular para la extraccion periplasmica de TorAps-
SmbP-GFP.

Muestra Tubo sin sedimento  Tubo con sedimento Sedimento
celular (9) celular (9) celular ()
TorAps-SmbP-GFP 75.3301 80.8914 5.5613

Se resuspendieron los sedimentos celulares en 50 mL de solucidon
hipertonica obteniendo una concentracion celular de 0.1 g/mL.
Después de obtener la fraccion hipertdnica, los sedimentos celulares se

resuspendieron en solucion hipotdnica en los mismos voliumenes utilizados en la

90



solucion hipertonica para obtener una concentracion celular de 0.1 g/mL. Una vez
obtenidas las fracciones hipotdnicas se descartaron los sedimentos celulares.
Para esta proteina solo los 50 mL de la fraccion hipoténica fueron
sometidos a cromatografia IMAC. Después de lavar la columna con solucion
amortiguadora de lavado se realiz6 la elucion como se describio en el punto 4.6.1.
De las fracciones obtenidas, se analizaron por el método SDS-PAGE las que
tenian la coloracion verde caracteristica y que estaban dentro del pico de

absorbancia.

En la Figura 25 se observa el cromatograma de afinidad obtenido con el
equipo FLPC AKTA prime plus observando el pico de elucién para TorAps-SmbP-
GFP. Se obtuvieron fracciones en volumenes de 0.5 mL de la elucién en un solo

paso.

Cromatograma de Afinidad con Ni(ll) para la
purificacion de TorAps-SmbP-GFP mediante
AKTA Primer Plus
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Figura 25. Cromatograma de afinidad con Ni(ll) para TorAps-SmbP-GFP.

5.7Microscopia de fluorescencia.
Después de realizar la expresion a pequefa escala de proteinas de

TorAps-SmbP-RFP se tomoé el sedimento celular de 2 mL de cultivo y se



resuspendio en 1 mL de solucién amortiguadora PBS. Se tom¢é una alicuota de 5
ML para la realizar la observacion por el microscopio de fluorescencia. Asi mismo,
se realiz6 el analisis de la expresion citoplasmica utilizando SmbPc-RFP. Como
control negativo se utilizo E. coli BL21(DE3) sin transformar. En la Figura 26 se
muestran las imagenes tomadas del microscopio de fluorescencia de las

diferentes expresiones.

Figura 26. Analisis de la expresion de TorAps-SmbP-RFP por microscopia de
fluorescencia. Campo claro: A) E. coli BL21(DE3). Fluorescencia: B) SmbP.-RFP,
C) TorAps-SmbP-RFP.

5.8 Cuantificacion de RFP por espectrofotometria de fluorescencia.
Se cuantificd la concentracion de RFP de las fracciones de elucion
obtenidas en la cromatografia IMAC. En la Tabla 11 se muestran los datos

utilizados para la curva de calibracion.



Tabla 11. Datos de la curva de -calibracion para la cuantificacién por
espectrofotometria de fluorescencia.

Estandar Concentracion (ug/mL) Intensidad promedio + DS (R.F.U)

1 70 331.97 £13.74

2 50 246.33 £5.77

3 20 106.3£5.46

4 10 54.07 £ 2.23

5 5 29.97 £1.19

6 25 13.9 £+0.53

7 1 5.87 £+ 0.21

Posteriormente se llevd a cabo la lectura de las muestras a analizar
utilizando una longitud de onda de excitacion de 530 nm y una longitud de onda
de emision de 585 nm. Se realizaron los célculos correspondientes con la
ecuacion obtenida de la grafica de la curva de calibracién (ver Figura 27). Se

obtuvieron 4.13 mg de TorAps-SmbP-RFP por litro de cultivo expresado.

200 Curva de calibracion de RFP
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Figura 27. Gréfica de la curva de calibracion de RFP a 585 nm de longitud de onda
de emisién. Las proteinas fueron excitadas a 530 nm.

5.90Dbtencion del espectro de fluorescencia de GFP.
En la Figura 28 se observa el espectro de fluorescencia de GFP obtenido
después de una excitacion a 488 nm y un barrido desde 480 nm hasta 550 nm

obteniendo un pico maximo de emision a los 509 nm.
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Figura 28. Espectro de fluorescencia de GFP. La proteina fue excitada a 488 nm.

5.10 Purificacion de lunasina con las diferentes proteinas de
fusion empleando cromatografia IMAC
Después de obtener el lisado de 1 L de cultivo expresado de SmbPc-Lun,
se purificd por cromatografia IMAC. Para observar el comportamiento de esta
proteina en la cromatografia IMAC, se realiz6 la elucion en un solo paso utilizando
la solucion amortiguadora de elucion descrita en el punto 4.6.1. De las fracciones
obtenidas, se analizaron por SDS-PAGE (ver Figura 29) solo las que estaban

dentro del pico de absorbancia.
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Figura 29. SDS-PAGE 15% de la purificacion de SmbPc-Lun de 1 L de cultivo
expresado. Carril 1: Marcador de peso molecular PAGE-MASTER Protein Standard.
Carril 2: lisado. Carril 3: fraccion no unida. Carril 4-10: fracciones obtenidas en la
elucion.
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En la Figura 30 se observa el cromatograma de afinidad obtenido con el
equipo FLPC AKTA prime plus observando el pico de elucion para SmbPc-Lun de
1 L de cultivo expresado. Se obtuvieron fracciones en volumenes de 0.5 mL de

la elucion en un solo paso.

Cromatograma de Afinidad con Ni(ll) para la
purificacién de SmbPc-Lunasina mediante AKTA
Primer Plus
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Figura 30. Cromatograma de afinidad con Ni(ll) para SmbP.-Lun de 1 L de cultivo.

Debido a que las fracciones obtenidas no presentaban la pureza deseada,
se expresaron 3 L de cultivo de SmbPc-Lun para lograr saturar la columna. Se
obtuvo el lisado con solucién amortiguadora de lisis conteniendo 50 mM Tris-HCI
pH 8.0, 500 mM NaCl y 5 mM imidazol y se sometié a cromatografia IMAC. En
este caso se optd por realizar lavados a la columna con solucién amortiguadora
de lavado como se describe en el punto 4.6.1. Después de realizar el lavado se
realizo la elucion en gradiente y se analizo por SDS-PAGE (ver Figura 31) las

fracciones obtenidas que se encontraban dentro del pico de absorbancia.
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Figura 31. SDS-PAGE 15% de la purificacion de SmbP¢-Lun de 3 L de cultivo
expresado. Carril 1: Marcador de peso molecular PAGE-MASTER Protein Standard.
Carril 2: lisado. Carril 3: fraccion no unida. Carril 4-10: fracciones obtenidas en la
elucion.

En la Figura 32 se observa el cromatograma de afinidad obtenido con el
equipo FLPC AKTA prime plus observando el pico de elucién para SmbPc-Lun de
3 L de cultivo expresado. Se obtuvieron fracciones en volimenes de 0.5 mL de

la elucién en gradiente.

Cromatograma de Afinidad con Ni(ll) para la purificacién de
SmbPc-Lunasina mediante AKTA Primer Plus
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Figura 32. Cromatograma de afinidad con Ni(ll) para SmbP¢-Lun de 3 L de cultivo.

Aungue fue posible obtener fracciones mas puras, se pudo observar

fraccidn no unida que una gran cantidad de proteina no se unié a la columna (ver
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Figura 31). Por lo tanto, se infirid que la cantidad de proteina expresada en 3 L

de cultivo sobresaturaba la columna.

Debido a esto, se decidi6 realizar la expresion de solo 2 L de cultivo de
SmbPc-Lun. Se obtuvo el lisado con solucidon amortiguadora de lisis conteniendo
50 mM Tris-HCI pH 8.0, 500 mM NaCl y 5 mM imidazol y se sometié a
cromatografia IMAC. Después de realizar el lavado se realiz6 la elucion en
gradiente y se analiz6 por SDS-PAGE (ver Figura 33) las fracciones obtenidas

gue se encontraban dentro del pico de absorbancia.
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Figura 33. SDS-PAGE 15% de la purificacion de SmbP.-Lun de 2 L de cultivo
expresado. Carril 1: Marcador de peso molecular PAGE-MASTER Protein Standard.
Carril 2: lisado. Carril 3: fraccién no unida. Carril 4-15, 17-30: fracciones obtenidas
en la elucién.

En la Figura 34 se observa el cromatograma de afinidad obtenido con el
equipo FLPC AKTA prime plus observando el pico de elucion para SmbPc-Lun de
2 L de cultivo expresado. Se obtuvieron fracciones en volimenes de 0.5 mL de

la elucion en gradiente.
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Cromatograma de Afinidad con Ni(ll) para la
purificacion de SmbPc-Lunasina mediante AKTA
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Figura 34. Cromatograma de afinidad con Ni(ll) para SmbP.-Lun de 2 L de cultivo.

Para la purificacion de CusF3H+c-Lun se obtuvo el lisado de 2 L de cultivo
expresado y se purificé por cromatografia IMAC. Se expresaron 2 L de cultivo
debido a los resultados obtenidos en los experimentos realizados con SmbPc-
Lun. Después de realizar el lavado se realizé la elucidén en gradiente y se analizo
por SDS-PAGE (ver Figura 35) las fracciones obtenidas que se encontraban

dentro del pico de absorbancia.
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Figura 35. SDS-PAGE 15% de la purificacién de CusF3H+c-Lun de 2 L de cultivo
expresado. Carril 1: Marcador de peso molecular PAGE-MASTER Protein Standard.
Carril 2: lisado. Carril 3: fraccion no unida. Carril 5-15, 17-30: fracciones obtenidas
en la elucion.

En la Figura 36 se observa el cromatograma de afinidad obtenido con el

equipo FLPC AKTA prime plus observando el pico de elucion para CusF3H+c-
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Lun de 2 L de cultivo expresado. Se obtuvieron fracciones en volimenes de 0.5

mL de la elucion en gradiente.

Cromatograma de Afinidad con Ni(ll) para la
purificacién de CusF3+-Lunasina mediante
AKTA Primer Plus
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Figura 36. Cromatograma de afinidad con Ni(ll) para CusF3H+.-Lun de 2 L de
cultivo.

Para la purificacion de CusF3H+c-Lunx2 se obtuvo el lisado de 1 L de
cultivo expresado y se purificé por cromatografia IMAC. Se expresaron 1 L de
cultivo debido a los resultados obtenidos en los experimentos realizados con
CusF3H+c-Lunx2. Después de realizar el lavado se realizé la elucion en gradiente
y se analizé por SDS-PAGE (ver Figura 37) las fracciones obtenidas que se

encontraban dentro del pico de absorbancia.
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Figura 37. SDS-PAGE 15% de la purificacion de CusF3H+.-Lunx2 de 1 L de cultivo
expresado. Carril 1: Marcador de peso molecular Wide Range Protein Molecular
Weight Marker, Unstained (BioBasic); Carril 2: lisado; Carril 3: fraccion no unida.
Carril 4-15y 17-30: fracciones obtenidas en la elucion por gradiente.
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Para la purificacion de SmbPtev-Lun se obtuvo el lisado de 1 L de cultivo
expresado y se purifico por cromatografia IMAC. Después de realizar el lavado
se realizo la elucion en gradiente y se analizé por SDS-PAGE (ver Figura 38) las

fracciones obtenidas que se encontraban dentro del pico de absorbancia.
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Figura 38. SDS-PAGE 15% de la purificacion de SmbPrey-Lun de 1 L de cultivo
expresado. Carril 1: Marcador de peso molecular Wide Range Protein Molecular
Weight Marker, Unstained (BioBasic); Carril 2: lisado; Carril 3: fraccion no unida;
Carril 4-10: fracciones obtenidas en la elucion.

En la Figura 39 se observa el cromatograma de afinidad obtenido con el
equipo FLPC AKTA prime plus observando el pico de elucion para SmbPrev-Lun
de 1 L de cultivo expresado. Se obtuvieron fracciones en volimenes de 1 mL de

la elucién en un solo paso.

Cromatograma de afinidad con Ni(ll) para la purificacion
de SmbPy¢,-Lun mediante AKTA Prime Plus
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Figura 39. Cromatograma de afinidad con Ni(ll) para SmbP+ev-Lun de 1 L de cultivo.
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Para la purificacion de CusF3H+tev-Lun se obtuvo el lisado de 1 L de
cultivo expresado y se purifico por cromatografia IMAC. Después de realizar el
lavado se realizé la elucidon en gradiente y se analizé por SDS-PAGE (ver Figura

40) las fracciones obtenidas que se encontraban dentro del pico de absorbancia.
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Figura 40. SDS-PAGE 15% de la purificacién de CusF3H+c-Lun de 1 L de cultivo
expresado. Carril 1: Marcador de peso molecular Wide Range Protein Molecular
Weight Marker, Unstained (BioBasic); Carril 2: lisado; Carril 3: fraccién no unida;
Carril 4-10: fracciones obtenidas en la elucion.

En la Figura 41 se observa el cromatograma de afinidad obtenido con el
equipo FLPC AKTA prime plus observando el pico de elucion para CusF3H+ev-
Lun de 1 L de cultivo expresado. Se obtuvieron fracciones en volimenes de 1 mL

de la elucioén en un solo paso.



Cromatograma de afinidad con Ni(ll) para la purificacion de
CusF3H+g,-Lun mediante AKTA Prime Plus
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Figura 41. Cromatograma de afinidad con Ni(ll) para SmbPrev-Lun de 1 L de
cultivo.

5.11 Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford.
Se cuantificé la concentracién de proteinas de las fracciones de elucion
obtenidas en la cromatografia IMAC. En la Tabla 12 se muestran los datos

utilizados para la curva de calibracion.

Tabla 12. Datos de la curva de calibracion para el método de Bradford.

Concentracion de Reactivo de Volumen de Absorbancia
estandares (mg/mL)  Bradford (uL) muestra (pL) promedio a 595
nm
Estandar 1 1 250 5 0.939
Estandar 2 0.8 250 5 0.860
Estandar 3 0.6 250 5 0.770
Estandar 4 0.4 250 5 0.647
Estandar 5 0.2 250 5 0.545
Estandar 6 0.1 250 5 0.484

Posteriormente se llevo a cabo la lectura de la absorbancia a la longitud
de onda a 595 nm de las muestras a analizar y se realizaron los calculos
correspondientes con la ecuacién obtenida de la grafica de la curva de calibracién

(Ver Figura 42).
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Se obtuvo una concentracién de 0.537 mg/mL correspondientes a 10.74
mg de SmbPc-Lun de 2 L cultivo expresados de las fracciones analizadas a partir
de los calculos realizados utilizando la ecuacion de la recta. Para CusF3H+c-Lun
se obtuvo una concentracion de 0.432 mg/mL correspondientes a 8.64 mg de 2

L cultivo expresados.

Curva de Calibracion para el Método de Bradford
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Figura 42. Gréafica de la curva de calibracion del método de Bradford a 595
nm.

5.12 Digestién y remocion de la proteina de fusién de la lunasina
empleando enteroquinasa, hidroxilaminay TEV y analisis por SDS-
PAGE.

Para la digestion de SmbPc-Lun con la enteroquinasa de cadena ligera, se
emplearon 200 ug de proteina y se realizo la separacion de la proteina de fusién
realizando una segunda purificacion utilizando una resina IMAC cargada con
iones Ni(ll). Después de la incubacion con la resina, se removio el sobrenadante

conteniendo el péptido lunasina separado de la proteina de fusion y se lavo la



resina con la solucion amortiguadora de lavado utilizada en el punto 4.6.1. Se
realizo la elucion de la proteina de fusién con la solucién amortiguadora de
elucion utilizada en el punto 4.6.1. En la Figura 43 se muestra el analisis por SDS-

PAGE de las fracciones obtenidas.
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Figura 43. SDS-PAGE 16.5% de laremocion de la proteina SmbP. de Lun después
de la incubacion con enteroquinasa durante 16 horas. Se purifico con la resina
ProfinityTM IMAC cargada con iones niquel. Serealiz6 ladigestion de 200 ug. Carril
1: SmbP¢-Lun. Carril 2: Digestion de SmbPc-Lun. Carril 3;: Marcador de peso
molecular. Carril 4: Sobrenadante. Carril 5: Lavado de la resina. Carril 6: Elucion
de SmbP.

Para la digestién de CusF3H+c-Lun con la enteroquinasa de cadena ligera,
se cortaron 200 ug de proteina y se realizo la separacion de la proteina de fusion
realizando una segunda purificacion utilizando una resina IMAC cargada con
iones Ni(ll). Después de la incubacion con la resina, se removio el sobrenadante
conteniendo el péptido lunasina separado de la proteina de fusion y se lavo la
resina con la solucion amortiguadora de lavado utilizada en el punto 4.6.1. Se
realizo la elucion de la proteina de fusion con la solucion amortiguadora de
elucion utilizada en el punto 4.6.1. En la Figura 44 se muestra el analisis por SDS-

PAGE de las fracciones obtenidas.



40kDa
30KDA

CusF3H+c-Lun
20 kDa

1
[ JCusF3H+ CusF3H+

______________________

Lunasina

Figura 44. SDS-PAGE 16.5 % de la remocién de la proteina CusF3H+c de Lun
después de la incubacion con enteroquinasa durante 16 horas. Se purificé con la
resina ProfinityTM IMAC cargada con iones niquel. Se realiz6 la digestion de 200
Mg. Carril 1: CusF3H+c-Lun. Carril 2: Digestion de CusF3H+c-Lun. Carril 3: Marcador
de peso molecular. Carril 4: Sobrenadante (Lunasina). Carril 5: Lavado de laresina.
Carril 6: Elucion de CusF3H+.

Asi mismo, se analizé por medio de un gel de Tricina-SDS-PAGE como se

muestra en la Figura 45.
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Figura 45. Tricina-SDS-PAGE 15% de la remocion de la proteina CusF3H+c de Lun
después de la incubacion con enteroquinasa durante 16 horas. Se purifico con la
resina ProfinityTM IMAC cargada con iones niquel. Se realiz6 la digestion de 200
Mg. Carril 1: CusF3H+c-Lun. Carril 2: Digestion de CusF3H+¢-Lun. Carril 3: Marcador
de peso molecular. Carril 4: Sobrenadante (Lunasina). Carril 5-7: Lavado de la
resina. Carril 8y 9: Elucién de CusF3H+.

Para la digestion con hidroxilamina, se utilizaron 110 pL de CusF3H+c-

Lunx2 con 90 pL de una solucién de 4 M de hidroxilamina (concentracion final de
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1.8 M) en solucién amortiguadora que contenia 50 mM Tris-HCI pH 8.0 y 500 mM
NaCl. Se tomaron alicuotas a diferentes horas (2, 19 y 20 h) incubando a 45 °C
y 50 rpm. En la Figura 46 se muestra el andlisis por SDS-PAGE de las muestras
recolectadas. Como se puede observar, existe una disminucion en la banda de
la proteina (CusF3H+-Lunx2), no obstante, no se observa el patron de digestion
esperado en donde deberia aparecer la banda de la lunasina alrededor de los 5

kDa.
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Figura 46. SDS-PAGE al 16.5% de la digestion de CusF3H+c-Lunx2 con
hidroxilamina. Carril 1: Marcador de peso molecular Wide Range Protein
Molecular Weight Marker, Unstained (BioBasic); Carril 2: CusF3+c-Lunx2
antes de la digestion; Carril 3-6: digestion de CusF3H+c-Lunx2 con
hidroxilamina alas 2, 19, 20y 21 h respectivamente.

Como CusF3H+c-Lunx2 contenia el sitio de reconocimiento de la
enteroquinasa entre CusF3H+c y Lunx2, se realizo la digestion cortando 200 g
de proteina y se realizo la separacion de la proteina de fusion realizando una
segunda purificacion utilizando una resina IMAC cargada con iones Ni(ll).
Después de la incubacion con la resina, se removio el sobrenadante conteniendo
el péptido lunasina separado de la proteina de fusion y se lavo la resina con la
solucion amortiguadora de lavado utilizada en el punto 4.6.1. Se realiz6 la elucion

de la proteina de fusion con la solucion amortiguadora de elucion utilizada en el



punto 4.6.1. En la Figura 47 se muestra el andlisis por Tricina-SDS-PAGE de las

fracciones obtenidas.
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Figura 47. Tricina-SDS-PAGE 15 % de la remocién de la proteina CusF3H+c de
Lunx2 después de laincubacién con enteroquinasa durante 16 horas. Se purificé
con la resina ProfinityTM IMAC cargada con iones niquel. Se realizé la digestién
de 200 ug. Carril 1: CusF3H+¢-Lunx2. Carril 2: Digestion de CusF3H+¢-Lunx2. Carril
3: Marcador de peso molecular. Carril 4: Sobrenadante (Lunx2). Carril 5: Lavado
de laresina. Carril 6: Elucion de CusF3H+.

Para la digestion con TEV, primero se realizaron pruebas preliminares
empleando dos temperaturas (4 °C y 30 °C) durante 16 h. En la Figura 48 se
muestra el analisis por SDS-PAGE de las muestras recolectadas. Como se puede
notar, las reacciones realizadas con estas dos temperaturas no lograron la
digestion de la proteina en su totalidad, sin embargo, es posible observar el
péptido lunasina a 5 kDa como se esperaba. Por lo tanto, se decidio realizar las

posteriores digestiones a 4 °C durante 16 h.
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Figura 48. SDS-PAGE al 16% de las digestiones con TEV a4y 30 °C. Carril 3y 6:
digestiéon a 4 °C; Carril 4 y 7: digestion a 30 °C. Carril 1: Marcador de peso
molecular Broad Multi Color Pre-Stained Protein Standard; Carril 2: CusF3H+gy-
Lun sin digerir; Carril 3y 4: digestiones de CusF3H+yey-Lun; Carril 5: SmbPrey-Lun;
Carril 6y 7: digestiones de SmbPrey-Lun.

Para la digestion de SmbPtev-Lun con TEV para para la remocion de la
proteina de fusion, se emplearon 200 ug de proteina y se realiz6 la separaciéon
de la proteina de fusion realizando una segunda purificacion utilizando una resina
IMAC cargada con iones Ni(ll). Después de la incubacion con la resina, se
removié el sobrenadante conteniendo el péptido lunasina separado de la proteina
de fusion y se lavo la resina con la solucién amortiguadora de lavado utilizada en
el punto 4.6.1. Se realiz6 la elucion de la proteina de fusién con la solucién
amortiguadora de elucion utilizada en el punto 4.6.1. En la Figura 49 se muestra

el andlisis por SDS-PAGE de las fracciones obtenidas.
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Figura 49. SDS-PAGE al 15% de laremocion de la proteina de fusion SmbP de Lun
después de la incubacién con TEV durante 16 h a 4 °C. Se purificé con la resina
PROTEINDEX™ HiBond™ Ni-NTA Agarose. Se realiz6 la digestién de 200 pg. Carril
1: SmbPrev-Lun. Carril 2: Digestiéon de SmbPrev-Lun. Carril 3: Marcador de peso
molecular Broad Multi Color Pre-Stained Protein Standard. Carril 4: Sobrenadante
gue contiene la lunasina. Carril 5: Lavado de la resina. Carril 6: Elucion de SmbP.

Para la digestion de CusF3H+1ev-Lun con TEV para para la remocion de
la proteina de fusion, se emplearon 200 ug de proteina y se realizé la separacion
de la proteina de fusion realizando una segunda purificacion utilizando una resina
IMAC cargada con iones Ni(ll). Después de la incubacion con la resina, se
removié el sobrenadante conteniendo el péptido lunasina separado de la proteina
de fusion y se lavo la resina con la solucion amortiguadora de lavado utilizada en
el punto 4.6.1. Se realiz6 la elucion de la proteina de fusién con la solucién
amortiguadora de elucion utilizada en el punto 4.6.1. En la Figura 50 se muestra

el andlisis por SDS-PAGE de las fracciones obtenidas.
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Figura 50. SDS-PAGE al 15% de la remocion de la proteina de fusion SmbP de Lun
después de la incubacién con TEV durante 16 h a 4 °C. Se purificoé con la resina
PROTEINDEX™ HiBond™ Ni-NTA Agarose. Se realiz6 la digestién de 200 pg. Carril
1: SmbPrev-Lun. Carril 2: Digestiéon de SmbPrev-Lun. Carril 3: Marcador de peso
molecular Broad Multi Color Pre-Stained Protein Standard. Carril 4: Sobrenadante
gue contiene la lunasina. Carril 5: Lavado de la resina. Carril 6: Elucion de SmbP.

5.13 Capacidad de captacién de radicales ABTS

Para medir la actividad antioxidante de la lunasina, se utiliz6 el ensayo
de descolorizacion con el reactivo ABTS. Después de ajustar el reactivo ABTS+
a una absorbancia de 0.7 a 734 nm, se adicionaron las muestras y se registraron
las reducciones de las lecturas. En la Figura 51 se muestra que la lunasina
presentdé una maxima capacidad de captacion de radicales ABTS del 30% vy la
lunasina en tandem un 16% a los 10 minutos de reaccion. Asi mismo, en la misma
figura se observa la evaluacion de CusF3H+c-Lun, CusF3H+c-Lunx2 y CusF3H+

obteniendo un 9%, 6% y 6% respectivamente.
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Figura 51. Efecto de lunasina, lunasina en tdndem, CusF3H+-Lun, CusF3H+-Lunx2
y CusF3H+ en la capacidad de captacion de radicales ABTS. Las barras de error
muestran la desviacion estandar.

5.14 Disefio del crRNA
Para el disefio y obtencién del crRNA primero se hizo la seleccion de la
region blanco en el genoma de Synechocystis sp. PCC 6803 que sera sustituida
con la secuencia de la enzima FAP. Para esto se utilizo la base de datos National
Center for Biotechnology Information (NCBI) para tener acceso al genoma de

Synechocystis y asi poder identificar la secuencia que se desea modificar.

El gen seleccionado para esto fue el nblA el cual esta conformado por dos
secuencias codificantes, la ssl0452 y la ssl0453. Estos codifican para la proteina
de degradacion de ficobilisoma, la cual esta conformada por dos proteinas de
diferente secuencia aminoacidica que forman un heterodimero. En la Tabla 13

se muestra la secuencia nucleotidica de este gen.



Tabla 13. Secuencia nucleotidica del gen nblA de Synechocystis sp. PCC 6803. En
negritas se muestra las secuencias codificantes para la proteina de degradacion
de ficobilisomay en italicas la regién no codificante.

ATGAAACCTGAATCCTTCGATCTCACCATTGAACAAATGTTTGAGTTCCGTCGCATGCA

GGATGCCACCGCCAACATCAGCCAGGAGCAAGCCCTGGAACTTTTGGTCCAAGCCTCT

CGACTGTTGATGATTAAATCCAACGTCATCCGGGACTTAATGCGCCAGGCTCCCCTGG

AGCCCCTAGGTTAAGCACAGGCAGGCAAAAAAATTAGCTTGCTGTCTTAGCCATTAGTTA

CAATTTTTGACCGCCCCATTTTTTCAGGAGTGCGATCGCCATGATCAACAACGAAGCCTT

TAACCTATCCTTAGAGCAGAAATTTCAACTGCAGTGTTTGCAACAGGAATATCAAGAAC

TAGACCGGGAGCAGACCGTTAACTATTTACTAGAAACCATGCAACAAATCATGGTGCG

GGATAACCTGATCCGGGATTTGATGAAAAATTCACTCCTCCCCTAG

Para disefiar el crRNA se utilizé la herramienta bioinformatica Cas-
Designer. Primero se seleccion6 la endonucleasa que se utilizé en el presente
proyecto, Cpfl de Francisella novicidia, la cual reconoce el PAM 5’-TTN-3’, luego
se seleccioné el genoma blanco, en este caso fue Synechocystis sp. PCC 6803
y finalmente se introdujo la secuencia blanco, la del gen nblA. La herramienta
permite hasta un maximo de 1000 caracteres y una longitud de crRNA sin PAM
de 15 a 25 nucledtidos. En nuestro caso seleccionamos un crRNA de 20

nucledtidos.

Se obtuvieron 79 posibles resultados para emplear como crRNA, no
obstante, se comenz6 a hacer el descarte en base a las sugerencias de la
herramienta Cas-Designer. Primero se seleccionaron todas las secuencias que
tuvieron un puntaje fuera del marco mayor a 66, después se descartaron todas
las secuencias con mas de 4 timinas repetidas (TTTT) y finalmente por criterio

personal se escogieron las secuencias con un %GC entre 40 y 60. En la Tabla



14 se muestran los resultados obtenidos de los crRNA generados vy

seleccionados.

Tabla 14. Secuencias de crRNA obtenidas con la herramienta Cas-Designher que
tienen como blanco el gen nblA.

Secuencia b’ a 3’ Posicion Posicion Orientacién %GC Puntaje 0 1 2
de corte sin fuera errores error errores
PAM del
marco

TTTGAGTTCCGTCGCATGCAGGA 40 13.8 + 60 69.8 1 0 0
TTTGGTCCAAGCCTCTCGACTGT 102 27.4 + 60 67.3 1 0 0
TTAATCATCAACAGTCGAGAGGC 112 24.3 - 50 68.5 1 0 0
TTTAATCATCAACAGTCGAGAGG 113 24.5 - 45 68.7 1 0 0
TTGCCTGCCTGTGCTTAACCTAG 181 394 - 55 73.5 1 0 0
TTTGCCTGCCTGTGCTTAACCTA 182 39.6 - 55 76.2 1 0 0
TTAAGCACAGGCAGGCAAAAAAA 186 45.7 + 45 75.6 1 0 0
TTAGCTTGCTGTCTTAGCCATTA 209 50.8 + 45 68.8 1 0 0
TTGCTGTCTTAGCCATTAGTTAC 214 51.9 + 40 66.3 1 0 0
TTGTAACTAATGGCTAAGACAGC 216 47.0 - 40 78.2 1 0 0

Finalmente, de entre estos candidatos para crRNA se seleccioné el que
realizaba el corte mas cercano al 50 en la posicion de corte. En la Tabla 15 se
muestra el par de oligos que se emplearan como crRNA para los préximos
experimentos los cuales se sintetizaron por la empresa T40LIGO ADN
SINTETICO SA Pl DE CV. Cabe destacar que se adicionaron 4 pb como
extremos sobresalientes en la region 5’ los cuales serviran para poder ligar el
crRNA e los plasmidos que seran digeridos con la enzima de restriccion Aarl la

cual deja estos extremos sobresalientes.
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Tabla 15. Secuencia de oligos utilizados como crRNA. Las secuencias son
complementarias entre si para poder alinearlas y clonarlas en los plasmidos de
edicion.

Oligo Secuencia
CrRNAmiaF 5-AGATGCTTGCTGTCTTAGCCATTA-3’
CrRNAmAR 5-AGACTAATGGCTAAGACAGCAAGC-3’

5.15 Construccion de pSL2680 y pCpflb con crRNAnbia
Una vez seleccionado el crRNA, este fue sintetizado como oligos por la
empresa T4OLIGO ADN SINTETICO SA PI DE CV. Para poder obtener el crRNA
como doble cadena y poder ligarlo en los plasmidos se realizé el alineamiento

como se describe en el punto 4.13.3.

Una vez realizadas las reacciones de digestion de los plasmidos pSL2680
y pCpflb, llevé a cabo la reaccién de ligacion (ver Figura 52 y 53). El producto de
ligacion se transformé en la cepa de E. coli DH5a y se realizo la seleccion de 3

colonias transformantes.
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_

Figura 52. Esquema de la digestién y ligacidon para obtener la construccion de
pPSL_crRNApia.
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Figura 53. Esquema de la digestion y ligacion para obtener la construccion de
pCpflb_crRNAmpia.

En la comprobacion realizada por PCR se utilizaron los iniciadores

crRNAniaF delantero y crRNAnmbiaR reverso como se muestran en la Tabla 16.

Tabla 16. Iniciadores utilizados para la amplificacién de laregion de CRISPR de
los plasmidos pSL2680y pCpflb.

Iniciador Secuencia de nucleétidos
CrRNAmiaF 5-TTGACAGCTAGCTCAGTCC-3’
CrRNAmaR 5-GGTACCAACTACCGCATTAA-3

Para la construccion pSL_crRNAnsia Se obtuvo una banda alrededor de las
330 pb del marcador GeneRuler 1kb DNA ladder como se muestra en la Figura
54. El carril 4 y 6 fueron positivos para la construccion de mientras que el carril 5
no se tomo en cuenta debido a que la amplificacion resulto negativa para esa

construccion.
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Figura 54. PCR de confirmacién de la construccion de pSL_crRNAia. En el carril
1 se muestra el marcador de peso GeneRuler 1kb DNA Ladder; Carril 2 y 3:
amplificacion de la regién CRISPR sin modificar del plasmido pSL2680; Carril 4-6:
amplificacion de la region CRISPR modificado con crRNAmma del plasmido
pSL_crRNAma. Peso esperado: 330 pb.

Para la construccion pCpflb_crRNAnna se obtuvo una banda alrededor de
las 330 pb del marcador GeneRuler 1kb DNA ladder como se muestra en la

Figura 55. El carril 4 al 6 fueron positivos para la construccion.

@ pCpfib_crRNAg,

Figura 55. PCR de confirmacién de la construccion de pCpflb_crRNAmia. En el
carril 1 se muestra el marcador de peso GeneRuler 1kb DNA Ladder; Carril 2:
amplificacion de la region CRISPR sin modificar del plasmido pCpflb; Carril 4-6:
amplificacion de la regiéon CRISPR modificado con crRNAma del plasmido
pCpflb_crRNAua. Peso esperado: 330 pb.
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5.16 Amplificacion de fragmentos para la construccién del molde
reparador
A partir de la secuencia de la enzima FAP (ver Tabla 17) se disefiaron
iniciadores para amplificar la secuencia de la enzima FAP para la adicion de una
etiqueta de 6 histidinas esto con la finalidad de facilitar su purificaciéon una vez

gue esta sea producida. La Tabla 18 muestra las secuencias de los iniciadores.

Tabla 17. Secuencia nucleotidica de la enzima FAP.

AGCGCGAGCGCGGTGGAGGACATTCGTAAAGTGCTGAGCGACAGCAGCAGCC
CGGTGGCGGGTCAGAAGTACGACTATATTCTGGTGGGTGGCGGTACCGCGGCG
TGCGTTCTGGCGAACCGTCTGAGCGCGGATGGCAGCAAACGTGTGCTGGTTCT
GGAGGCGGGTCCGGACAACACCAGCCGTGATGTTAAGATCCCGGCGGCGATTA
CCCGTCTGTTCCGTAGCCCGCTGGACTGGAACCTGTTTAGCGAGCTGCAGGAA
CAACTGGCGGAACGTCAGATTTACATGGCGCGTGGTCGTCTGCTGGGCGGTAG
CAGCGCGACCAACGCGACCCTGTACCACCGTGGCGCGGCGGGTGACTATGAT
GCGTGGGGCGTGGAGGGTTGGAGCAGCGAAGACGTGCTGAGCTGGTTCGTTC
AGGCGGAGACCAACGCGGATTTTGGTCCGGGTGCGTACCACGGTAGCGGCGG
TCCGATGCGTGTGGAAAACCCGCGTTATACCAACAAGCAACTGCACACCGCGTT
CTTTAAAGCGGCGGAGGAAGTTGGCCTGACCCCGAACAGCGACTTCAACGATT
GGAGCCACGATCACGCGGGCTATGGTACCTTTCAGGTTATGCAAGACAAAGGTA
CCCGTGCGGATATGTACCGTCAGTATCTGAAGCCGGTGCTGGGCCGTCGTAAC
CTGCAAGTTCTGACCGGTGCGGCGGTGACCAAGGTTAACATTGATCAAGCGGC
GGGTAAAGCGCAAGCGCTGGGTGTGGAGTTCAGCACCGATGGTCCGACCGGT
GAACGTCTGAGCGCGGAACTGGCGCCGGGCGGTGAAGTGATTATGTGCGCGG
GTGCGGTTCACACCCCGTTCCTGCTGAAACATAGCGGCGTTGGTCCGAGCGCG
GAGCTGAAGGAATTTGGTATTCCGGTGGTTAGCAACCTGGCGGGCGTGGGTCA
GAACCTGCAGGACCAACCGGCGTGCCTGACCGCGGCGCCGGTTAAGGAGAAAT
ACGACGGCATCGCGATTAGCGATCACATCTATAACGAAAAGGGTCAAATTCGTA
AACGTGCGATTGCGAGCTACCTGCTGGGCGGTCGTGGCGGTCTGACCAGCACC
GGTTGCGACCGTGGTGCGTTTGTGCGTACCGCGGGTCAGGCGCTGCCGGATCT
GCAAGTGCGTTTTGTTCCGGGTATGGCGCTGGACCCGGATGGTGTGAGCACCT
ATGTTCGTTTCGCGAAGTTTCAGAGCCAAGGCCTGAAATGGCCGAGCGGTATTA
CCATGCAGCTGATTGCGTGCCGTCCGCAAAGCACCGGCAGCGTGGGTCTGAAA
AGCGCGGATCCGTTTGCTCCGCCGAAACTGAGCCCGGGCTACCTGACCGACAA
GGATGGTGCGGATCTGGCGACCCTGCGTAAAGGCATTCACTGGGCGCGTGACG
TTGCGCGTAGCAGCGCGCTGAGCGAGTACCTGGATGGTGAACTGTTTCCGGGC
AGCGGTGTGGTTAGCGACGATCAGATCGACGAATATATTCGTCGTAGCATCCAC
AGCAGCAACGCGATCACCGGCACCTGCAAGATGGGCAACGCGGGTGACAGCA
GCAGCGTGGTTGATAACCAGCTGCGTGTGCACGGCGTTGAGGGTCTGCGTGTG
GTTGATGCGAGCGTGGTTCCGAAAATTCCGGGCGGTCAAACCGGTGCGCCGGT
GGTTATGATTGCGGAACGTGCGGCGGCGCTGCTGACCGGCAAGGCGACCATC
GGTGCGAGCGCGGCGGCGCCGGCGACCGTTGCGGCGTAA




Tabla 18. Iniciadores utilizados para la amplificacion de la enzima FAP y
adicionar la etiqueta de 6 histidinas

Iniciador Secuencia de nucleoétidos
FAPGHF 5-ATGGCTAGCGCGAGCGC-3’
FAPG6HR 5-TTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGCGCCGCAACGGTCGCCG-3’

En la Figura 56 se muestra la amplificacion del fragmento de la enzima
FAP con la etiqueta de histidinas. Se obtuvo una banda alrededor de las 1806 pb

como se esperaba.

N
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Figura 56. Amplificacion de la enzima FAP para la adicion de la etiqueta de 6
histidinas. Carril 1: marcador de peso molecular GeneRuler 1kb DNA Ladder; Carril
2y 3: FAPuisxs; Carril 4: control negativo. Peso esperado: 1806 pb.

Posteriormente se disefiaron iniciadores para la amplificacion de los
brazos homologos y la secuencia de la enzima FAP con la etiqueta de histidinas
para que tuvieran complementariedad entre ellos (como se mostré en la Figura
1). Esto se realiz6 con la finalidad de realizar el ensamble de estos fragmentos
con el plasmido linealizado empleando el kit GenBuilderTM DNA Assembly. En

la Tabla 19 se muestra el listado de los iniciadores empleados.

[ 118




Tabla 19. Iniciadores utilizados para la amplificacién de los fragmentos para el
ensamble del molde reparador.

Iniciador Secuencia de nucleétidos
pBH1F 5-GTAGTTGGTACCGTCGACTTATGGTTGATTCGCATTGTTTT-3’
BH1rnpR 5-GCTAGCCATAGCTGTTGCCCTCCAAGGC-3
FAPgH1F 5-CAACAGCTATGGCTAGCGCGAGCGC-3
FAPgH2R 5- AGAGTTGTGTTAGTGGTGGTGGTGGTGGT-3
BH2rarF 5-CACCACTAACACAACTCTAGGTTTAGGCATC-3’
pBH2R 5-GATCCTCTAGAGTCGACCAAATGTAAAGAATATTCTCAGA -3’
pCpflBH1F 5-AGAAATTCGATATCTAGATCTTTATGGTTGATTCGCATTGTTTT-
3
pCpflBH2R 5-GTTGTTGCCATTGCGGATCCCAAATGTAAAGAATATTCTCAGA-
3

En la Tabla 20 se muestra la secuencia de los brazos homadlogos que
flanquean el gen nblA. Se seleccionaron 600 pb de cada brazo para el molde de

reparacion.

Tabla 20. Secuencia de los brazos homélogos para el molde reparador

Brazo homélogo 1
TTATGGTTGATTCGCATTGTTTTGCTCCTGAAATTTTCGGCAAATACAAATACTTC
GCTCTTCTAGCCCTATTAACCATTTTAACGACAAATTGATGGGGCAACGATTAAC
AAATAATGAATAAATTTTATGTTTTTCAAGATGAAAATTTGAAAATTTGATTTCCTT
ATATTTCTACTATAGAAGACTAATACAATTAGATCTAAAATTTGCAAGTATAAAAAT
CAGCAAATAGTTATATTGTTAATAATTCAATGACCCAATAACTCGTACTGTTATCT
ACGTGGTGAAAGCCAAAAAGACGAACAGTTTAGCCTCCTCCTCCTCGGCGATCG
CCAAGCGAAATGTCATGGGAGATGTTCAGATTGAGCATTTTTTTCTAAAAGCCCT
TGCTAAAACAAACCACATGTGCAGGGTGTCCCCGATGTTGACTAAATTCAGCGG
ACTTAAAACCTATTTTTTCCCTGGGTTGCTAGGTTTGCCCCCCGTTTTGGGCAAG
CTTGTATAAGCAGATACTGTTAATTGGGTCAACTTTTTGTTACATTTATTTACAATT
GATTGTTTACAATTGAAAGGTAGTCGCCTTGGAGGGCAACAGCT

Brazo homélogo 2
CACAACTCTAGGTTTAGGCATCAAGCAAGGCTCTAACGGAAACCTTCGACAAAA
TTAAACGATCTGACCACCTTGCTTGACCGGCCAGAGAGCATCTTAATCATTGAC
GATGACTGTCAACAATTATCGAAAATCAACAACCCCTACTCCTCACAGTTGATTG
TATGTTGTTACCCACTGTCATTCGTTTTTATTGCTTTCCTCTCTCTTTCCTTTCTAG
CGGGCAGCCTGCATCTGGCGATGGCGCTGGGCTACCTGCCAACATTCCGTCAC
CAAATTGTGCCAGGGGACCAGGACACTAAACTCAACCCCCACCTGTTCCCCGGT
GGCTTGGAACATTAATTTAGTACACTTTACTTCATCCCGTGCCTGTCGTACCCGG
TCCAGTAACTCTTGTTGTTGCTCTGGGGTGAAAAAGACTAAACGCTGGCTTTCTA
GTAGCTGGCAGGAGCGGCTAAACCAGTGCTCAAAATCTCCCAACAGGGGCTCT
AAGATAGTTTTGAGCAGTTCTTTTTCGTCTGGTTGGGGATTGATCATGGTAGTGA
AACTAGTCTTAGTCAAATGTTAAATAAAGTTTTCTGAGAATATTCTTTACATTTG




Como se puede observar en la Figura 57, fue posible amplificar los
fragmentos de los brazos homélogos a partir del ADN gendmico de
Synechocystis sp. PCC 6803 obteniendo las bandas esperadas alrededor de los

600 pb.

BH1 NbIA 600 pb BH2 NbIA 600 pb

Figura 57. Amplificacion de los brazos homélogos para el molde reparador. Carril
1y 5: marcador de peso molecular GeneRuler 1kb DNA Ladder. Carril 2y 3: Brazo
homologo 1; Carril 4y 8: control negativo; Carril 6 y 7: Brazo homélogo 2.

Finalmente, a partir de la secuencia obtenida de la enzima FAP a la que
se le afadié la etiqueta de histidinas, se le realiz6 una segunda amplificacion para
obtener el fragmento que sera utilizado en el ensamble del molde reparador en
los plasmidos de edicion. En la Figura 58 se puede observar la banda obtenida

alrededor de las 1826 pb como se esperaba.
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Figura 58. Amplificacién de la enzima FAP.isxe para el molde reparador. Carril 1:
marcador de peso molecular GeneRuler 1kb DNA Ladder; Carril 2 y 3: FAPuisxs;
Carril 4: control negativo.

5.17 Obtencién de la construccion pCpflb_crRNAnbia Y
secuenciacion
El plasmido pCpflb_crRNAnwa previamente digerido fue ensamblado con
los fragmentos BH1, FAP y BH2 utilizando el GenBuilderTM DNA Assembly de
Genscript. Se seleccionaron 3 colonias y se extrajo el ADN plasmidico para

comprobar mediante PCR que el ensamble se habia realizado.

En la comprobacién realizada por PCR se utilizaron los iniciadores
crRNAmF Y BH1eapR que flanqueaban desde la region CRISPR hasta el brazo
homélogo 1, y FAPsw:F y FAPsw:R que flanqueaban la secuencia de la enzima
FAP. El resultado esperado era una banda alrededor de los 950 pb y otra en los
1800 pb del marcador GeneRuler 1kb DNA ladder como se muestra en la Figura
59. Se analizaron los plasmidos de 3 colonias diferentes, siendo el plasmido 2

del carril 4 y 5 positivo.
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Figura 59. PCR de confirmacién de la construccion de pCpflb_crRM En el carril 1
se muestra el marcador de peso GeneRuler 1kb DNA Ladder; Carriles 2-7:
plasmidos de 3 colonias diferentes, Carriles 8 y 9: pCpflb sin modificar, Carriles
10 y 11: controles negativos. Carril 2, 4 y 6: amplificacion con crRNAmaF y
BH1rarR, peso esperado: 950; Carril 3, 5y 7: amplificacion con los iniciadores,
peso esperado: 1800 pb.

Una vez obtenido el plasmido se realiz6 una segunda PCR flanqueando
diferentes fragmentos del molde reparador ensamblado en el plasmido. En la
Figura 60 se puede observar las bandas obtenidas utilizando los diferentes
iniciadores empleados para la obtencién de los fragmentos para el ensamble

del molde reparador (ver Tabla 19).
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Figura 60. PCR de confirmacién del molde de pCpflb_crRM. En el carril 1 se
muestra el marcador de peso GeneRuler 1kb DNA Ladder; Carriles 2: amplificacién
de BH1 + FAP, peso esperado: 2400 pb, Carril 3: amplificacion de FAP + BH2, peso
esperado: 2400 pb, Carril 4: BH1 + FAP + BH2, peso esperado: 3000 pb, Carril 5:
FAP, peso esperado: 1800 pb, Carril 6: BH1, peso esperado: 600 pb, Carril 7: BH 2,
peso esperado: 600 pb.

A partir de la amplificacion obtenida de la Figura 55 y del carril 4 de la
Figura 60, se realiz6 la secuenciacion del molde reparador. En la Figura 61 se
observa la secuenciacion obtenida del fragmento que contenia el crRNAnia la
cual fue analizada con el software FlinchTV y en la Figura 62 se observa el

alineamiento de la secuenciaciéon con la secuencia de crRNAmbia.
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Figura 61. Secuenciacion obtenida

Hosortal Sale ——— |———————

iniciadores crRNAmiaF y crRNAmaR.

de crRNAwa de la amplificacion con

Job Title NbIA crRNA Filter Results
RID 1B8SCBNU114  Search expires on 02-01 01:18 am Percent Identity Evalie Query Coverage
Download All v

Query ID Icl|Query_26219 (dna) m
Query Descr NbIA crRNA
Query Length 330
Subject ID Icl|Query_26221 (dna)
Subject Descr  NbIA crRNA secuenciacion
Subject 268
Length
Other reports ~ MSA viewer @

Descriptions. Graphic Summary Alignments Dot Plot

Alignment view | Pairwise v | [ | cDs feature © Download

1 sequences selected @

& Downloadv ~ Graphics sortby: “Descriptions

NbIA crRNA secuenciacion
Soquence ID: Query_26221 Length: 268 Number of Matches: 7

Range 1: 1 to 268 Graphics

¥ Next Match

Score Expect Tdentities Gaps Strand
496 bits(268) 4e-145 268/268(100%) 0/268(0%) Plus/Plus

Query 5@
sbjct 1
Query 110 TAGT
sbjct 61 TA(IST
Query 170 ATAATTCAGT(
S 51 Uiy
Query 230
sbjct 181

ARACGGGTCTAAGAACTTTARATAATTTCTACTGTTGTAGATGCTTGCTGTCTTAGCCAT
LLCLLLLLEL LT DL LT LT
ARACGGGTCTAAGAACTTTARATAATTTCTACTGTTGTAGATGCTTGCTGTCTTAGCCAT
TTTAAATAATTICT) CTGTGCCTTCAG

LTI 1]
TAAATAATTTCT)

ACTE
1111
ACTG

TTGTAGATGCTACTATTCY
PLUTULLLLLELELTETETETLTTT
TTGTAGATGCTACTATTCCTGTGCCTTCAG
CTAAGAACTTTAAATAATTTCTACTGTTGTAGATGTCTAGAGCCTTTTGT
DECELELETELE LR L LT
TAATTCAGTCTAAGAACTTTARATAATTTCTACTGTTGTAGATGTCTAGAGCCTTTTGT

CTAAGAAC a7
LLLLLELTLT |
CTAAGAACTT T

ATTAGTAGCCGGTCTAAGAACTTTAAATAATTTCTACTGTTGTAGATTAGCGATTTATGA
LLCLLELEEL LR LU LT LU LT LTI LT
ATTAGTAGCCGGTCTAAGAACTTTAAATAATTTCTACTGTTGTAGATTAGCGATTTATGA

Query 290 Acmt?nﬁrﬂer(rm(rnmlc( 317

LT
Sbjct 241 AGGTCATTTTIT

Figura 62. Alineamiento de la secuenciacion obtenida

CrRNAmiA.

| 1

1] HIT
TGTCTAGCTTTAATGC 268

con

la secuencia

los

del
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En la Figura 63 se observa la secuenciacion obtenida del fragmento del
molde reparador que contenia el BH1 la cual fue analizada con el software

FlinchTV y en la Figura 64 se observa el alineamiento de la secuenciacion con la

secuencia de BH1.
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Figura 63. Secuenciacion obtenida de BH1 de la amplificacion con los iniciadores
pCpflBH1F y pCpflBH2R.
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Job Title
RID

Program

Query ID

Query Descr
Query Length

BH1F Fi
1EYH1U7S114  Search sxpires on 02-02 10:48 am

Download All v

Blast 2 sequences  Citation v

Icl|Query_34571 (dna)

BH1F

2409

Subject ID Icl|Query_34573 (dna)
Subject Descr  BH1F Secuenciacion
Subject 938
Length
Other reports  MSA viewer @
Descriptions Graphic Summary m Dot Plot

Iter Results

Percent Identity

E value

Query Coverage

Il

| |

Ll

I

Alignment view | Pairwise

v |

1 sequences selected @

& Download v Graphics
BH1F Secuenciacion
Sequence 1D: Query_34573 Length: 938 Number of Matches: 1

Range 1: 3 to 938 Gra:

Score Expe: Gaps Strand
1655 bits(896) 0.0 3 1/937(0%) Plus/P)
Query 26 -TTTT(C CAAATACAAAT, TCGCTCTTCTAGCCCTATTAACCATTTTAAC

? | EELLERERRREE R EEETREE e ieetl
sbjct 3 AAATACTTCGCTCTTCTAGCCCTATTAACCATTTTAAC
Query 86  GACAAATTGATGGGGCAACGATTAACAA GAATAAATTTTATGTTTTTCAAGAT

R I\IHIIHHHIHH]II 11 IIJIIIIIHI]II\III
sbjct 62 AAATTGATGEEECAACGATTAAC TTTATGTTTTTCAARATGA
Query 146 AAATTTGAAAATTTGATTTCCT TAT-'TTCY-«CT- GAAGACTAATACAATTAGATCTA

2 ,III\IIHII\HIIH‘]IIII LI LLEEELELEEEELT
Sbjct 122 AAATTTGAAAATTTGATTTCCTTATATTTCTACTA ATACAATTAGATCTA
Query 206 AAATTTGCAAGTATA AGCAAATAGTTATATTGTTA ATGACCCAATA

L llllll\ Hll J|4HII LT |I1[| “IIII‘HHII\ 111

Sbjct 182 AAATTTGCAAGTATAAAAATCAGCAAATAGTTATATTGTTAGTAATTCAATGACCCAATA
Query 266 ACTCGTACTGTTATCTACGTGGTGAAAGCCA) GACGAACAGTTTAGCCTCCTCCTCC

) |I||\IHIIHHIIJIHIII[IHI ‘IIHII\IIIIIHIHIHIII
Sbjct 242 ACTCGTACTGTTATCTACGTGGTGAAAGCCAAAAAGACGAACAGTTTASCCTCCTCCTCC
Query c GGCGATCGCCAAGCGAAATGTCATGGGAGATGTTCAGATTGAGCAT L EELLECTAA

X II\IHIll‘\HIII“HIIIHIIHII 111 I‘HHII“HI
Sbjct 3e2 CGGCC-\TCGC(-’GCG TCATGGGAGATGTTCARA TYC-‘GCNT'YTTTTC’--;-
Query 386 GCCCTTGCTAA, ATGTGCAGGGTGTCCCCGATGTTGAC CnG(GG-«

i LILEELEL PECLERERLLERRRRERRREent Lttt 111
sbjct 362 SCCCTvGCY'\'\F\"L'\ANCC‘\CRYGTCgRGC‘GTGTCCCCR-\TG'TGHCT-\-\HYTCHG\GG
Query 446 CTTAAAACCTATTTTTTCCCTGGGTTGCTAGGTTTGCCCCCCGTTTTGGGCAAGCTTGT

) LLLEEEERTEEE En e e eeeeennny Ill[IIJIIIII HI]IIHIII
Sbjct 422 CTTAAAACCTATTTTTTCCCTGEGTTGCTAGGTTTGCCCCCCETTTTGEECAAGCTTE
Query 586 TAAGCAGATACTGTTAATTGGGTCAACTTTTTGTTACATTTATTTACAATTGATTGTTTA

PULCEE LRETUERE PR RERT L R et er CELER e et

sbjct 482 Y-«AGC-‘-.RAYA(TG‘TAATYBGGTCA.-:VYTYTTGT ACWTTTATTTACAATTGATTGTTTA

Figura 64.

lus

Alineamiento de la secuenciacién obtenida con la secuencia del BHL1.

En la Figura 65 y 66 se observa la secuenciacién obtenida del fragmento

del molde reparador que contenia la enzima FAP la cual fue analizada con el

software FlinchTV y en la figura 67 y 68 se observa el alineamiento de la

secuenciacion con la secuencia de FAP. Para la secuenciacion de FAP, se realizd

en 2 partes ya que el secuenciador analiza hasta un aproximado de 800 pares

de bases.
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Figura 65. Secuenciacion obtenida de la primera parte de FAP de la amplificacion
con los iniciadores pCpf1BH1F y pCpfl1BH2R.
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Figura 66. Secuenciacion obtenida de la segunda parte de FAP de la amplificacion
con los iniciadores pCpflBH1F y pCpflBH2R.
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Job Title FAPF Filter Results
RID W}Eﬂ[umg,mi Search expires on 02-02 11:27 am Percent identity Evales Query
o e D Cl ] [ Je[ L o]
Query ID IcllQuery_59793 (dna) m El
Query Descr  FAPF
Query Length 1809
Subject!D  IcliQuery_59795 (dna)
Subject Descr  FAPF Secuenciacion
Subject 1062
Length
Other reports ~ MSA viewer @
Descriptions  Graphic Summary Dot Plot

Alignment view |_Painvise

SR

1 sequences selected @

& Dovnload v Graphics
FAPF Secuenciacion
Sequence 10: Query_59795 Length: 1062 Number of Matches: 1

Range 1: 2 to 1062 Graghics

Saore Gosa Towaes Gape Seand
1888 bits(1022) 0.0 1043/1061(99%) 1061(0%) Phus/Plus
Query 36 AGTGC TATATTCTGGTGGG
ALCULLULEELEEELER DR R R L EEEREE R L LR TRt
sbjct 2 AGT TCTGET656
Query %6 T GCGTTCT ARACGTGT 158
SUCCLLUCEELERE LR EE LR LIy
sbjct 62 T 6CaTT AACCGTC ARACGTGT 121
Query 156  GCTGGTTCTGGAGGCGGGTCCGBACAACACCAGCCGTGATGTTAAGATCCCOREGACGAT 215
L R ey
Sbjct 122 GCTGETTCTGRAGGCGGGTCCRGACARCACCAGCCGTGATGTTAAGATCCCGGCGRCRAT 161
Query 216 TACCCGTCTGTTCCGTAGCCCOCTGOACTGRAACCTGTTTAGCGAGCTGCAGGAACAACT 275
£ e ey R Tyl
sbjct 182  TACCCGTCTGT TGRAACCTGTTTAGLGAGE ACAACT 261
Query 276 GaCGGA T TGCT 335
S R e yny|
Sbict 242 GGCGGAACGTCAGATT T6C A 301
Query 33  CGCGACCCTGTACCAC Ga GGAGGETTG 395
s ][II]IIIIIH LLLLLEEEL LR TR
sbjct 362  CGCGACCCTGTACCAC GTGEAGEETTE 361
Query 396  GAGCAGKH GAGCTGGTTCGTT TITTGETCC 455
SULULEUEEREEREEUELE CEREELELEEE PR EL LR ELEL i iy
sbjct 362  GAGCAGCGA TGGTTCGT TITEGTCC 421
Query 456 GGGTGCGTACCACGGTAGCGGCGGTCCGATECATGTGRAMACCCGEGTTATACCAACAA 515
s Ry
sbict 422 C CCGCGTTATACCAACAG 481
Query 516 GCACACCGCGTTCTTTAMGCGGCEEAGEAAGT TGACCTEACCC 578
HII HH IIIIIIHIIHHIIIIHHIHIIHHI(IIIIIHIIIHHIII
sbict 482 41

“@Descriti

Figura 67. Alineamiento de la secuenciacion de la primera parte de FAP obtenida.

Job Title FAPR Filter Results
RID JE:ﬂ"ﬂju’:‘:i Search expires on 02-02 12:11 pm Dascont Evalve Q c 5
Program Blast 2 sequences  Citation v D i D E % [:] e D
Query ID IcllQuery_9071 (dna) m
Query Descr  FAPR
Query Length 1809
Subject ID IcllQuery_8073 (dna)
Subject Descr  FAPR Secuendiacion
Subject 1034
Length
Other reports  MSA viewer @
Descriptions Graphic Summary Dot Plot
Align [ Pairvise Download ~
1 sequences selected @
& Download v Graphics ““Descriptions

FAPR Secuenciacion
Sequence 1D: Query_9073 Length: 1034 Number of Matches: 1

Range 1: 17 to 1031 Graghes

Saore Ep Idercties Gaps Stan
1818 bits(984) 0.0 1003/1016(99%) 1/1016(0%) Plus/Minus
Query 735  TGATCA AAGCGCA CCGAC 734
N LLLLCCEE DECREEVELEEEEEEECEEL L LT LT ERTL eI LI
Sbjct 1031 TGATCAAGC-GCGGGTAAAGCGCAAGCGCTGGGTGTGGAGTTCAGCACCGATGGTCCGAC 973
Query 735  CGGTGAA T TATGTGCGCGEGTGE 854
5 LULCLCELEEEECER R R R LR TR EEELEL i
sbjct 972 AT GGGTGC 513
Query 855  GGTTCACACCCCGTTCCT 14
g |I||||I|IIIIIIIIlII|IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIHIIIII
Sbjct 912 GGTTCACACCCCGTT 853
Query 915  ATTTGGTATTCCGGTGGTT 74
N II|II||II||IIII|III||II|HIIIIIIIII||II||IIII|II||III|II||II
sbjct 852 TATTCCGETEE 733
Query 975 CGATCA 1034
|I|||||l||||||| |||||IHIIIIIIIllIIIIIIIIIII|||I|||| L1
Sbjct 782 GGCGTGCCTGACCGCGGCECCEE GGCATCGCGATTAGCEATCA 733
Query 1035 CATCIATMOSMARSESTCAMTICETAMCHTGORATIECEARCTACCTRCTERACES 11894
IIIlIIllI|I|I|III|||IIlIHIIIIIIIIIIllIlIIIIII||I LT
SbjCt 732 CATCTATAACGARAAGGGTCARATTCGTARACGTGCGATTGCGAGCTACCTGCTGEGCEE 673
Query 1635 TCGTGGCGGTCTGACCAGCACCGGTTGGACCATGETGCGTTTGTGCETACCECGEE! 154
LLLELLVREEEREREEEEELELER LT LU ELTiIninn ||I|H|II||
sbjct 672 513
Query 1155 GGCGCTGCCGGATCTGCAAGTGCGTTTTGTTCCGGGTATGECGCTGRACCCGBATGETGT 1214
II||lIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII LUCECLLELCREEEEEUETTLELERLInL
sbict 612 TTTGC 553
Query 1215 TCGTTTCGCGAAGTTT 1274
LELELLE LR LEE L LD EEL LR LT EELLERTLTETLT ]
Sbjct 552  GAGCACCTATGTTCGTTTCGCGAAGTTTCAGAGCCAAGGCCTGAAATGGCCGAGCGGTAT 493

Figura 68. Alineamiento de la secuenciacion de la segunda parte de FAP obtenida
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Finalmente, en la Figura 69 se observa la secuenciacién obtenida del
fragmento del molde reparador que contenia el BH2 la cual fue analizada con el
software FlinchTV y en la Figura 70 se observa el alineamiento de la

secuenciacion con la secuencia de BH2.
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Figura 69. Secuenciacién obtenida de BH1 de la amplificacion con los iniciadores
pCpflBH1F y pCpflBH2R.
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Job Title BH2 Filter Results

RID 1F3RHXHD114  Search expires on 02-02 12:17 pm
Download All v

Program Blast 2 sequences  Citation v I I 1 l | | I o I I | | 1o | |
Query ID Icl|Query_50353 (dna) m
Query Descr ~ BH2
Query Length 2409

Percent Identity E value Query Coverage

Subject ID Icl|Query_50355 (dna)
Subject Descr  BH2 Secuenciacion
Subject 1000

Length

Other reports ~ MSA viewer @

Descriptions Graphic Summary m Dot Plot

Alignment view | Pairvise v | [ ] CDS feature Download
1 sequences selected (7]
& Download v Graphics <«Descriptions

BH2 Secuenciacion
Sequence ID: Query_50355 Length: 1000 Number of Matches: 1

Range 1: 3 to 1000 Graphic:

Score pect  Identities Gaps Strand

1807 bits(578) o 0 592/1001(39%) 4/1001(0%) Plus/Minus

Query 1383 GGATGGTGCGGATCTGGCGACCCTGCGTAAA-GGCATTCACTGGGCGCGTGACGTT 1441
< TLE TLELLLEEED 1l IIIIIIIHI IIIII[IIIIIIIIIIHII|IIIIlII

Sbjct 1088 GGAT-GTGCGGATCT-GCGA-CC TAAAGGGCATTCACTGGGCGCGTGACGTTGCGE 944

Query 1442 GTAGCAGCGCGCTGAGCGAGTACCTGGATGGTGAACTGTTTCCGGGCAGCGETGTGGTTA 1501
. LLCLULLECTLLEETTETL LT IIIIIIIIIIIII]]II[IIIII[I[IIIIIIlIl
sbjct 943 GTAGCAGCGCGCTGAGCGAGTACCCGGATGGTGAACTGTTTCCGGGCAGCGETGTGGTTA 884

Query 1582 GCGACGATCAGATCGACGAATATATTCGTCGTAGCATCCACAGCAGCAACGCGATCACCG 1561

<
: LLCECLEEEEEEC LR e LR L R e LECLEEEL LR LEL L EELEe
sbjct 883  GCGACGATCAGATCGACGAATATATTCGTCGTAGCATCCACAGCAGCAACGCGATCACCG 824

Query 1562 GCACCTGCAAGATGGGCAACGCGGGTGACAGCAG{AGCGTGGTTGATAACCAGCTGCGTG 1821
. LOCCCLECTLCEECEEELTEECEELC L L EELEEELC R LR LRt
sbjct 823  GCACCTGCAAGATGGGCAACGCGGGTGACAGCAGCAGCGTGGTTGATAACCAGCTGCGTG 764

Query 1622 TGCACGGCGTTGAGGGTCTGCGTGTGGTTGATGCGAGCGTGGTTCCGAAAATTCCGGGCG 1681

_ LUCEELLCTERCCREL P R R C R LR L EELE LT EEnLel
sbjct 763  TGCACGGCGTTGAGGGTCTGCGTGTGGTTGATGCGAGCGTGGTTCCGAAAATTCCGEGCG 784

Query 1682 GTCAAACCGGTGCGCCGETGGTTATGATTGCGGAACGTGCGGCGGCGCTGCTGACCGGCA 1741

. LLCECLLEETLELECEEEL L ERE LR C P LR L EELLEEEELEL T EELne
sbjct 783  GTCAAACCGGTGCGCCGGTGGTTATGATTGCGGAACGTGCGGCGGCGCTGCTGACCGGCA 644

Query 1742 AGGCGACCATCGGTGCGAGC GGCGCCGGCGACCGTTGLGGCGcaccaccaccacc 1881

. IIlIlHIIIIIIIIIlIIIIlIIlIIlHIIIIIIIIHIIIIIIIIIIIIIIIIIlIl
sbjct 643  AGGCGACCATCGGTGCGAGCGCGGCGGCGCCEGCGACCETTGCGGCGCACCACCACCACC 584

TAACACAACTCTAGGTTTAGECATCAAGCAAGGCTCTAACGGAAACCTTCGACAA 1861
I[IIIIIIIIII||II||II|IIIIIIIIIIIHIIIIIIIIIIII||II|[II

AACACAACTCTAGGTTTAGGCATCAAGCAAGGCTCTAACGGAAACCTTCGACAA 524

Query 1se2 ﬁa
sbjct 583 Ac Al
Query 1862

C GCATCTT,
LECLLEELLERECEEL LR LR LR LR LR EEETLETT L
ACGATCTGACCACCTTGCTTGACCGGCCAGAGAGCATCTTAATCATTGACGATE 464

AN
111

C
1]
CACT,
TT]\?ACGATCYGACCACCTTGCTTGACCGG CAGAGAGCATCTTAATCATTGACGATG 1921
sbjct 523  AATTAA

Figura 70. Alineamiento de la secuenciacion obtenida con la secuencia del BH1
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CAPITULO 6

6 DISCUSIONES

En estudios previos se ha demostrado el uso de SmbP, una proteina
aislada del periplasma de la bacteria gram (-) Nitrosomonas europaea, como una
proteina de fusion para la expresion de proteinas recombinantes citoplasmicas y
periplasmicas®3. No obstante, los niveles de expresion periplasmica fueron bajos
por lo que se vio la necesidad de mejorar su potencial para exportar proteinas al
periplasma. En nuestro grupo de trabajo se explor6 el intercambio del péptido
sefal nativo de SmbP por el de las proteinas CusF y PelB para mejorar los niveles
de expresion periplasmica lo cual fue monitoreado con la proteina RFP. SmbP
con el péptido sefial de PelB logré exportar mayores cantidades de RFP que
SmbP nativa. Sin embargo, estos resultados solo evaluaron la capacidad de
exportar proteinas al periplasma de E. coli utilizando la via Sec. E. coli posee dos
via principales para el transporte de proteinas desde el citoplasma al periplasma:
la ruta Sec y la ruta Tat*. La ruta Tat exporta proteinas plegadas al espacio
periplasmico utilizando el complejo TatABC comprendiendo de las siguientes
proteinas de membrana: TatA, TatB y TatC. Este complejo funciona como
receptor y canal para transportar proteinas sustratos de Tat. Con la finalidad de

explorar la ruta Tat para exportar proteinas recombinantes al periplasma



utilizando la proteina de fusion SmbP, en este trabajo se realizé una construccion
conteniendo el péptido sefial de TorA el cual es uno de los que mas se ha

estudiado y utilizado®°.

Después de la expresion y purificacibon de RFP con esta nueva
construccion, nuestros resultados demostraron que SmbP con el péptido sefial
de TorA fue capaz de producir mayores cantidades de RFP que la versién nativa
de SmbP obteniendo 4.13 mg y 0.0067 mg respectivamente por litro de cultivo
expresado. Asi mismo, se evalud la fluorescencia de RFP por microscopia de
fluorescencia pudiendo distinguir las diferencias en la distribucion de RFP de las
construcciones periplasmicas y citoplasmicas. Cuando la proteina RFP se
encuentra localizada en el espacio periplasmico, se puede observar una
tendencia de acumulacion en los polos de la célula. Esta distribucion
caracteristica ha sido ampliamente demostrada en estudios secretando GFP
utilizando la via Tat y con versiones mejoradas de GFP que pueden ser plegadas
en el espacio periplasmico después de haber sido secretada a través de la ruta
Sec®051, En estos estudios se observé que cuando GFP era expresada en el
periplasma de E. coli y era resuspendida en solucion amortiguadora PBS se
producia un efecto de polarizacién de las proteinas distribuyéndolas hacia los

polos.

Se ha reportado que SmbP wild type no produce GFP activa en el
periplasma de E. coli mientras que en la expresion citoplasmica produjo grandes
cantidades de GFP fluorescente®3. Por lo tanto, se decidié explorar la ruta Tat

para evaluar la capacidad de exportar la proteina GFP de manera activa al



periplasma de E. coli. Después de obtener nuestra nueva construccion de
TorAps-SmbP-GFP se pudo observar que de manera efectiva TorAps-SmbP fue
capaz de transportar GFP de manera activa en el periplasma de E. coli lo cual
fue corroborado mediante un espectro de fluorescencia de la fraccion hipotonica
obtenida mediante el método de lisozima/choque osmotico. Estos resultados
demuestran que SmbP no afecta la capacidad del complejo Tat de exportar GFP
de manera eficiente y activa obteniendo una absorbancia maxima de emision a

510 nm.

La lunasina es un péptido de 43 aminoacidos de la semilla de la soya que
ha llamado la atencion debido a su accidn como agente quimiopreventivo y
anticancerigeno®. Asi mismo, se ha evaluado su potencial antioxidante®3,
antiinflamatorio®*, inmunomodulador®® asi como su actividad en la regulacién del
colesterol®®. Se ha empleado una gran variedad de métodos para la obtencién de
la lunasina a partir de fuentes nativas como la soya y otro tipo de productos como
la cebada, el trigo y la avena. Sin embargo, estas metodologias emplean
diferentes técnicas cromatograficas y considerables cantidades de fuente de
lunasina lo cual hace mas costoso el proceso de obtencion. Por ejemplo, se ha
purificado el péptido lunasina a partir de la harina de soya desgrasada empleando
una cromatografia de intercambio aniénico como primer paso, una ultrafiltracion
y una cromatografia en fase reversa obteniendo hasta 9.2 g de lunasina con una
pureza mayor al 99% empleando 20.8 kg de la harina de soya. Este tipo de
metodologias cromatograficas suelen ser mas costosas que el empleo de

cromatografia IMAC. Asi mismo, el producto obtenido a partir de las fuentes



naturales como la harina de soya puede contener una asparagina extra en la cola

poliaspartica lo cual podria afectar en su actividad biol6gica®’.

Comparado con la obtencion de lunasina de fuentes naturales como la
harina de soya, la produccion recombinante empleando sistemas de expresion
procariota como E. coli son una alternativa mas rentable debido a que este
microorganismo es facil de cultivar, sus sustratos son de bajos costos y existe
una gran variedad de cepas modificadas genéticamente para la produccion de
proteinas recombinantes. Sin embargo, existen una serie de inconvenientes al
sobreproducir una proteina recombinante en E. coli tales como la degradacion
por proteasas del hospedero, obtencion de proteinas insolubles formando
cuerpos de inclusion asi como problematicas al momento de purificar la
proteina®®. Una de las estrategias para superar estas problematicas es el empleo

de proteinas de fusion.

Como se menciond anteriormente, SmbP ha sido empleada como proteina
de fusién para la expresion de diferentes proteinas recombinantes, sin embargo,
su capacidad para producir péptidos no ha sido evaluada. Después de la
expresion y purificacion de SmbPc-Lun se pudo observar que empleando un solo
paso de purificacion es posible obtener niveles de pureza altos de la proteina (ver
Figura 33). No obstante, posterior a la remocion de la proteina de fusion SmbP
del péptido lunasina se observé que empleando un segundo paso de purificacion
no fue posible separarlos (ver Figura 43). Se obtuvieron 10.74 mg de SmbPc-Lun
de 2 litros de cultivo expresado de los cuales 3.54 mg corresponden a lunasina

libre.



CusF es una proteina que fue aislada del periplasma de E. coli y fue
modificada adicionandole 3 histidina extras para aumentar su afinidad al metal
Ni(Il) la cual fue nombrada como CusF3H+3. De igual forma, esta proteina no ha
sido empleada para la produccion de péptidos por lo que se evalué la capacidad
de obtener el péptido lunasina. Después de la expresion y purificacion de
CusF3H+c-Lun se observé que se pudo obtener altos niveles de pureza
empleando un solo paso de purificacion (ver Figura 35). Después de la remocion
de la proteina de fusion se empled una segunda purificacion lo cual aumento mas
los niveles de pureza de la proteina logrando separar de manera satisfactoria el
péptido lunasina de la proteina de fusién CusF3H+ (ver Figura 44). Se obtuvieron
8.64 mg de CusF3H+c-Lun de 2 litros de cultivo expresado de los cuales 2.85 mg

corresponden a lunasina ya que esta es una tercera parte de la quimera.

El péptido lunasina ha sido expresado de manera recombinante en E. coli
y fue purificado por cromatografia IMAC con iones Ni(ll) ya que fue producido con
una etiqueta de histidinas. En este estudio se obtuvieron 4.73 mg de lunasina
pura en caldo LB a 37 °C por 4 h y utilizando 1 mM de IPTG como inductor. Sin
embargo, no se menciona en cuanto medio de cultivo fue expresado y no se
reporta algln porcentaje de pureza obtenida solo pudiendo apreciar por SDS-
PAGE multiples bandas contaminantes después de la purificacion®®. Comparado
con nuestro sistema de expresion de proteinas de fusion en las que se produjo
3.54 mg y 2.85 mg de lunasina con SmbP y CusF3H+ respectivamente se puede
inferir que la produccién que obtuvimos es comparable con la metodologia

empleada con estos autores. Asi mismo, la pureza tedrica obtenida utilizando la



proteina de fusion CusF3H+ después de la segunda purificacion por IMAC

calculada con el software ImageJ fue de aproximadamente 90%.

En otro trabajo el péptido lunasina fue expresado de forma recombinante
utilizando la hirudina como proteina de fusion y purificada empleando una
cromatografia de interacciones hidrofébicas ya que posee un dominio N-terminal
con naturaleza hidrofobica. No obstante, adicionalmente se realizaron otras dos
purificaciones empleando una cromatografia de intercambio catiénico y HPLC en
fase reversa para la obtencion de lunasina pura. Los resultados obtenidos fueron
86 mg/L de medio y la pureza obtenida por encima del 95% evaluada por HPLC.
Las condiciones utilizadas para la produccion de lunasina fueron en un cultivo
fed-batch empleando un biorreactor con condiciones controladas®’. Comparando
nuestro sistema con el empleado por este autor se puede destacar que
obtuvieron mayores cantidades debido al empleo de un biorreactor en el cual
pueden ser monitoreados parametros que no pueden ser monitoreados cuando
se realizan producciones a nivel laboratorio. Sin embargo, el empleo de multiples
pasos de purificacion puede hacer mas costoso el proceso, comparado con
nuestro sistema de proteinas de fusion que fue posible obtener hasta un 90% de
pureza empleando una primera purificacién IMAC y posteriormente una segunda
purificacion IMAC para remover la proteina de fusion del péptido lunasina una

vez digerido con la enteroquinasa.

La enteroquinasa de cadena ligera es una proteasa ampliamente
empleada para la remocién de proteinas de fusion?’. No obstante, existen otras

opciones menos costosas para emplear en la remocion de proteinas de fusion.



En este caso se probaron dos alternativas para la remocion de la proteina de

fusion.

Primero se evaludé la separacion mediante una digestion quimica
empleando hidroxilamina, el cual es un reactivo que realiza la digestion en el
extremo C-terminal del residuo de asparagina en la cadena peptidica asparagina-
glicina (NG). Aprovechando esta cualidad de realizar la digestion con un patrén
de dos aminoéacidos, se decidié realizar una construccion en tandem de la
lunasina adicionando los sitios NG entre la proteina de fusion el péptido 1y el
péptido 2 como se muestra en la Tabla 4. La finalidad de hacerlo en tandem es
incrementar la cantidad de péptido obtenido ya que se ha demostrado que
realizando repeticiones del péptido incrementa los rendimientos de la proteina
obtenida pero conforme se va incrementando las repeticiones estos rendimientos
van disminuyendo®. Después de expresar y purificar el tindem (CusF3H+-
Lunx2) se realizaron las pruebas de digestion con hidroxilamina. Como se
observa en la figura 45, la banda de la quimera va desapareciendo conforme
pasa el tiempo de digestion, pero no es posible detectar la banda correspondiente
a lunasina. Esto puede ser debido a que altas concentraciones de sales (por
ejemplo 1.8 M de hidroxilamina) en la mezcla de reaccidon pueden afectar el
andlisis por SDS-PAGE*?. Esto nos puede decir que, aungque no se aprecie la
banda de lunasina no significa que esta no esté presente en la solucién por lo
gue seria necesario realizar una dialisis a la muestra antes de ser analizada por

SDS-PAGE.



No hay reportes de produccién de lunasina en E. coli empleando la
estrategia de repeticiones en tandem. No obstante, existe un trabajo en el que
fue posible producir lunasina en repeticiones tandem utilizando la levadura
metilotréfica Pichia pastoris. En este estudio se emplearon hasta 4 repeticiones
de lunasina separadas por el sitio de reconocimiento de la enteroquinasa de
cadena ligera y conteniendo una etiqueta de histidinas en el extremo C-terminal
para facilitar su purificacion. Este estudio revelo que las 4 repeticiones de
lunasina formaban un dimero al analizar por SDS-PAGE obteniendo una banda
aproximadamente en los 46 kDa. Se obtuvieron hasta 0.24 mg/mL de cultivo libre
de células. Esto nos da un primer acercamiento a la produccién de lunasina con
repeticiones tandem en E. coli y con nuestras proteinas de fusién ya que tampoco

ha sido evaluada esta cualidad con estas.

El virus Etch del tabaco (TEV) codifica un dominio catalitico (proteasa
TEV) de 27 kDa con actividad proteolitica de serina similar a la pepsina. Los
residuos de la triada catalitica del sitio activo son His46, Asp86 y Cysl151 que
reconocen la secuencia de aminoacidos ENLYFQG/S en una proteina y corta
entre Q y G/S. Se han implementado protocolos para su produccion en laboratorio
para obtenerla a bajos costos®!. Debido a esto, se decidio realizar construcciones
gue, en lugar del sitio de reconocimiento de enteroquinasa, contuviera el sitio de
reconocimiento de la proteasa TEV entre la proteina de fusion (SmbP o

CusF3H+) y la proteina de interés (Lunasina).

Después de la expresion y purificacion de SmbPtev-Lun y CusF3H+tev-

Lun, se pudo observar que empleando un solo paso de purificacion es posible



obtener niveles de pureza altos de la proteina (ver Figura 38 y 39). Se pudo
observar que empleando un sitio diferente de corte en la quimera no afecta en la
capacidad de las proteinas de fusion de unirse a la columna IMAC funcionalizada
con niquel. Se obtuvieron 7.8 y 8.75 mg por litro de cultivo expresado de
SmbPtev-Lun y CusF3H+tev-Lun respectivamente. Comparado con lo producido
con las construcciones SmbPc-Lun y CusF3H+c-Lun con el sitio de corte de
enteroquinasa, pudimos obtener mayor cantidad de proteina empleando las
construcciones con el sitio de la proteasa TEV. Después de la remocion de la
proteina de fusion se empled una segunda purificacién, sin embargo, la banda
obtenida fue muy poco apreciable en el gel. Esto se puede deber a que la proteina
se encontraba en muy poca cantidad después de la purificacion ya que no se
logro el 100% de la digestion de la quimera empleando TEV (ver figura 46). De
los 7.8 mg de SmbPrev-Lun de 1 litro de cultivo expresado, 2.57 mg corresponden
a lunasina ya gque esta es una tercera parte de la quimera. Mientras que de los

8.75 mg de CusF3H+tev-Lun, 2.89 mg corresponden a lunasina.

Para probar la actividad del péptido lunasina se midié su capacidad de
captacion de radicales ABTS empleando el método desarrollado por Re et al.
(1998)*3. Este método se determina por la descolorizacién del ABTS™* mediante
la reduccién del radical cationico como el porcentaje de inhibicion de la
absorbancia a 734 nm. Como se mostr6 en la Figura 51 pudimos observar que la
lunasina alcanzo un 30% de méaxima capacidad de captacion de radicales ABTS
mientras que para la lunasina en tAandem fue del 16%. La capacidad antioxidante

y antiinflamatoria de la lunasina ha sido demostrada en estudios previos®?, por lo



gue esperdbamos resultados positivos al evaluarla por este método. Existen
reportes que describen que la lunasina puede poseer propiedades redox esto
debido a la capacidad de poder formar un enlace disulfuro entre la Cysl0 y
Cys22. Aunque esta propiedad puede explicar la capacidad de captacion de
radicales ABTS de la lunasina, esta no estd completamente confirmada3®. Asi
mismo, se midié capacidad de captacion de radicales ABTS de CusF3H+c-Luny
CusF3H+-Lunx2 para evaluar si la proteina de fusion CusF3H+ afectaba de
manera positiva 0 negativa en la actividad antioxidante. Para CusF3H+c-Lun
alcanzo un 9% de méaxima capacidad de captacion de radicales ABTS mientras
qgue para CusF3H+-Lunx2 fue del 6%. Del mismo modo, se evalu6 si CusF3H+
tenia algun efecto en la capacidad de captacion de radicales ABTS alcanzando
solamente un 6%. Esto puede evidenciar que la proteina de fusién no estorba al
péptido para ejercer su actividad, no obstante, no es comparable con la actividad
del péptido libre. Recientemente, se ha evaluado la capacidad de las proteinas
SmbP y CusF3H+ para producir péptidos con actividad antimicrobiana. Se evalu6
la actividad antimicrobiana de los péptidos libre y de los péptidos unidos a las
proteinas SmbP y CusF3H+ demostrando que incluso sin remover las proteinas
de fusion, estos tuvieron actividad antimicrobiana concordando con los resultados

que nosotros obtuvimos®3:64,

Synechocystis sp. PCC 6803 es una cianobacteria con capacidad
fotosintética, que ha sido estudiada como organismo modelo para estudiar para
el estudio de la fotosintesis oxigénica y que ademas ya se encuentra secuenciado

su genoma completo®. Debido a su capacidad de usar CO2 como fuente de



carbono, luz como energia y agua, se ha vuelto un microorganismo interesante
para la produccion de diferentes compuestos. Los biocombustibles han emergido
como una alternativa a la alta demanda del petroleo que ha existido durante los
afios. Como se sabe, este es una fuente no renovable que se estima que en un
futuro se agote debido al alto consumo. Asi mismo, los biocombustibles aparecen
a atender otro tipo de probleméaticas como las emisiones de gas invernadero
como el CO2%. Es por eso que aprovechando todas estas caracteristicas antes
mencionadas se decidié utilizar Synechocystis como una biofabrica para la
produccion de la enzima FAP la cual recientemente se ha comprobado su

habilidad de descarboxilar acidos grasos a hidrocarburos utilizando luz*4.

Para generar un plasmido para la introduccion de la enzima FAP en el
genoma de Synechocystis sp. PCC 6803, se empled el plasmido pSL2680'. Este
posee la endonucleasa guiada por RNA sencillo, Cpfl, la cual carece de
tracrRNA, utiliza un PAM rico en timinas (5’-TTN-3’) y realiza un corte de doble
cadena de ADN escalonado®’. Estas cualidades las hacen diferentes y Unicas de
su predecesora Cas9 la cual requiere la maduracion de un crRNA, un tracrRNA,
utiliza un PAM rico en guaninas (5-NGG-3')?°. Cas9 ha sido empleada para
realizar modificaciones en el genoma de cianobacterias, no obstante, se ha
demostrado que las eficiencias son muy bajas debido a que resulta ser letal para
ellas'’®8, No obstante, Cpfl ha demostrado ser mas flexible en este tipo de
microorganismo obteniendo mayores eficiencias de edicibn. Una de las

explicaciones que se han sugerido es que las cianobacterias resisten y realizan



una mejor reparacion a un corte de doble cadena escalonado (Cpfl) que a un

corte en romo (Cas9)*’.

Primero que nada, fue necesario seleccionar en que parte del genoma de
Synechocystis se introduciria la secuencia de la enzima FAP. La proteina
degradadora de ficobilisoma, como lo dice su nombre, es una proteina
heterodimérica que se encarga de degradar el ficobilisoma cuando la
cianobacteria se encuentra en deficiencia de nitrégeno en el medio®. Este gen
gue codifica esta proteina ha sido reemplazado por el de la proteina amarillo
fluorescente (YFP) empleando CRISPR/Cpf1’ lo cual no afecto en el crecimiento
de la cianobacteria y fue posible monitorear la expresion mediante la
fluorescencia que emite esta proteina. Debido a estos antecedentes decidimos

sustituir este gen con el de la enzima FAP.

Para eso, es esencial disefiar y seleccionar un crRNA que es el que se
encarga de guiar a la endonucleasa Cpfl a la region del genoma en la que se
quiere realizar la modificacion. Como se muestra en la Tabla 10 se generd un
crRNA de 20 pb tomando los diferentes criterios sugeridos por la herramienta
bioinformatica Cas-Designer**. Asi mismo se evalué si este crRNA podia cortar
fuera del gen que se busca reemplazar empleando la herramienta bioinformatica
Cas-OFFinder™ y se encontré que con dos errores, no cortaba fuera de esta
(datos no mostrados). Asi mismo, se encontré que el crRNA obtenido era similar

al que se empled en el estudio del disefio del plasmido pSL2680*".

El molde para la recombinacion homéloga es otro punto crucial ademas

del crRNA para la modificacion del genoma ya que este es el que se usara para



realizar la reparacion después del corte con la nucleasa Cpfl. Se ha sugerido
gue dependiendo la longitud del fragmento que nosotros queremos introducir es
el tamafio de los brazos homologos que se debe utilizar. Asi mismo, un aumento
en la longitud de los brazos homologos puede compensar un inserto de tamafio
aumentado. De 200 a 400 pb para los brazos homodlogos son ideales para
inserciones de ADN grandes mientras que para insertos cortos de 100 pb o
menos, utilizar brazos homoélogos de 50 pb debe ser suficiente’ . Esto Ultimo es
ventajoso ya que se puede sintetizar el fragmento completo con los brazos
homologos y el inserto. A pesar de todo esto, la longitud de los brazos homadlogos
no sigue una regla en especifico por lo que en base a lo reportado para
Synechocystis se utilizd una longitud de 600 pb para cada brazo ya que la

longitud de la enzima FAP es de 1806 pb.

Al realizar el ensamble de los fragmentos para el molde de reparacion en
el plasmido pSL2680 tuvimos complicaciones ya que al momento de analizar por
PCR no obteniamos la amplificacion deseada (datos no mostrados). Este
plasmido fue disefiado y probado para ser utilizado entre una amplia diversidad
de cianobacteria. No obstante, en estudios recientes se reportd que por razones
desconocidas no fue posible realizar la digestidn utilizando estas dos enzimas de
restriccion. Debido a esto, decidieron disefiar otro plasmido en el cual modificaron
los sitios de restriccion reemplazando los de Kpnl-Sall por los de Bglll-BamHI4°.
Ademas, en el caso del plasmido pSL2680 se tenia que hacer el curado creciendo
las células por muchas generaciones, sembrar en placas sin antibiéticos y hacer

el cribado de las colonias que hayan perdido el plasmido de manera espontanea,



debido a esto, se adicioné el gen de sensibilizacion a la sacarosa (sacB) para
disminuir el tiempo en el cual el plasmido es curado de la cianobacteria ya que
después de 5 generaciones, se sembraban en placas de 5% de sacarosa y las
colonias que crecian eran analizadas por PCR y se comprobaba la pérdida del
plasmido!’4°, Debido a esto es que se sustituyd el plasmido pSL2680 por el
pCpflb al cual le fue adicionado el mismo crRNA ya que la regién de CRISPR no
fue modificado. Con esto se obtuvo un plasmido al cual se le puede agregar un
molde reparador con cualquier secuencia de interés y producirlo en

Synechocystis sp. PCC6803.



CAPITULO 7

7 CONCLUSIONES

TorAps-SmbP fue capaz de transportar RFP al periplasma de E. coli lo
cual fue monitoreado por microscopia de fluorescencia y por la extraccion

periplasmica con el método de lisozima/choque osmético.

Se obtuvo mejor produccion de RFP utilizando TorAps-SmbP comparado
con SmbP wild type obteniendo 4.13 + 0.22 y 0.0067 = 0.0003 mg

respectivamente de 1L de cultivo

Mediante el espectro de fluorescencia de GFP se pudo comprobar que
TorAps-SmbP tuvo la capacidad de exportarla de manera activa al espacio

periplasmico de E. coli.

Se obtuvieron las construcciones de pET30a-SmbPc-Lun, pET30a-
CusF3H+c-Lun, pET30a-CusF3H+c-Lunx2, pET30a-CusFrev-Lun y pET30a-

CusF3H+tev-Lun confirmadas por PCR.

Fue posible expresar y purificar SmbPc-Lun, CusF3H+c-Lun, CusF3H+c-
Lunx2, SmbPrev-Lun, CusF3H+tev-Lun mediante cromatografia de afinidad por

metales inmovilizados (IMAC).



No fue posible detectar la lunasina después de la digestion con
hidroxilamina debido a que las altas concentraciones de esta en la solucion

dificultan el analisis por SDS-PAGE.

Se logro digerir CusF3H+c-Lun y purificar lunasina empleando una
segunda cromatografia IMAC, mientras que con SmbPc-Lun fue posible digerirla

mas no purificar lunasina.

Se logré digerir CusF3H+tev-Lun y SmbPrev-Lun y purificar el péptido
lunasina empleando una segunda cromatografia IMAC, sin embargo, no fue
posible detectar la banda después de la purificacibn debido a la baja

concentracion del péptido puro.

Se evalud la actividad antioxidante de la lunasina y la lunasina en tandem
obteniendo 30% y 16% de inhibicién, mientras que para las quimeras CusF3H+c-

Lun, CusF3H+c-Lunx2 y CusF3H+fue de 9%, 6% y 6% respectivamente.

Mediante el uso de las herramientas bioinformaticas Cas-Designer y Cas-
Offinder fue posible disefiar un crRNA dirigido al gen nblA 6ptimo para la edicién

con CRISPR/Cpfl.

Se logro alinear el crRNAnbia y ligarlo en los plasmidos pSL2680 y pCpfl
los cuales fueron confirmados por PCR con iniciadores que amplifican la region

de CRISPR y posteriormente secuenciarlos.

No fue posible ensamblar el molde reparador en el plasmido

pSL_crRNAna debido a que las digestiones con Sall no se llevaron a cabo



correctamente ya que al realizar el andlisis por PCR no se obtuvo la banda

esperada.

Se logré amplificar los brazos homadlogos del genoma de Synechocystis
sp. PCC 6803 que flanquean el gen nblA con una longitud de 600 pb y el gen de

la enzima FAP adicionando una etiqueta de histidinas.

Se logro generar el plasmido pCpfl_crRNAnwia el cual contiene el crRNA 'y
que sirve como base para poder realizar la insercién de moldes reparadores con
diferentes secuencias de proteinas de interés para su produccién en

Synechocystis sp. PCC 6803.

Se logré obtener el plasmido pCpfl_crRM el cual contiene los brazos
homologos y la secuencia de FAP el cual fue confirmado mediante PCR y

secuenciacion.



CAPITULO 8

8 PERSPECTIVAS

En el presente estudio se elaboré y caracterizé la construccion de un
plasmido para la modificacion del genoma de Synechocystis sp. PCC 6803
utilizando CRISPR/Cpfl y poder producir una fotoenzima que tiene la capacidad
de descarboxilar acidos grasos a hidrocarburos utilizando luz. Synechocystis sp.
PCC 6803 es una cianobacteria que se ha estudiado ampliamente para la
obtencién de diversos metabolitos, sin embargo, falta por explotar mas su

capacidad para la produccion de proteinas recombinantes.

Una de las perspectivas de este proyecto es realizar la conjugacién de
Synechocystis con el plasmido construido para poder realizar la insercién del gen
de la fotoenzima en su genoma mediante la herramienta CRISPR/Cpfl. Ademas,
es necesario secuenciar la modificacién para garantizar que la insercion se

realiz6 de manera correcta.

Otra de las perspectivas de este proyecto es producir la fotoenzima en
Synechocystis ya modificada, extraerla y purificarla para poder evaluar la
presencia de esta. Finalmente, cuantificar la cantidad de proteina obtenida y

probar su capacidad de producir hidrocarburos a partir de acidos grasos.



CAPITULO 9

9 SEGURIDAD EN EL TRABAJO DE DISPOSICION DE

RESIDUOS

La disposicion de residuos que se generaron durante el presente proyecto
se gestionados de acuerdo con los lineamientos establecidos por la Facultad de

Ciencias Quimicas de la UANL en el programa de Manejo Integral de Residuos.

Los residuos se dispusieron como se muestra en la siguiente tabla:

Tabla 21. Disposicién de los residuos generados.

Colector Residuo generado
Colector A (Soluciones » Solucion amortiguadora TAE (Tris, &cido
Salinas de pH 6-8, sales, acético, EDTA)
acidos y bases » TFB1 (RbCI, CaCl2, MnCI2, KAc, Glicerol)
organicas) > Solucién amortiguadora TGS (Tris, Glicina,
SDS)
» Solucion hipertonica (Sacarosa, Tris-HCI,
EDTA, Lisozima)
» Soluciéon amortiguadora de equilibrio (Tris-
HCI, NacCl)
» Soluciéon amortiguadora de elucion (Tris-
HCI, NaCl, imidazol)
Colector G Agarosa

VYV V

(Combinaciones Poliacrilamida
organicas solidas)

Colorantes y Lugol » Azul de Coomassie
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