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Abstract

Antimicrobial peptides (AMPs) have taken a great importance in recent biotechnological
advances, because of their advantages to Kill pathogens and undesirable microorganisms. For
this reason the study and application of AMPs is spreading agricultural production and
pharmaceuticals, as well as treatments for cancer and human disease. By using
Chlamydomonas reinhardtii, a microalgae, as biofactory, it seeks to achieve a production of
recombinant proteins with the peptide sequences, constructed with bioinformatics techniques,
analyzed from different organisms that naturally occurring. In this study we have created two
vectors to express the peptides and to extract them in different ways; one associated with an
immunoglobulin and the other one associated with a histidine tail. Our results have shown
that cloning of the peptides has been effective with the vectors used in addition to
successfully integrate in the plasmid DNA from C. reinhardtii.

Keywords: Antimicrobial peptides, Chlamydomonas reinhardtii, biotecnology, recombinants
proteins.

Resumen

La situacion actual de resistencia de los microorganismos a los antibidticos convencionales ha
llevado a la busqueda de nuevas alternativas. Los péptidos antimicrobianos, cuya accién
protectora han usado los animales durante millones de afios, llenan muchos requerimientos
gue demanda la industria farmacéutica, la agricultura y la produccion de alimentos en general.
En los ultimos afios se han intensificado las investigaciones sobre la aplicacion de péptidos
antimicrobianos naturales, presentes en plantas y animales, como alternativa a los antibiéticos
convencionales. A pesar de dichos desarrollos, subsiste la necesidad de disponer de nuevos
compuestos antimicrobianos que sean activos frente a bacterias patdgenas, y que ademas
posean caracteristicas adicionales apropiadas, como por ejemplo un amplio espectro de
accion, toxicidad baja y estabilidad frente a proteasas.

Una vez identificada la secuencia codificante de estos péptidos, se emplean técnicas de
biologia sintética y de ADN recombinantae para modificarlos e introducirlos en microalgas,
capaces de producir esas proteinas a gran escala. La microalga Chlamydomonas reinhardtii es
un excelente modelo debido a su bajo coste de produccion, a su cultivo facil y econdmico, su

gran capacidad para acumular biomasa y a que son generalmente consideradas como inocuas
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para el ser humano. Mediante el uso de Chlamydomonas reinhardtii, una microalga, como
biofactoria. En este estudio hemos creado dos vectores para expresar los péptidos en forma de
proteinas de fusion para poder purificarlos de dos maneras distintas; uno asociado a una
inmunoglobulina y el otro asociado a una cola de histidinas. Nuestros resultados han mostrado
que el clonaje de los péptidos ha sido efectivo con los vectores utilizados, estan preparados
para integrarse de manera satisfactoria en el DNA plasmidico de C. reinhardtii.

Palabras clave: Antimicrobial peptides, Chlamydomonas reinhardtii, biotechnology,

recombinants proteins.



Introduccion

El uso de antibidticos, tanto en proteccion vegetal, como en clinica o veterinaria, esta limitado
por la aparicion de cepas resistentes de los patégenos causantes de enfermedades. Por ello, es
necesario el desarrollo de nuevos antimicrobianos que puedan evitar la resistencia en las
bacterias. En los ultimos afios se han intensificado las investigaciones sobre la aplicacion de
péptidos antimicrobianos naturales, presentes en plantas y animales, como alternativa a los
antibioticos convencionales. A pesar de dichos desarrollos, subsiste la necesidad de disponer
de nuevos compuestos antimicrobianos que sean activos frente a bacterias patdgenas, y que
ademas posean caracteristicas adicionales apropiadas, como por ejemplo un amplio espectro
de accion, toxicidad baja y estabilidad frente a proteasas.

Los péptidos antimicrobianos (AMPs) han sido identificados en una amplia variedad de
organismos, incluyendo arqueobacterias y eubacterias, lo que deja entrever su presencia
temprana en la evolucion. Forman parte de la inmunidad innata de los seres vivos, los cuales
pueden ser considerados antibidticos endégenos y moléculas efectoras. Los AMPs son
péptidos de bajo peso molecular (usualmente menores de 10KDa), codificados en el genoma,
a diferencia de otros antimicrobianos producidos por accion enzimatica, como la penicilina.
(Tabla 1).

Conventional antibiotics
Enzymatically synthesized compounds

Antimicrobial peptides
Ribosomal gene-encoded peptides

Examples' - T A\
N / :
U
Qr OH
Penicillin Canine cathelicidin  Canine B-defensin-1

Molecular characteristics

Antimicrobial spectrum
Primary mechanism of action

Application

Small compounds <2000 Da, easy to
synthesize with lower production cost

Most are active against a subclass of microbes
with low side effects

Metabolic inhibition, easy to develop bacterial
resistance

Conventional antibiotic therapies

Small amphipathic peptides <10 kDa,
feasible to synthesize with higher
production cost

Most are broadly active and
multifunctional with potential side effects
Plasma membrane disruption, hard to
develop bacterial resistance
Prebiotics, probiotics; transgenic animals;
new generation of antibiotics

Tabla 1 Comparativa de los antibiéticos enzimaticos convencionales (penicilinas) frente a los péptidos

antimicrobianos (catelicidinas).

Tipicamente, los AMPs son moléculas cationicas debido a su alto contenido de aminoacidos

como lisina y arginina. Estructuralmente son anfipaticos, lo que les concede estabilidad en



ambientes tanto acuosos como hidrofébicos (Fig.1). Su principal mecanismo de accién
consiste en la desestabilizacion de la membrana celular. Estos compuestos poseen una amplia
diversidad en cuanto a su actividad bioldgica, puesto que son activos contra patdgenos que
incluyen bacterias, hongos, virus y protozoarios. Su espectro de actividad es medianamente
especifico para cada péptido, de tal manera que la sola sustitucién en un residuo podria alterar
su funcionalidad. Normalmente, la actividad antimicrobiana directa presente en los animales
se relaciona con la expresion de los péptidos antimicrobianos, a diferentes niveles bajo
condiciones fisiologicas, y estas actividades constituyen la primera linea de defensa
inmunitaria, especialmente en aquellos sitios donde los péptidos antimicrobianos se
encuentran en altas concentraciones, como en los granulos de las células fagociticas o en las

criptas del intestino delgado.
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Figura 1 Esctructura de los péptidos antimicrobianos

La situacion actual de resistencia de los microorganismos a los antibiéticos convencionales ha
llevado a la busqueda de nuevas alternativas. Los péptidos antimicrobianos, cuya accién
protectora han usado los animales durante millones de afios, Ilenan muchos requerimientos
gue demanda la industria farmacéutica, la agricultura y la produccion de alimentos en general.
La variedad de propiedades antimicrobianas, sus propiedades fisicas y el éxtio evolutivo,
hacen de estos péptidos sustancias ideales para el desarrollo de futuras aplicaciones
terapéuticas. Actualmente, existen bases de datos con mas de 2000 secuencias de péptidos
antimicrobianos, nativos y sintéticos. Sin embargo, a pesar de la gran cantidad de péptidos
descritos en diversos organismos y de los avances para aprovechar su potencial clinico, no
existe actualmente ningun péptido aprobado para uso en humanos por la Food and Drug
Administration (FDA).



El presente TFG se ha realizado en el marco de un proyecto financiado por el Ministerio para
la produccion de péptidos antimicrobianos (SAF2013-48399). El objetivo de este proyecto es
descubrir péptidos antimicrobianos, mas selectivos, menos toxicos y con un menor impacto
medioambiental, que puedan ser de utilidad en medicina y/o agricultura. Dado que en el
genoma de cada especie existen péptidos antimicrobianos propios de la interaccion de cada
especie con su ambiente y patdgenos especificos, se usaron herramientas bioinfromaticas para
rastrear los genomas de especies que Se encuentran constantemente expuestos al ambiente e
identificar potencial péptidos antimicrobianos. Recientemente, el equipo investigador del
grupo de Biotecnologia de macromoléculas (IPNA) ha descubierto una serie de peptdios
antimicrobianos, procedente de diversos animales, entre los que destacan catelicidinas de

mamiferos marinos, terrestres y voladores, asi como de reptiles y aves (Tabla 2).

Péptido Especie Carga neta Hi drof . i ndi ce Borman Estructura
Tt _FR-28 Delfin (Tursiops truncatus) +7 25% 2.67 kcal/mol P-rich
Am TR-26 Caiméan (Alligator mississipiensis) +5 46% 1.75 kcal/mol a-helix
Cp_SP-37 Tortuga pintada (Chrysenys picta bellii) +9 24% 2.59 kcal/mol a-helix
Cp_RR-33 Tortuga pintada (Chrysenys picta bellii) +13 33% 3.9 kcal/mol a-helix
M1 LN-35 Murciélago (Myotis Iucifugus) +8 40% 1.33 kcal/mol a-helix
M1 RF-32 Murciélago (Myotis |ucifugus) +4 31% 2.38 kcal/mol a-helix
Cc_PT-33 Topo de nariz estrellada (Condylura cristata) +2 24% 2.34 kcal/mol a-helix
Cc_KL-41 Topo de nariz estrellada (Condylura cristata) +6 31% 2.42 kcal/mol a-helix
Tm KR-41 Manati (Ttrichechus manatus latirostris) +7 26% 2.92 kcal/mol a-helix
0d QR-42 Degu (Cct odon degus) +11 28% 3.05 kcal/mol a-helix
Vp GF-35 Alpaca (Vicugna pacos) +3 37% 1.88 kcal/mol a-helix
Pv _KS-16 Zorro volador (Pteropus vampyrus) +2 43% 2.26 kcal/mol a-helix
Et KR-42 Erizo (Echinops Telfairi) +4 30% 3.17 kcal/mol a-helix
Ef KF-43 Murciélago (Eptesicus fuscus) +7 30% 3.46 kcal/mol a-helix
Mp SK-38 Hurén (Mustela putoris furo) +8 26% 3.64 kcal/mol a-helix
Ca_KR-38 Topo dorado del Cabo (Chrysochloris asiatica) +8 31% 2.99 kcal/mol a-helix
Mm LV-34 Periquito (Melopsittacus nudul atus) +10 38% 3.16 kcal/mol a-helix
Mm KR-26 Periquito (Melopsittacus nudul atus) +5 50% 0.65 kcal/mol a-helix

Tabla 2 Relacion de péptidos antimicrobianos identificados en diversos mamiferos, aves y reptiles.

Las catelicidinas son un grupo estructuralmente heterogéneo de moléculas antimicrobianas
presentes en algunas especies de mamiferos que estan codificadas en genes formados por tres
intrones y cuatro exones. No obstante Unicamente es funcional el dominio de antimicrobiano
codificado en el Gltimo exdn, puesto que son sintetizaas como prepropéptidos (Figura 2), cuyo
procesamiento consiste en la eliminacion proteolitica del propéptido tras la degranulacion de

neutrofilos.[18]
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Figura 2 Ejemplo de catelidicina.

Una vez identificada la secuencia de estos péptidos, se emplean técnicas de biologia sintética
y de ADN recombinante para modificarlos e introducirlos en microalgas, capaces de producir
esas proteinas a gran escala. La microalga Chlamydomonas reinhardtii es un excelente
modelo debido a su bajo coste de produccion, a su cultivo facil y econdémico, su gran
capacidad para acumular biomasa y a que son generalmente considerados como inocuos para
el ser humano. Todo ello hace de C. reinhardtii un sistema particularmente atractivo para la
expresion de proteinas recombinantes. (Figura 3). Finalmente, se purifican los compuestos
recombinantes a partir de las células y se analiza su actividad antimicrobiana in vitro e in

planta.



flagellum

pyrenoid surrounded
by starch granules

Figura 3 Esquema de la microalga Chlamydomonas reinhardtii, donde se muestra el tipo de transformacion que
resulta factible realizar: cloroplastos (a), nuclear con expresién extracelular (b) y nuclear con expresion

intracelular (c).

Objetivos

Los péptidos antimicrobianos desarrollados en el IPNA a partir de animales tan diversos
como mamiferos, aves y reptiles, son totalmente novedosos y de gran potencial como agentes
antimicrobianos. Sin embargo, la reducida estabilidad de estos péptidos antimicrobianos hace
necesario el desarrollo de proteinas de fusion, mediante técnicas de biologia molecular e
ingenieria genética que, ademas de abaratar considerablmente su estabilidad, permiten una
rapida y eficaz purificacion, lo que los hace idéneos como agentes antimicrobianos de valiosa
utilidad en sanidad, veterinaria, cosmética, acuicultura, etc.

Para este trabajo se han tomado como referencia las catelicidinas procedentes de las especies
Alligator mississippiensis (caiman) y Chrysemys picta belli (tortuga pintada); cuya forma de
vida en aguas con una alta actividad bacteriana, puede influir en el desarrollo evolutivo de
mecanismos de defensa, tales como los péptidos antimicrobianos.

Obijetivos principales:

Partiendo de la secuencia de estos péptidos se desarrollaran proteinas de fusidén basadas en
dos tipos de construcciones: como inmunoadhesinas, conteniendo la parte Fc de la 1IgG

humana, y con colas de histidina (Figuras 4 y 5).
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Estas proteinas de fusion ofrecen una serie de ventajas: como es su mayor estabilidad,
facilidad de purificacion y posibilidad de ser manipulados para producir moléculas bivalentes

0 monovalentes [10].

DNA encoding Protein DNA encoding Protein

HIS 74 HIS-TAG
Protein of interest Forward Primer Reverse Primer
vector
¢ PCR
Fc Region l
Ligation
=FcyR binding = ADCC
DNA encoding Protein g TG

= C1q binding = CDC
HIS-TAG
[

= FcRn binding = Half-life DNA encoding Protein
vector

Figura 4y 5 Esquema de una inmunoadhesina que contiene una proteina de interés y la region Fc de la

inmunoglobulina humana 1gG1. Esquema de una proteina de fusion con colas de histidina.

Concretamente, para este trabajo se plantearon una serie de objetivos particulares, tales como:
1. Disefio y creacion de vectores de expresion adecuados para la generacion de proteinas de
fusién (uno conteniendo la porcion Fc de la IgG humana y otro conteniendo una cola de
histidinas) a partir de un vector comercial para microalgas.

2. Clonaje molecular de ADN sintético codificante para péptidos antimicrobianos en dichos
vectores de expresion.

3. Purificacion de los plasmidos recombinantes y secuenciacion para verificar su correcto
clonaje.

4. Transformacion de microalgas con las construcciones sintéticas.

11



Materiales y métodos

Microorganismos

Los microorganimos empleados en este estudio fueron Escherichia coli cepa DHADS alfa,
(cultivada en medio LB) y la microalga Chlamydomona reinhardtii, cepa ¢137, ambas de Life
Sciences. Ademas también se usoé la cepa ¢3395 de Chlamydomonas, deficiente en la pared
celular, procedente del respositorio de Chlamydomonas de la Universidad de Minesota, en

EEUU (www.chlamycollection.orq).

Cultivo de microalgas

El cultivo de microalgas requeria previament de un proceso de descongelado de las mismas,
ya que se conservan en criocongelacion a -80 °C. Se utilizaron las cepas c137 salvaje y la
cepa €3395 sin pared. Amabas cepas se cultivaron en medio TAP (Invitrogen) y se incubaron
en una camara de cultivo SANYO environmental test chamber modelo MLR 352 H, a 36 °C
de temperatura y una humedad del 50%, e iluminacion en posicion 3. En el interior de la
camara las microalgas se incubaron en erlenmeyers de 100 a 250 mL en agitacion suave a 70-
100 r.p.m.

Secuencias de péptidos antimicrobianos

En este trabajo se utilizé la catelicidina procedente de Alligator mississippiensis (caiman), con
namero de acceso Geneban: XP_0066262491.1 y la catelicidina de Chrysemys picta belli
(tortuga pintada), con nimero de acceso Genebank: XP_005295170.1.

Para el disefio de los péptidos antimicrobianos, se tomo la secuencia del cuarto exon, que es el
que codifica para el péptido antimicrobiano.

Am_TR-26: TRWLWLLRGGLKAAGWGIRAHLNRNQ

Cp_SP-37: SPRRSRWPRRWYLPGSYTLIAHGGGKGKGKGSRLQMA

Material genético de partida
Las secuencias de ADN de las catelicidinas se disefiaron a partir de las correspondientes

secuencias de aminoacidos usando la plataforma DNA 2.0 (www.dna20.com). Las secuencias

de las catelicidinas fueron sintetizadas por Genscript (www.genscript.com) con la

optimizacion de codones para Chlamydomonas.

12


http://www.chlamycollection.org/
http://www.dna20.com/
http://www.genscript.com/

Vector de partida
El clonaje de péptidos antimicrobianos en C. reinhardtii se realizé partiendo de un vector

comerial pChlamy_4 de la casa Invitrogen (www.invitrogen.com). Este plasmido cuenta con

maultiples caracteristicas que lo hacen interesante a la hora de facilitar el proceso de expresion
de las secuencias de interés. (Figura 6).

Promotor Hsp70A-Rbc S2. Es un promotor hibrido constitutivo consistente en los
promotores Hsp70 y Rbc S2 para una expresion fuerte de los genes de interés.

Intrén-1 Rbc S2. Es el primer intrén de la subunidad pequefia de la ribulosa bifosfatasa
carboxylasa (rbcS2); necesaria para el mantenimiento de la alta expresion del gen de interés.
Gen de resistencia a la Zeocina™ (She ble). Es un gen de resistencia a la bleomycina-
Zeocina natural de Streptoalloteichus hindustanus, que permite la seleccion en
Chlamydomonas reinhardtii.

Secuencia peptidica FMDV 2A. “Foot-and-mouth disease-virus” (FMDV) 2A es un péptido
relacionado con la expresién de transgénicos mediante una auto-inhibicion de la reaccion
Tres sitios de clonaje multiple (de las siglas en inglés MCS 1-3) con siete Unicas secuencias
de reconocimiento a enzimas de restriccion (EcoR1, Xhol, Kpnl, BamHI, Bgl 11, Xbal,
Pstl). Permite la insercién del gen dentro del vector pChlamy_4 con flexibilidad de incluir
cualquiera o0 ambas o ninguna de los N-terminal y C-terminal tags.

V5 epitopos (Gly-Lys-Pro-lle-Pro-Asn-Pro-Leu-Leu-Gly-Leu-Asp-Ser-Thr). Permite la
purificacion de la proteina de fusion en resinas con quelantes metalicos.

Sitio de reconocimiento TEV. Permite a la proteasa dependiente de escision de la cola de
seis Histidinas formar la proteina recombinante tras la purificacion.

Extremo 3’ UTR del gen RbceS2. Asegura la correcta terminacion de la transcripcion; el 3°
UTR puede contener secuencias que regulan la eficiencia de la traduccidn, estabilidad del
MRNA, y la sefial de poliadenilizacién.

Gen de resistencia a la Ampicilina (bla). Permite la seleccion de los plasmidos en E.coli.
Promotor bla. Permite la expresion de los genes de resistencia a la Ampicilina.

Origen pUC. Permite la alta replicacién de copia y el crecimiento en E. coli.

13
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pChlamy_4
3640 bp

Figura 6 Esquema representativo del vector pChlamy_4 con las enzimas utilizadas para introducir la secuencia
de interés.

Enzimas de restriccién, marcadores de tamafio y otros kits de biologia molecular
Todas la enzimas de restriccion fueron de Fermentas (Thermofisher). Los marcadores de
tamafio molecular fueron Generuler 1Kb y 0’Generuler de Fermentas (Thermofisher). Los kits
de biologia molecular empleados en este estudio fueron el kit GeneArt de Expresion de
Proteinas en Chlamydomonas (Invitrogen). Los de minipreparacion de ADN plasmidico
(Mini-prep) de Fermentas (Thermofisher). Geneclean Il (de MP Biomedicals) para la
purificacion de DNA a partir de una banda aislada en un gel de agarosa, kit de PCR
(Genscript) y de ligacion (Rapid DNA ligation kit), de Fermentas (Thermofisher). Para
purificar el DNA tras la digestion enzimatica se uso el MicroElute DNA Clean Up Kit
(Omega).

Cuantificacion de ADN. La cuantificacién de DNA se realiz6 en el espectrofotometro
Maestronano (MaestroGen), usando 2 pL de muestra.
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Resultados

En este apartado se describen, junto con los resultados, las estrategias y los procedimientos

empleados para el clonaje molecular de las catelicidinas empleadas en este trabajo.

Modificacion del vector pChlamy_4 para incluir proteina de fusion

El vector de partida pChlamy_4 fue modificado adecuadamente para que, una vez clonadas
las secuencias de los péptidos antimicrobianos, diese lugar a dos tipos de proteinas de fusion:
una inmonoadhesina, que contiene la porcion Fc de la inmonoglobulina G humana y otra
proteina de fusion con una cola de seis histidinas en su extremo C-Terminal. La generacion de
inmonoadhesinas con la porcion Fc nos permitira, entre otras propiedades, purificarla
mediante columnas de proteina A o proteina G [19], mientras que las proteinas de fusion con
colas de His nos permitira purificar las proteinas de fusion resultantes mediante columnas de
Ni.

Utilizando diferentes enzimas de restriccion se modificé el vector pChlmay_4 para cear tanto
el vector pFc como el vector pHis. (Figura 7). En ambos casos, en el disefio del DNA sintético
que codifica para los péptidos antimicrobianos se afiadieron los sitios para las enzimas de
restriccion EcorRI y Kpnl, ya que éstas estaban presentes en el sitio de clonaje multiple

(MCS) del vector y previamente comprobamos que estas enzimas no cortaban a los inserto.

PO 24 ¥ MCS| ta He V3 epitope
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Figura 7 Enzimas de restriccion utilizadas para crear los vectores pHis y pFc.
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Disefio del vector pFc
El gen sintético correspondiente a la porcion Fc de la 1IgG humana que venia originalmente en
un plasmido pUC57 debia ser liberado e introducido en el vector pChlamy_4. Para obtener la
proteina de fusion con la porcién Fc de la IgG humana, teniamos que introducir esta porcién
dentro del vector pChlamy_4 y anular la cola de histidina que se producia en el extremo C-
Terminal. Para ello, el DNA sintético de la porcion Fc de la IgG se dirigio con las enzimas de
restriccion ubicadas en los sitios MCS2 Y MCS3 (Figura 7).
Digerimos ambos vectores con las enzimas BamHI1 y Pstl desde el plasmido que contenia el
gen sintético Fc-tag para purificar el inserto Fc. Abrimos el pChlamy_4 con las mismas
enzimas de restriccion para clonar el inserto Fc-tag dentro del vector. Para purificar el inserto
Fc se utilizé un gel de agarosa al 1.5%, donde se cort6 la banda de interés correspondiente
con el inserto A partir de esta banda se purificé el inserto usando el kit Geneclean.
Material de partida utilizado:

pChlamy_4 20 pL a 0.5 pg/pL

pUCS57 Fc-tag 4ug

Digestion del plasmido y los vectores
La cuantificacion del DNA se toma en un MaestroNano, donde se colocan 2 pL de cada
muestra y nos da el resultado de la concentracion expresado en ng/ uL. Para ajustar el blanco
se utilize el buffer de elucion del kit de purificacion.
Para la digestion se le afiadieron 10 pL de agua a los 4 pg de pUC57 Fc-tag. A partir de ésta,
se tomaron 5 pL que contenian 2 pug de DNA.
Mix de reaccion
5ul de pUC57 Fc-tag
3 ul de BamHI
3ul de Pstl
2ul de Buffer
7ul de H20

Volumen total de 20 pl

Se introdujeron en el termociclador durante una hora a 37° C.
Por otro lado, se preparé el vector pChlamy_4. Para ello se tomaron 4 pL del vector
pChlamy_4 que contenia 2 pug de DNA. Se prepara una mix de reaccion que contenia:
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Mix de reaccion

4ul pChlamy_4
3ul de BamHI
3uL de Pstl
2ul de Buffer
8ul de H20

El producto de la digestion fue sometido a una electroforesis, donde la banda correspondiente

a 700 pb fue aislada para su purificacion.

La electroforesis se realizo en un gel de agarosa al 1.5% en tampon TAE (tris-Acetato-EDTA)

conteniendo Gelgreen a una dilucién 1/10000 (v/v) para visualizar las muestras y analizar los

resultados. Para preparar el gel se pesaron 3 gramos de agarosa enrasados hasta los 200 mL
con tampdn TAE. Se colocan los peines para formar los pocillos de carga y se deja enfriar el
gel. Una vez solidificado, se retira el peine y se cargan las muestras utilizando un cargador
que le confiere mayor densidad a las mismas para que ayan al fondo del pocillo y no se

contamine el gel; asi como favorece la visualizacion de la misma (Figura 8).

Coal to 65°C, and
pour into mold Comb to

make wells
Wells

Finished gel

Microwawve
to boil

Mix agarose
and buffer

Figura 8 llustracion de la preparcion de un gel de agarosa para electroforesis.

Para correr la electroforesis se utiliz6 un amperaje de 60 A, durante 25 minutos. Una vez
finalizada la electroforesis se colocd un gel en un transiluminador de luz azul que permite

visualizar las bandas.
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Introduccion de los insertos en los vectores pChlamy ya modificados

Ligacion del vector

El programa de ligacion en el termociclador se establecié durante 20 minutos a 22 °C.

Mix de Ligacién

Vector (pHis/pFc) 1 ul
Inserto (#inserto) 2ul
Buffer 5X 1 ul
Ligasa T4 1 ul
Total 5 ul

Transformacion de células competentes de E.coli.

Las células competentes DH5 alfa, de E.coli se descongelaron en hielo y se tomaron 50 pL de

células por cada transformacion dentro del tubo eppendorf de 1.5 pL.

Se volvid a congelar cualquier célula que no haya sido utilizada, en hielo seco o bafio de

etanol durante cinco minutos antes de volver a congelar a -80 °C.

Se afladieron de 1 a 5 pL (1-10 ng) de DNA de las células y se mezclaron suavemente.

Se incubaron los tubos en hielo durante 30 minutos.

Se sometieron a las células a un choque térmico durante 20 segundos en un bafio de agua a 42

°C sin agitar.

Se colocaron los tubos en hielo durante 2 minutos.
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Se afiadieron 950 pL de medio previamente calentado a cada tubo.

Se incubaron los tubos a 37 °C durante una hora a 225 r.p.m.

Se afadieron 20 pL a 200 pL para cada transformacion en placas selectivas previamente
calentadas.

Se guardaron las reacciones de transformacion

Al dia siguiente, sobre las colonias que aparecen en la placa se realiz6 un PCR screening de
colonias. Esta técnica se empleo para identificar las colonias de transformantes que contenian

el inserto. Para realizar el screening se prepar6 un mix de reaccién detallado de la siguiente

manera:
Mix PCR

DNA 10 pl
Buffer 5X 5ul
dNTPS 1pl
Primer #(inserto) FW 1 ul
Primer DRV 1 ul
Taq 0.25ul
H20 2175wl
Totales 50 ul

El programa de PCR se establecidé como sigue: treinta y cinco ciclos a 94 °C durante 30
segundos, 60 °C durante 30 segundos, 72 ° durante 1 minuto; luego 72 °C durante 10 minutos
(Figura 10).

Denaturation

94 /7
Extension
T2 '|I J

64

Annealing
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1 2 3 4 5 6
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Figura 10 Grafico de los ciclos de la PCR. Se detallan los diferentes ciclos que tienen lugar en la reaccion a
una temperatura y durante un tiempo determinado, en el que se suceden las fases de desnaturalizacion,

renaturalizacion y extension.
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Una vez finalizada la reaccion de PCR se carga la muestra en un gel de agarosa y se somete a

electroforesis, como se ha descrito anteriormente.

M FF: M pHIE C:-I M

Figura 11 Electroforesis muestras inserto 7

Purificacion, cuantificacion y Stock de glicerol

Una vez comprobada la existencia de nuestro DNA de interés en las diferentes colonias
mediante una PCR (Figura 11), se procede a crecer los cultivos para obtener una purificacion
del DNA.

Para el cultivo, se toma una muestra del cultivo bacteriano, que previamente se habia
depositado en una placa aparte, y se dej6 crecer en 3 ml de medio LB, durante toda una noche
a 37 °C. Tras el cultivo y previo a la miniprep, siempre se aseguro6 preparar un stock de
glicerol de las colonias positivas para guardarlos a largo plazo, donde a 500 pL de cultivo

bacteriano se le afiadio 250 pL de glicerol al 50% en LB ampicilina y se guardé a -80 °C.

Minipreparacion de DNA plasmidico (Miniprep)
Para la Miniprep se utilizé un protocolo de purificacion con el kit GeneJET Plasmid Miniprep

de la casa comercial Thermo Scientific, cuyo esquema se describe en la figura 12.

~ &
™ g » N ® % NS A9
e[ ﬂ oy -
Add Buffer (), Cleared lysate Plasmid DNA Add Buffer @ Dry the filter Add Buffer ® Purified
L @ and ® binidng Plasmid DNA )

Figura 12 Esquema del protocolo de Miniprep.
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Las concentraciones de DNA obtenidas en la miniprep fueron dptimas para llevar a cabo la
secuenciacion y la transformacion de microalgas. Se muestra a continuacion la relacion de la
concentracion para los dos péptidos antimicrobianos elegidos. El inserto 6 se corresponde con
la catelicidina procedente de Alligator mississippiensis; y el inserto 7 de la catelicidina
procedente de Chrysemys picta belli.

CONCENTRACION PHIS PFC
INSERTO 6 97’48 ng/ ul 81’30 ng/ ul
INSERTO 7 73'09 ng/ pl 8024 ng/ pl

Seguidamente se procedio a enviar muestras del DNA plasmidico correspondiente a estos
insertos ya clonados en los vectores pChlamy_4, para su secuenciacion.

La secuenciacion se realizd en un servio de Secuenciacion de Secugen, Madrid. Para ello, se
prepararon 10 pL de DNA plasmidico a una concentracion aproximada de 200-300 ng/ uL y
se le afladio 0.5 pL del primer correspondiente, a una concentracion de 10 puM. Tras agitar
bien la mezcla, se etiquetaron los tubos y se enviaron al servicio.

Basandonos en los resultados de secuenciacion, se comprobé que el clonaje de los péptidos
habia sido correcto, respecto a la secuencia disefiada bioinformaticamente y se conserva
perfectamente el marco de lectura de las proteinas de fusion para la posterior transformacion

de microalgas (Figura 13).
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Figura 13 Imagen secuencia construccion 6 pHis
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Digestion del DNA con Sca |
Una vez confirmado el éxito del clonaje mediante secuenciacion, se prepar6 el plasmido para
la transformacion de microalgas. Para linearizar los vectores pFc y pHis, se sometio a

digestion con la enzima Sca | afiadiendo las siguientes cantidades:

Mix de Digestion

DNA 22 ul

Buffer 3ul

Scal Sul
Total 30 pl

La mezcla de reaccion fue incubada durante 30 minutos a 37 °C en un termociclador, seguido
de un paso de inactivacién de la enzima mediante incubacion de 5 miutos a 80 °C.
Posteriormente, para eliminar la enzima de restriccion y poder usar los vectores linearizados,
se us6 un kit comercial, MicroElute DNA Clean Up Kit (Life Technologies) siguiendo las

indicaciones del fabricante.

Transformacion de Chlamydomonas

Se emple6 la microalga Chlamydomonas reinhardtii, cuyo genoma es conocido y en el
mercado existen numerosas técnicas y reactivos que permiten y facilitan su transformacion
nuclear para la produccién de proteinas recombinantes. (Figura 14). También se ha
comprobado que C. reinhardtii es capaz de producir inmonuglobulinas humanas [11,12].

sform algae and test

Construct and verify the expression clone 1 of the GOI
1 e

Thaw and resuscitate algae

pCRE-TOPO®
19kb

Pl oy

» PCR-amplify the gene of interest [GOI] Grow algae in light for 2-3 days to 0D, >0.6 Transform algae and select resistant cells
* Insert inta GeneArt® pChlamy or pSyn vector

[both standard and TOPO® cloning versions available]
* Transform E. coli and confirm the insert

Figura 14 Esquema de transformacion de C. reinhardtii.

Una vez linearizado el DNA y eliminado las enzimas de restriccion, mediante la técnica de
purificacion con el kit MicroElute, se transformaron Chlamydomonas cepa ¢137 y ¢3395 para
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introducir el vector pHis y pFc con los insertos de interés. EI método de transformacion
utilizado es la electroporacion con el Gene Pulser 11 de Bio-Rad.

PROTOCOLO DE ELECTROPORACION

Cuando la concentracion celular alcanz6 un valor de 1 x 1076 — 2 x 1076 células/mL, se
cosecharon las microalgas mediante centrifugacion a 2500 rpm durante 5 minutos. Se
descarté el sobrenadante y con cuidado se elimind todo el mayor liquido posible.

Nota: Las células deben estar en fase logaritmica temprana y ser cosechadas cuidadosamente.
Si la concentracion celular es menor que 1 x 1076 células/mL, todavia se pueden cosechar las
células sin afectar significativamente la eficiencia de la transformacion. Si la concentracion
celular excede a 3 x 1076 células/mL, se debe descartar las células y comenzar de nuevo el
cultivo.

Se resuspendio el pellet de células en 10 mL de Reactivo de Transformacion GeneART MAX
Efficiency® y se centrifug6 a 2500 rpm durante cinco minutos. Se descartd el sobrenadante y
con cuidado se elimina todo el liquido posible.

Se resuspendio el pellet de células de nuevo en 10 mL de Reactivo de Transformacion
GeneArt MAX Efficiency, y se centrifug6 las células una vez mas a 2500 rpm durante cinco
minutos

Se resuspendio el pellet de células en Reactivo de Transformacion GeneArt MAX
Efficiency® a una concentracion final de 2 x 10"8 — 3 x 10”8 células/mL.

Se afadieron 2-4 pg de DNA linealizado por 250 pul de suspension celular e incubar entre 2°C-
8°C durante cinco minutos.

El conjunto de parametros de electroporacion en el Gene Pulser II1® es el siguiente:

Cepa Voltaje Capacidad Resistencia
C 137 500 V 50 McF 800 Q
CC339%5 500V 25 McF 200 Q

Se transfirieron 250 pl de ADN celular mezclado en una cubeta de hielo (pre-refrigerada en
hielo) justo antes de la electroporacion.
Se electropord las células usando los ajustes apropiados. Normalmente, el pulso electrénico

dura alrededor de 30 milisegundos.
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Después de la electroporacion, se permitio que las células se recuperaran en la plataforma
durante 15 minutos.

Se transfirieron las células a tubos conicos o falcon de 50 mL, con 10 mL de solucién TAP
Sacarosa 40 mM a temperatura ambiente.

Se colocaron las células en el fitotrom (cdmara de incubacion de algas) a 26°C con agitacion
constante e incubar durante 14-16 horas.

Se cosecharon las células mediante centrifugacion a 2500 rpm durante cinco minutos,
descartar el sobrenadante, y se resuspendio el pellet en 200 ul de medio TAP a temperatura
ambiente.

Se plaqued toda la solucion celular de cada transformacion en placas con TAP-agar-Zeocina.
Asegurando que las placas no tienen condensacion.

Se coloco las placas de agar en el fitotrom a 26°C con agitacion constante. Evitando apilar las
placas para asegurar una continua y permanente iluminacion.

Se incubaron las placas durante 5-7 dias o hasta que las colonias de Chlamydomonas
reinhardtii sean visibles claramente. El control del vector debe producir un minimo de 30
transformantes por reaccion de electroporacion. La eficiencia de la electroporacién con la
construccion pChlamy_4 dependera de la naturaleza, el tamafio y el contenido en codones del
gen de interés, y el estado fisiologico de las células.

Se procedio a la determinacion de la integracion mediante PCR de las colonias antes de
seleccionar clones para su posterior escalado.

Sobre el 50% de las colonias deben ser positivas para el gen de interés. Debido a la
integracion aleatoria y los eventos de silenciamiento en C. reinhardtii, se recomienda hacer la
recoleccion de 10 colonias positivas y testarlas para el nivel de expresion del gen de interés
por RT-PCR.

Una vez linearizado el vector con la enzima Scal, se procedié a la transformacion de
microalgas. Sin embargo observamos que a los pocos dias de la transformacion e incubacion
en medio selectivo (TAP con zeocina), el cultivo de microalgas fue contaminado,
(posiblemente con hongos) y se debe repetir la transnformacion (se esta pendiente de concluir

para este trabajo).
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Discusion

El principal problema para la implementacion y comercializacion de los péptidos
antimicrobianos reside en los elevados costes de produccién mediante los métodos de sintesis
convencionales y en su baja estabilidad. La expresion directa de los péptidos antimicrobianos
en microorganismos procariotas es normalmente mas dificil debido a la propia toxicidad de
los péptidos hacia las bacterias recombinantes. Las microalgas ofrecen numerosas ventajas
para la produccién de AMPs, al tratarse de un sistema sostenible y economico que permite
una elevada acumulacion de proteinas heterologas en tejido y compartimentos celulares
especificos, con una facil recuperacion del producto de interés [5]. Asimismo, este sistema
presenta la capacidad de modificaciones post-traduccionales para el correcto procesado de los
péptidos. Comparado con los sistemas de expresidn en plantas o en otros sistemas, las
microalgas poseen un gran numero de ventajas (tabla 3). Por ejemplo, es posible crecerlas en
bioreactores cerrados, con lo que se reduce el riesgo de contaminacién del sistema de
produccion por contaminantes del aire y también se protege el entorno del posible flujo de
transgenes a los ecosistemas de los alrededores. EI crecimiento en contenedores también
protege al cultivo de pérdidas por el ataque de patdgenos. Dado que las microalgas son
microorganismos unicelulares, también debe haber menor variabilidad en los niveles de
acumulacion de proteinas recombinantes, que si usaramos plantas, por ejemplo, con lo que se
consigue que el proceso de purificacion sea mas uniforme [6,7].

La expresion de proteinas heterdlogas en Chlamydomonas reinhardtii, presenta algunas
dificultades. EI primer problema lo presenta el inusual nimero de codones parciales de genes
nucleares de C. reinhardtii que tiene un alto contenido en G-C (62%), asi que la optimizacion
del coddn debe ser preformada con otro gen el cual tenga un alto nivel de expresion de
proteinas disefiadas[13,14]. Ademas, los niveles de expresidn optimizados para genes
foraneos puede variar considerablemente segun el efecto de posicién que es conducido por
integracion aleatoria del gen de interés y la fuerza del mecanismo de silenciamiento que es
conducido por fendmenos similares a la epigenética, de las plantas terrestres[15]. En
C.reinhardtii y otras algas, como en las plantas terrestres, transgenes de varias copias
silenciados exhiben altos niveles de metilacion de ADN [16]. Por otra parte, los genes de
copia unica estan sujetos al silenciamiento génico sin detectar metilacion de la citosina [17].

Otras caracteristicas de la mayoria de los genes nucleares de C. reinhardtii es la presencia de
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varios intrones pequefios en sus secuencias de codificacion que ejerce un rol positivo en la

expresion genica.

Features Bacteria Yeast Mammalian Transgenic  Transgenic Transgenic

cell culture  animals plants microalgae
Production time  Short Medium Long Long Long Short
Production cost Medium Medium High High Low Very low
Scale up cost High* High? High® High* Low Very low
Cost/storage Cheap/-20°c Cheap/-20°c Expensive  Expensive = Cheap RT  Cheap RT

LN LN
Production scale  Limited Limited Limited Limited Worldwide Worldwide
Propagation Easy Easy Hard Feasible Easy Very easy
Distribution Feasible Feasible Difficult Difficult Easy Easy
Delivery vehicle  No No No Yes Possible Possible
Gene size Unknown Unknown Limited Limited Not limited Not limited
Glycosylation Absent Incorrect ‘Correct’ *Correct’ ‘Correct”  “Correct’
Multimeric No No No Yes Yes Yes
protein assembly
Protein yield Medium High Medium- High High b
high

Risk® Yes Unknown Yes Yes Unknown  Unknown
Safety Low b Medium High High High
Ethical concerns  Low Medium Medium High Medium Medium

Tabla 3 Comparativa entre los diferentes organismos como productores de péptidos antimicrobianos sintéticos.
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Conclusiones

A partir de un vector comercial, se han obtenido dos vectores de expresion para microalgas
capaces de generar dos tipos de proteinas de fusion: una con colas de histidina y otra que
genera una inmunoadhesina.

Usando estos dos vectores, y mediante herramientas de ingenieria genética, se han introducido
dos secuencias de ADN sintético que codifican dos péptidos antimicrobianos y se ha
verificado su correcto posicionamiento mediante secuenciacion.

Con dichas construcciones se han iniciado los experimentos para la transformacion de
microalgas, que estan pendientes de finalizar una vez resolvamos los problemas con el cultivo

de las microalgas post-transformacion.

Conclusions

From a commercial vector, have been obtained two expression vectors microalgae capable of
generating two types of fusion proteins: A histidine-tagged and one that generates an
immunoadhesin.

Using these two vectors, and by genetic engineering tools have been introduced two synthetic
DNA sequences encoding two antimicrobial peptides.

With such constructions we have initiated experiments to transform algae, which are still to

be finalized, once we solve the problems with the cultivation of post-transforming microalgae.
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