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RESUMEN

La produccidn indiscriminada de plasticos representa un grave problema para el medio
ambiente. El polietileno tereftalato (PET) es uno de los polimeros sintéticos de dificil
degradacion mas comunmente utilizado; sin embargo, las opciones quimicas y fisicas
para su degradacién no son eficientes, ni ecoldgicas. En la ultima década, el
tratamiento bioldgico del PET ha despertado gran interés, ya que permite la completa
degradacion de este polimero y los productos de degradacion constituyen materia
prima para la elaboracion de nuevo PET. En la presente investigacion se construyé
variantes mutantes de la enzima PETasa de Ideonella sakaiensis en base a un analisis
estructural y computacional que permitid disefiar racionalmente variantes que
potencialmente permitan incrementar la actividad enzimatica sobre el PET. Las
mutaciones 1208V, N212A y S238Y presentaron gran diferencia de energia de unién,
sugiriendo una alta afinidad por el sustrato y baja por los productos de reaccién. Se
obtuvieron las variantes mutantes mediante mutagénesis dirigida al sitio utilizando el
kit QuickChange 11, y a través de secuenciacion de Sanger se confirmo que al menos
dos clones de cada variante poseian la mutacion deseada. Los mutantes obtenidos se
expresaron en E. coli Rosetta (DE3) bajo condiciones establecidas por medio de
ensayo de expresion, 0.1mM de IPTG y 22 grados centigrados durante toda la noche.
Las variantes mutantes expresadas se purificaron mediante cromatografia de afinidad
empleando una columna de Ni-NTA acoplada a un sistema FPLC. Se verifico la

presencia de la enzima mediante electroforesis SDS-PAGE.

Palabras clave:

Tereftalato de polietileno (PET); biodegradacion; PETasa de ldeonella sakaiensis

(IsPETasa); mutagénesis dirigida al sitio; FPLC; enzimologia
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ABSTRACT

Indiscriminate plastic production has become a serious environmental problem due to
the lack of an efficient treatment. Polyethylene terephthalate (PET) is one of the most
used polymers, however chemical and physical options for its degradation are not
efficient, neither environmentally friendly. During the last decade, PET biologic
treatment has aroused great interest, since it allows the complete degradation of this
polymer, and its degradation products work as raw material for the production of new
PET. Consequently, biological degradation makes it possible to establish a circular
system for the use of PET. This investigation built mutant variants of the Ideonella
sakaiensis PETase, based on a structural and computational analysis of the enzyme to
rationally design variants that potentially increase the enzymatic activity on PET.
1208V, N212A and S238Y mutations presented a greater difference in binding
energies, suggesting high affinity for the substrate and a low one for the reaction
products. Mutant variants were built by site-directed mutagenesis using QuickChange
I1 kit, and through Sanger sequencing it was confirmed that at least two clones of each
mutant variant got the desired sequence. Obtained mutations were expressed in E. coli
Rosetta (DE3) under expression assay established conditions, 0.1 mM IPTG and 22°C
overnight (approx. 15 h). Finally, expressed mutants were purified through affinity
chromatography (FPLC) using a Ni-NTA column coupled to an FPLC system. The

presence of the enzyme of interest was verified by SDS-PAGE electrophoresis.

Keywords:

Polyethylene terephthalate (PET); biodegradation; PETase from Ideonella sakaiensis
(IsPETase); site directed mutagenesis; FPLC; enzymology
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CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1.Antecedentes Investigativos

1.1.1. Problemética ambiental generada por los residuos plasticos

En los dltimos 20 afios se ha producido mas plastico que en toda la historia de la
humanidad. De hecho, cada afio los fabricantes de bebidas producen méas de 500 mil
millones de botellas de un solo uso, la mayoria de ellas elaboradas a partir de
polietileno tereftalato (PET) (Greenpeace, 2018). Sin embargo, segin la ONU (2018),
solo el 9% de los desechos plasticos son reciclados, mientras que el 79% se arroja a
vertederos o directamente al medio ambiente, y el 12% restante tiene un destino
desconocido. Ademas, se conoce que actualmente existen entre 75y 199 millones de
toneladas de este material no biodegradable en los océanos (ONU, 2018). En
consecuencia, la Organizacion de las Naciones Unidas ha planteado el Objetivo de
Desarrollo Sostenible nimero 13, donde se habla de “adoptar medidas urgentes para
combatir el cambio climatico y sus efectos” (ONU, 2015). Con el fin de aportar a la
consecucion de este objetivo, urge disefar alternativas apropiadas y eficientes para

facilitar el reciclaje del plastico y asi disminuir su impacto en el medio ambiente.

1.1.2. Polimeros

La palabra polimero hace referencia a macromoléculas que se forman debido a la unién
repetida de uno o varios monémeros mediante enlaces covalentes y éstos pueden ser
de origen natural o sintético (Billmeyer, 2020). Los primeros naturales, también
Ilamados biopolimeros, como la celulosa o proteinas, que poseen estructuras muy
complejas, mientras que los sintéticos, es decir, los diferentes tipos de plasticos
comerciales, contienen generalmente entre uno y tres tipos de unidades repetitivas
(Davidenko et al., 2018). Los polimeros sintéticos pueden clasificarse segun su
composicion, estructura, comportamiento frente al calor y método de sintesis quimica
(Olatunji, 2015). Los procesos de sintesis fueron clasificados inicialmente en 1929
por Carothers como sintesis por condensacion y por adicion y posteriormente, en 1953
Flory los clasific6 como polimerizacion en etapas (condensacion) y en cadena

(adicién) (Lopez-Carrasquero, 2014).



El proyecto CEDIA al que pertenece este estudio, se enfocara principalmente en seis
de los plasticos comerciales mas utilizados en términos de volumen y nimero de
aplicaciones. Estos son polietileno de alta y baja densidad (HDPE, LDPE), policloruro

de vinilo (PVC), poliestireno (PS), polipropileno (PP) y polietileno tereftalato (PET).

El presente estudio se centrara especificamente en el polietileno tereftalato (PET), un
termoplastico ampliamente utilizado debido a su bajo costo, larga duracion, resistencia
y su capacidad para la conservacion de alimentos (Suasnavas, 2017). Por estas
caracteristicas, es posible encontrarlo no solo en botellas y contenedores de alimentos,
sino también en diferentes tipos de textiles, peliculas fotograficas y de rayos X,
articulos de iluminacién y decoracién, elementos publicitarios, entre otros (Nistico,
2020).

1.1.2.1.Polietileno tereftalato (PET) y su estructura quimica

El plastico PET es un poliéster saturado que se obtiene de la policondensacion entre el
acido tereftalico y un diol, generalmente, el etilenglicol; o a su vez, se produce por la
transesterificacion del tereftalato de dimetilo y etilenglicol. Este procedimiento se
Ileva a cabo mediante una esterificacion directa del &cido tereftalico a una temperatura
de entre 200 y 260°C, por lo que el material se encuentra fundido y debe ser enfriado
para llegar a su consistencia habitual (Al-Sabagh et al., 2016). En la Figura 1, se
puede observar que el PET esta conformado de cadenas macromoleculares sin

ramificar.

O O

n
Figura 1. Composicion quimica del polietileno tereftalato
Fuente: Cynthia Fuentes et al., (2017)



Si bien este polimero derivado del petr6leo presenta gran cantidad de aplicaciones y
varias ventajas en la conservacion de alimentos, es resistente a la degradacion
bioldgica, ya que ademas de su hidrofobicidad y alto peso molecular, las enzimas que
participarian de este proceso son incapaces de romper los enlaces entre carbonos del
PET (Hiraga et al., 2019; Pérez, 2020).

1.1.3. Tratamientos para la degradacion del PET
Se han desarrollado varias alternativas con el fin de lograr la degradacion o reciclaje
del polietileno tereftalato, entre las que destacan los tratamientos fisicos, quimicos y

bioldgicos.

1.1.3.1. Tratamiento fisico

El tratamiento fisico se basa en la degradacién térmica del PET mediante pir6lisis o
gasificacion, con lo cual el polimero se descompone mediante calor en ausencia de
oxigeno, por lo que no se producen reacciones de combustion, generando asi energia
térmica y gas de sintesis, una sustancia importante para la industria quimica (Zurita,
2013). El gas de sintesis se compone de metanol, éter dietilico, acido acético,
hidrocarburos y otras sustancias en menor concentracion (Dimitrov et al., 2013). Este
es el tratamiento mas utilizado debido a su ventaja econémica. Sin embargo, su
impacto ambiental es mayor a causa de la gran cantidad de CO; emitido (Austin et al.,
2018).

1.1.3.2.Tratamiento quimico

El tratamiento quimico del PET, también llamado reciclado quimico, logra la
descomposicién del PET en sus mondmeros estructurales con sus propiedades
originales, para posteriormente utilizarlos en la fabricacion de nuevo plastico (Vargas,
2019). Sin embargo, la resina reprocesada es mas cara que los monémeros obtenidos
mediante el refinamiento de combustibles fosiles, lo que hace al reciclado quimico
econémicamente poco atractivo. Este tipo de tratamiento posee varios métodos, de los
cuales los dos primeros son aplicados industrialmente (Suasnavas, 2017). En la Figura
2 se detallan las reacciones quimicas aplicadas para la degradacion del PET. A

continuacion se detalla cada una de ellas:



Metandlisis: El PET se degrada por una reaccion con metanol liquido o gaseoso bajo
condiciones de alta presion y temperatura, obteniéndose como productos principales
tereftalato de dimetilo (DMT) y etilenglicol (EG) (C Fuentes et al., 2017).

Glicolisis: Se lleva a cabo a través de la transesterificacion entre dioles, lo que
involucra la insercion de un diol en la cadena del PET, generalmente usando
etilenglicol para obtener como producto principal monémeros de bis (hidroxietil)
tereftalato (BHET) (Herrera & Estrada, 2012; Mufioz et al., 2016).

Hidrolisis: Mediante la adicion de agua, se puede realizar en un medio &cido, alcalino
0 neutro; el tratamiento, que se lleva a cabo a altas temperaturas, genera la
despolimerizacion del PET en &cido tereftalico (TPA) y etilenglicol (Vasquez et al.,
2014).

Amondlisis, aminolisis y otros procesos: No son utilizados de forma comercial o
industrial, sin embargo, se sabe que sus productos son TPA y EG; adicionalmente, se
conoce que este tipo de degradacién mejora las propiedades del PET en la fabricacion

de ciertas fibras (Suasnavas, 2017).
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Figura 2. Procesos de reciclado quimico del PET.

A) Metandlisis; B) Glicolisis; C1) Hidrdlisis alcalina; C2) Hidrolisis acida o neutra; D) Amonadlisis;
E) Amindlisis.

Fuente: Adaptado de Al-Sabagh et al., (2016)



1.1.3.3.Tratamiento bioldgico

La creciente problematica ambiental que causan la sobreproduccién de plasticos y la
baja eficacia de los tratamientos existentes han llevado a la propuesta de nuevas formas
de degradacion del PET, enfocandose principalmente en la biodegradacion (Garces,
2021). Se ha puesto especial interés en enzimas como cutinasas, cuya labor es hacer a
la superficie del PET maés accesible para su degradacion; lipasas, que a pesar de romper
los enlaces éster no han mostrado resultados efectivos sobre el PET e hidrolasas, donde
resaltan principalmente las enzimas PETasa y MHETasa, que son capaces de
descomponer el PET en sus componentes mas simples, los cuales son reciclables e
inofensivos (Koshti et al., 2018). Estas hidrolasas fueron encontradas por Yoshida et
al. (2016) en el consorcio microbiano N. 46 en un vertedero de la ciudad de Sakai,
Japén. Este consorcio se caracteriza por crecer en peliculas de PET de baja
cristalinidad, utilizando el PET como fuente principal de carbono y energia, y

degradandolo en CO- y agua (Tanasupawat et al., 2016).

1.1.3.3.1. ldeonella sakaiensis

Yoshida et al. (2016), dentro del consorcio encontrado en la ciudad de Sakai,
descubrieron una bacteria capaz de metabolizar el PET amorfo en ausencia del
consorcio; esta cepa es una bacteria Gram negativa, aerdbica, en forma de bastén, que
después del analisis filogenético se afilio al género Ideonella, y se nombro Ideonella
sakaiensis cepa 201-F6 (Graf et al., 2021).

Esta bacteria es capaz de emplear el polietileno tereftalato como unica fuente de
carbono y energia (Ge et al., 2021). Esto es posible gracias a la presencia y accion
sinérgica de sus enzimas hidroliticas PETasa y MHETasa, cuya labor es degradar el
PET en sus componentes monomeéricos basicos (Han et al., 2017). Este nuevo método
genera los mismos resultados que la degradacion quimica a un menor costo e impacto

ambiental.



PETase , BHET i 0 r~OH
HO/\/O

HO~"0 N ek
H HO.
o o MHETase
PET H
TPA i1 EG
Hom/©)L°H MO~ on
o
Figura 3. Proceso de degradacién del polietileno tereftalato por las enzimas

PETasay MHETasa
Fuente: Austin et al., (2018)

En la Figura 3 se describe brevemente el mecanismo béasico de las enzimas
mencionadas Yoshida et al., (2021), como primer paso la PET hidrolasa degrada al
PET en &cido tereftalico (TPA), bis (2-hidroxietil) tereftalato (BHET) y acido mono
(2-hidroxietil) tereftalico (MHET). Se conoce que mas del 90 % de los productos de
la reaccion corresponden a MHET, luego la MHETasa, que es la enzima mono(2-
hidroxietil) tereftalato hidrolasa se encarga de convertir el MHET en sus monomeros
TPA'y etilenglicol (EG).

1.1.3.4.Estructura de la PETasa

La enzima PETasa posee un pliegue tipico de las o/ hidrolasas, las cuales contienen
una lamina B central retorcida conformada por nueve hebras f que se encuentran
intercaladas por siete hélices o (Feng et al., 2021). Adicionalmente, se ha encontrado
que existe una homologia de hasta 78% entre la PETasa y otras cutinasas homdlogas,
enzimas que hidrolizan un polimero lipidico estructural presente en la cuticula de las
plantas (Chen et al., 2018). Esta similitud estructural ha permitido determinar
rapidamente que la triada catalitica de la PETasa estd conformada por los aminoacidos
S160-D206-H237 (Figura 4B), que el sitio activo es mas amplio que el de otras
cutinasas, lo que supone una de las razones por las que esta enzima logra incorporar

un sustrato tan voluminoso como el PET (Chen et al., 2018; B. Liu et al., 2018).

Por otra parte, la estructura de la apo — enzima PETasa se diferencia de sus homologas,

debido a que ademas del puente disulfuro (DS2) que conecta el bucle C-terminal y la



Gltima hélice, conservado estrictamente en todas las estructuras homologas (Chen et
al., 2018); la PETasa, posee un segundo puente disulfuro (DS1) (Figura 4A) adyacente
al sitio activo, el cual conecta los bucles B7-a5 y B8-a6 (Figura 4B) cuya labor es
albergar el &cido catalitico (D177) y la base catalitica (H208), respectivamente (Graf
et al., 2021). Asi mismo, el bucle $8-06 de la PETasa es tres residuos mas largo que
el de sus homologas, lo que permite formar un subsitio de unién con el PET (B. Liu
et al., 2018).

Chen et al. (2018) determinaron mediante ensayos de mutagénesis y simulacion de
dindmica molecular, que la delecion de DS1 reduce significativamente la actividad
enzimatica, influyendo de forma negativa en las distancias entre los residuos de la

triada catalitica y comprometiendo la integridad del sitio activo.
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Figura 4. Estructura proteica 3D de la enzima PETasa.

A) Estructura tridimensional general de la enzima IsPETasa (c6digo PDB 6EQE) ilustrada con el
software PyMOL. Los puentes disulfuro 1 y 2 se encuentran sefialados. B) Acercamiento a secciones
fundamentales de la enzima PETasa. Los residuos cataliticos estan representados por sticks de color
amarillo, el bucle B7-a5 de color rosado y el bucle 8-06 de azul.



1.1.3.5.PETasa y su mecanismo de accion

Feng et al. (2021), determinaron el mecanismo por el cual la enzima PETasa logra
catalizar la degradacion del PET se da en cuatro pasos fundamentales, los cuales son
idénticos a la degradacion de MHET catalizada por ISMHETasa, siendo los dos
primeros pasos de acilacion y los dos dltimos de hidrolisis, como se resume a

continuacién y se observa en la Figura 5:

i.  Ataque nucleofilico iniciado por la triada catalitica (Ser-His-Asp)
ii.  Escision del enlace C - O
iii.  Ataque nucleofilico por moléculas de agua

iv.  Desacilacién de la enzima PETasa/MHETasa
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Figura 5. Procesos de degradacién de PET catalizados por las enzimas PETasa y

MHETasa de Ideonella sakaiensis.
Fuente: Feng et al., (2021)

1.1.3.6.Mutaciones que influyen en la actividad catalitica de la PETasa

Se han realizado varias investigaciones con el fin de conocer a profundidad a la
enzima, asi como para mejorar la actividad catalitica de la PETasa, donde se han
desarrollado variantes mediante mutagenesis en diferentes residuos (Y. Liu et al.,
2022). Se encontrd que las mutaciones en los residuos correspondientes a la triada
catalitica S131-D177-H208, disminuyen significativamente la actividad, mientras que



al modificar los residuos C174A/C210A, eliminando el puente disulfuro distintivo de
la enzima, la actividad catalitica es nula (Joo et al., 2018; Sanchez, 2021). Por otra
parte, la introduccién de las mutaciones W159H y S238F en una region adyacente al
subsitio de union al sustrato para hacerlo més estrecho, incrementaron la eficiencia de
la enzima para reducir la cristalinidad del PET (Austin et al., 2018). De la misma
forma la variante S92E/D157H/R251A logré incrementar 8.81°C la Tm y aumentar 14
veces la actividad de degradacion a 40°C en comparacion con la PETasa silvestre (Son
et al., 2019). Adicionalmente, la Tabla 1 muestra las diferentes variantes que se han
Ilevado a cabo hasta la fecha segun la base de datos UniProt.

Tabla 1. Variaciones en la secuencia de aminodacidos de la enzima PETasa

Posicién de

.. Variante Descripcion de la Actividad
la Mutacion
- Mayor actividad enzimética en botellas PET.

87 Y—A - Menor actividad sobre peliculas de PET y
BHET.

93 SM - Mayor ac_t|V|dad enzimatica sobre el butirato
de 1-naftilo.

119 0-R - Menor actividad enzimatica en botellas PET

y BHET.

- Mayor termoestabilidad y capacidad de
121 S—E degradacién del PET (14 veces mas a 40°C
al asociarse con H-186 y A-280).

- Menor actividad sobre peliculas de PET y

159 W—A BHET.
159 WF - Mayor ac_tlwdad enzimatica sobre el butirato
de 1-naftilo.
- Mayor actividad enzimética en botellas PET
y BHET.
159 W—H
- Mejora su capacidad de degradacion del PET
y PEF al asociarse con F-238.
- Pérdida de actividad enzimética en botellas
160 S—A de PET y BHET.
161 MoA - Disminucion de actividad enzimatica en

botellas de PET y BHET.



185

186

203

206

214

237

238

239

241

241

280

W—A

D—H

C—A

D—A

S—H

H—A

S—F

C—A

N—A

N—F

Capacidad de degradacion de PET muy
deteriorada.

Disminucion de actividad enzimatica sobre
BHET.

Mayor termoestabilidad y capacidad de
degradacion del PET (14 veces mas a 40°C
al asociarse con E-121 y A-280).

Disminucion de actividad enzimatica sobre
PET y BHET al asociarse con A-239.

Menor actividad enzimatica en botellas PET
y BHET.

Mayor actividad enzimatica en botellas PET.

Menor actividad enzimatica en botellas PET
y BHET.

Disminucion de actividad enzimatica sobre
peliculas de PET y BHET.

Mejora su capacidad de degradacion del PET
al asociarse con A-203.

Disminucion de actividad enzimética sobre
peliculas de PET y BHET.

Mayor actividad enzimatica sobre el butirato
de 1-naftilo.

Mayor actividad enzimatica sobre peliculas
de PET.

Mayor termoestabilidad y capacidad de
degradacion del PET (14 veces mas a 40°C
al asociarse con E-121 y H-186).

Fuente: Modificado de UniProt, (2022)

1.1.3.7.Agentes coadyuvantes de la actividad catalitica de la PETasa

Desde el descubrimiento de la PETasa diversos grupos de investigadores han buscado
mecanismos que permitan llevar los beneficios de esta enzima a la préactica. Con este
fin se determinod que la enzima es mas activa al encontrarse en un buffer con 20% de
glicerol y una alta concentracion de sales. En contraste, su actividad es inhibida por
solventes organicos, detergentes e inhibidores de proteasas, como el etanol, propanol,
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Tween 20, Triton X-100, pMSF y SDS, comunmente usados en el laboratorio y la
industria (C. Liu et al., 2019). Por esta razon, se han desarrollado estudios sobre el
uso de surfactantes anionicos, en su investigacion, Furukawa et al. (2018), utilizan
principalmente tensoactivos de alquilo anidnicos para recubrir a la enzima, de esta
manera, las moléculas surfactantes acttan como posibles mediadoras de la interaccion
PET — PETasa, interactuando con la superficie del PET como proteinas anfifilicas.
Esto sucede gracias a que los grupos de cabeza cargados negativamente estarian
orientados hacia la fase acuosa, convirtiendo la superficie del PET en la superficie
cargada. Del mismo modo, al enlazar previamente cadenas de tensoactivos de alquilo
anionicos por la cola a la superficie del PET se sugiere que se existird una mayor

atraccion al sitio activo, acelerando la reaccién (Furukawa et al., 2019).

Por otra parte, se ha estudiado la posibilidad de utilizar co—disolventes liquidos ionicos
para mejorar la actividad catalitica de la PETasa. Zara et al. (2021), proponen usar el
fosfato de colinio, ya que causa la menor alteracion a la estructura de la enzima y logra
interactuar con el BHET como sustrato de forma natural con gran especificidad. Esta
propuesta estd basada en la interaccion que existiria entre los aminoacidos hidréfobos
de la superficie de la PETasa y los cationes de colinio, los cuales lograrian solvatar

dichos aminoécidos, mejorando la actividad enzimética.

Se ha planteado ademés la técnica de nano-inmovilizacion de la enzima PETasa
marcada con histidina, a través de la sintesis de nano-flores organicas. Jia et al. (2021)
lograron aumentar 3.5 veces la actividad catalitica de la enzima (medida en la
produccion de TPA), gracias a la inmovilizacibn de esta en Co3(POa):
nanoestructurado, el cual permite fijar una alta carga de enzimas, provocando una baja

inhibicion de la transferencia de masa debido a la gran area de superficie especifica.

1.1.4. PCR Mutageénica

Debido a que la reaccion en cadena de la polimerasa no remueve los cebadores luego
de la amplificacidn, ésta tiene la capacidad de utilizarse en ensayos de mutagénesis
dirigida al sitio mediante la adicion de sitios de restriccion en los primers. De esta
manera, la secuencia amplificada por PCR podra ser modificada para convertirse en
un vector con sitios de restriccion (Primose & Twyman, 2006). En consecuencia, los
primers disefiados deben ser complementarios a la secuencia blanco (excepto la

posicién que se desee mutar) con el fin de que los productos amplificados contengan
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la mutacion de interés, la cual puede ser una insercion, delecién o sustitucién. Por lo
tanto, las bases o secuencias que no coincidan entre el cebador de amplificacion y la
plantilla se incorporaran a la secuencia de la plantilla como resultado de la

amplificacion (Primose & Twyman, 2006).

Asi como otros procedimientos, la PCR mutagénica ha evolucionado y se ha
simplificado desde el método propuesto por Higuchi et al. en 1988, el cual requiere de
cuatro cebadores y tres PCR, dos de ellas para amplificar los segmentos superpuestos
y una tercera para fusionar los dos segmentos. En la actualidad existen diversos
métodos propuestos por casas comerciales en los que el procedimiento se basa en la
extension de los cebadores alrededor de todo el pldsmido para crear una copia de la
plantilla con la mutacién insertada, el nuevo plasmido mutado servira como molde

para clonarse durante la PCR (Lorsch, 2013).

En este caso, se utilizara el kit de mutagénesis dirigida al sitio QuickChange 11, el cual
permite realizar la mutaciones especificas en practicamente cualquier plasmido de
doble cadena, por lo que no requiere subclonacion, vectores especializados, sitios de
restriccion unicos, transformaciones multiples o pasos de tratamiento de metilacién in
vitro (Agilent Technologies, 2015).

1.1.5. Expresion de enzimas

En diversas investigaciones, las proteinas heterélogas de eubacterias, arqueas y
muchas proteinas eucariotas que no necesitan modificacion postraduccional se han
expresado con éxito en E. coli (Yamabhai et al., 2011). Por lo tanto, el sistema de
expresion de proteinas de E. coli ha sido ampliamente estudiado y se han propuesto
varios métodos y sistemas de expresion que permiten optimizar el proceso segun el

compartimento celular donde se producira la proteina y su futura aplicacion.

En muchos casos, para la expresion de proteinas de alto rendimiento en Escherichia
coli se aplican sistemas de expresion derivados del operon lac, utilizando
especialmente medios de autoinduccion que contienen glucosa, lactosa y glicerol
(Faust et al., 2015). Este principio se basa en la exclusion del inductor entre la glucosa
y la lactosa, impidiendo la induccion por la lactosa antes del agotamiento de la glucosa.
En este sentido, los inductores sintéticos mas utilizados son los galactésidos metil-1-

tio-d-galactopirandsido (TMG) y Isopropil-p-d-1-tiogalactopiranosido (IPTG), los
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cuales, segin Marbach & Bettenbrock (2012) son muy similares en su mecanismo
de accidn, las concentraciones necesarias y los resultados obtenidos respecto a la
regulacion de la actividad transcripcional del promotor lac. Sin embargo, debido a
algunas desventajas como la toxicidad, costo y monitoreo del cultivo, se ha propuesto
un sistema de expresion auto — inducible que evita las desventajas del IPTG (Briand
et al., 2016).

1.1.5.1.Sistema de expresion con adicion de IPTG

En este estudio se aplicara el sistema de expresion con adicion de IPTG, un analogo
estructural de la alolactosa, la cual, en el sistema de expresion natural de E. coli, se
encarga de desencadenar la transcripcion del operén lac. Del mismo modo que la
alolactosa, el IPTG se une al represor lac, liberandolo de manera alostérica, lo que
permite la transcripcion de los genes deseados en el operdn lac (Faust et al., 2015). A
diferencia de la alolactosa, el atomo de azufre del IPTG crea un enlace quimico que
no es hidrolizable por la célula, evitando que la célula metabolice o degrade el
inductor, manteniendo su concentracion y permitiendo la expresion de los genes

controlados por lac (Kielkopf et al., 2021).

1.1.6. Purificacion de enzimas

El proceso de purificacion de proteinas se ha perfeccionado con el uso de distintos
materiales, instrumentos computarizados, y el aumento del marcaje in vivo para hacer
las separaciones mas predecibles y controlables (Voet et al., 2016). Esto ha sido
posible principalmente gracias al desarrollo de las diferentes técnicas de purificacién
que incrementan la eficiencia y selectividad de las separaciones, asi como de nuevos
softwares y bases de datos que facilitan la interpretacion de los datos obtenidos (Roe,
2001).

La seleccion del metodo de purificacion que se usara depende las caracteristicas de la
proteina a separar, asi como de los componentes de la mezcla en la que se encuentra.
Algunos de los procedimientos disponibles y las caracteristicas proteicas de las que
dependen se enlistan en la Tabla 2 (Voet et al., 2016).
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Tabla 2. Procedimientos de purificacién de proteinas

Caracteristica de la Proteina Procedimiento de Purificacion
. Salting out
Solubilidad o
Salting in

Cromatografia de intercambio idnico
Carga idnica Electroforesis
Enfoque isoeléctrico

Cromatografia de interaccion hidrofébica

Polaridad )
Electroforesis
B Cromatografia de filtracion en gel
Tamano
SDS - PAGE
Especificidad de unién Cromatografia de afinidad

Fuente: Voet et al., (2016)

Las técnicas mas ampliamente utilizadas son los diversos tipos de cromatografias, las
cuales se basan en el uso de dos fases, una movil y una estacionaria; la primera contiene
los componentes de una mezcla, que se desplazaran a distintas velocidades a través de
la fase estacionaria, separandose segun la caracteristica proteica de interés (Sgariglia
et al., 2010).

En este caso, las enzimas recombinantes producidas contienen una cola de histidinas
(6xHis), por lo que se purificaran mediante cromatografia de afinidad con iones

metalicos inmovilizados.

1.1.6.1.Cromatografia de afinidad con iones metalicos inmovilizados (IMAC)

Este método cromatografico se basa en las diferencias de afinidad que poseen las
diversas proteinas por los iones de metales de transicion unidos a un adsorbente
(generalmente un grupo quelante como el &cido nitrilotriacético (NTA) iminodiacético

(IDA)) que se encuentra inmovilizado en un soporte cromatografico (Janson, 2011).

La cromatografia IMAC se caracteriza porque permite separar moléculas con
propiedades muy similares con respecto a la carga, el tamafio molecular y la
composicion de los aminoacidos, pero con diferencias en su estructura secundaria y

terciaria gracias a su sensibilidad por la disposicion estérica de la cadena proteica (Roe,
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2001). Ademas, requiere de la adicion de ciertos residuos de aminoacidos (histidina,
cisteina, triptofano) a la superficie de las proteinas para lograr su adsorcion, esto
debido a que estos aminoacidos actian como donantes de electrones, uniéndose de
forma reversible a un ion de metal de transicién (Janson, 2011). Para lo cual se ha
probado que la técnica puede ser muy eficaz y sencilla al utilizar marcadores de
histidina que le confieren la proteina una alta afinidad por la columna IMAC. Por lo
tanto, se puede afirmar que la separacion depende principalmente del contenido de

residuos de histidina expuestos en la proteina (Roe, 2001).

Con el fin de mejorar y facilitar este tipo de purificacion, ciertas casas comerciales han
desarrollado el sistema de cromatografia liquida de proteinas a alta velocidad (FPLC),
un sistema directo y controlado por microprocesador, que por sus materiales minimiza
la corrosion y la adsorcion no especifica de los componentes de la muestra;
adicionalmente, contiene columnas pre — empaquetadas con intercambiadores de iones
de 10 mm de didametro, que brindan separaciones de alto rendimiento con caidas de
presién moderadas (Janson, 2011).
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1.2.0bjetivos

1.2.1. Objetivo general
Construir variantes mutantes de la enzima PETasa de Ideonella sakaiensis.

1.2.2. Objetivos especificos

Disefiar primers para la obtencion de variantes mutantes de la enzima PETasa

de I. sakaiensis.

e Obtener variantes mutantes de la enzima PETasa de Ideonella sakaiensis

mediante mutagénesis dirigida.

e Expresar las variantes mutantes construidas mediante un sistema heterdlogo.

e Purificar las variantes mutantes desarrolladas a través de cromatografia de
afinidad.
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CAPITULO II

2. METODOLOGIA

2.1. Métodos

El presente trabajo es un estudio experimental que pertenece al proyecto CEDIA
“Degradacion de polimeros orgénicos mediante el uso de enzimas recombinantes”
liderado por investigadores de la Universidad Técnica de Ambato y en colaboracion
con investigadores de la Universidad de las Fuerzas Armadas (ESPE) y de la
Universidad de Las Américas (UDLA).

2.1.1. Disefio de primers
2.1.1.1.Determinacioén de las variantes mutantes

Como parte del proyecto CEDIA, el PhD. Vinicio Armijos y PhD. Yunierkis Pérez,
investigadores de la Universidad de Las Américas (UDLA), y la PhD. Liliana Cerda
Mejia y el PhD. Mario Daniel Garcia, investigadores de la Universidad Técnica de
Ambato (UTA), determinaron los restos de aminoacidos a substituir empleando
alineamientos multiples de secuencias, analisis de homologia estructural y analisis de
dindmica molecular mediante la herramienta bioinformatica Rosetta (L&ffler et al.,
2017). El programa emple6 un algoritmo genético y simulaciones cortas de dinamica
molecular para predecir el cambio de la afinidad del sustrato por la enzima al sustituir
residuos clave del sitio de union del ligando. Estos experimentos permiten determinar
las substituciones que presentan un mayor potencial para mejorar la actividad catalitica

de la enzima PETasa de I. sakaiensis.
2.1.1.2.Secuencia de del gen que codifica para PETasa de Ideonella sakaiensis

La secuencia del gen que codifica para la variante silvestre de la enzima PETasa de
Ideonella sakaiensis se obtuvo del plasmido pET21b(+)-Is-PETase desarrollado por
Austin et al. (2018). El plasmido fue proporcionado por la PhD. Liliana Cerda Mejia,
docente — investigadora de la FCIAB. La secuencia total del plasmido y del gen que
codifica para la PETasa se obtuvo de la base de datos de Addgene
(https://www.addgene.org/112202/).
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2.1.1.3.Disefo de primers para cada variante mutante

Para el disefio de los primers se considerd la metodologia del kit QuickChange Il de
mutagénesis dirigida al sitio (Agilent Technologies, 2015). En este sentido, los
primers deben contener entre 25 y 45 bases de longitud, con una temperatura de fusion
o melting (Tm) >78 °C. La mutacion deseada se debe encontrar en el medio del
cebador con 10 a 15 bases de secuencia que flanquean ambos extremos. Los cebadores
contienen idealmente al menos 40% de GC, ademas de terminar en una 0 mas bases
de C o G. Los primers se disefiaron a partir del andlisis de la secuencia de nucle6tidos,
incluyendo codones 6ptimos para la traduccion de proteina en E. coli.

Los primers disefiados se ordenaron para su sintesis en la compariia Macrogen ubicada
en la Republica de Corea. Se solicitd que éstos sean purificados por cromatografia

(FPLC) ya que esto permite incrementar la eficiencia de la mutacion.

2.1.2. Obtencion de variantes mutantes de la enzima PETasa de Ideonella

sakaiensis mediante mutagénesis dirigida.

2.1.2.1.PCR mutagénica

Para la obtencion de las variantes mutantes se utiliz6 el kit de mutagénesis dirigida al
sitio QuickChange 11, asi como las células competentes de E. coli DH5a. Este kit
permitié la introduccion de mutaciones puntuales en el plasmido pET21b(+)-Is-
PETase mediante una PCR mutagénica. Por lo tanto, la metodologia de este
procedimiento se baso en el manual de instrucciones del kit (Agilent Technologies,
2015), como se describe a continuacion.

2.1.2.1.1. Desarrollo de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

El procedimiento se realiz en base a lo descrito en el protocolo del Kit QuickChange
I (Agilent Technologies, 2015). En primer lugar, para asegurar la homogeneidad y
mejorar la recuperacion, se mezcl6 y centrifug6 todos los tubos que contiene el kit
antes de abrirlos. Luego, se prepar6 una mezcla de PCR para cada una de las variantes
mutantes. Para lo cual, se emplearon los materiales y volumenes que se detallan en la

Tabla 3, ajustados para reacciones de 50 pL.
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Tabla 3. Orden de los reactivos para la preparaciéon de la PCR

Componente Volumen (uL) Concentracion final
Buffer de reaccion 10X 5 1X
Plantilla de dSADN 1 50 ng
Forward primer 1.25 125 ng
Reverse primer 1.25 125 ng
dNTP mix 1 -
ddH20 39.5 -

ADN polimerasa

PfuUltra HF L 25 Ut

Fuente: Agilent Technologies, (2015)

2.1.2.1.2. Programacion del termociclador

Se program6 el termociclador segun el protocolo del kit QuickChange Il (Agilent
Technologies, 2015), por lo tanto, se tomo6 en cuenta las temperaturas y tiempos
expuestos en la Tabla 4 para cada mutacion. Para el disefio de la PCR se consideré que
el plasmido pET21b(+)-1s-PETase tiene una longitud de 6233 pb.

Tabla 4. Parametros para los ciclos de la PCR mutagénica

Paso Temperatura (°C) Tiempo No. ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 30s 1
Desnaturalizacion 95 30s
Annealing 55 1 min 16
Extension 68 7 min
Extensién final 72 10 min 1
Almacenamiento 4 oo -

Fuente: Agilent Technologies, (2015)
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2.1.2.1.3. Digestion del ADN plasmidico parental.

Al finalizar la PCR se agreg0 al producto final 1 puL de la enzima de restriccion
FastDigest Dpn I (U/uL) directamente a la reaccion de mutagénesis y se mezclo gentil
pero exhaustivamente. Las soluciones de reaccion se microcentrifugaron por 1 minuto
y se incubaron a 37 °C durante 2 horas.

2.1.2.1.4. Transformacion de las células competentes de E. coli DH5-a.

mediante choque térmico

Para la transformacion de E. coli DH5-a se emple6 el método de choque térmico
(Cohen et al., 1972). En sintesis, se tom6 una alicuota de 100 puL de células
competentes almacenada a -80 °C, se la descongeld en un bafio con hielo por 30
minutos, se afiadid 5 uL del producto de digestion con Dpn | de ADN plasmidico y se
incubaron las células en hielo durante 30 minutos. Posteriormente, las células fueron
sometidas a choque térmico mediante bafio termostatico a 42 °C durante 90 segundos,
y rapidamente se las coloco en hielo durante 2 min. Después, se afiadieron 0.5 mL de
caldo SOC (Tabla 5) y se las incubd a 37 °C por 1.5 horas con agitacion constante a
220 rpm. A continuacion, se inoculé todo el contenido del tubo en agar LB
suplementado con ampicilina y se incub6 las células durante una noche a 37 °C
(Cerda-Mejia, 2016). Finalmente, se transfirieron cinco colonias aisladas a tubos con
5 mL de caldo LB suplementado con antibidtico para la extraccion del ADN
plasmidico y su respectiva secuenciacion. El procedimiento se llevo a cabo para cada

variante mutante.

Tabla 5. Formulacién del medio de cultivo SOC.

Reactivo Cantidad por L de medio de cultivo
Solucion de glucosa 20% 20 mL
Extracto de levadura 59
Cloruro de sodio (NaCl) 0.584 ¢
Triptona 20 g
Cloruro de potasio (KCI) 0.186 ¢
Sulfato de magnesio (MgSOa) 249

Fuente: Agilent Technologies, (2015)
Nota: Ajustar el pH a 7.5 con Hidréxido de sodio (NaOH) 1M.
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2.1.2.2. Extraccion del ADN plasmidico

Para extraer el ADN plasmidico se utilizé el Kit GenElute Plasmid Miniprep y se
siguio la metodologia propuesta en su manual de uso (Sigma-Aldrich, 2013). Todas
las soluciones mencionadas fueron proporcionadas por el kit y el mismo procedimiento

se repitio para cada variante mutante.

En primer lugar, se transfirié una colonia aislada de E. coli DH5-a a 5 mL de caldo
LB (Anexo 1), y se incubo a 37°C, 150 rpm de agitacion, por 12 horas. Posteriormente,
se centrifugé el cultivo a >12000 g por 1 minuto, se descart6 el sobrenadante y se
resuspendieron las células en 200 pL de solucién de resuspension, mezclando hasta la
homogeneidad. A continuacion, se afiadieron 200 pL de solucién de lisis e
inmediatamente se mezclé por inversion (6-8 veces) hasta observar una solucion clara
y viscosa, dejando reaccionar por no mas de 5 minutos. Se precipitaron los restos
celulares anadiendo 350 pL de solucion de neutralizacion/union, mezclando por
inversion (4-6 veces), y se centrifugo la solucion a >12000 g o velocidad mé&xima por
10 minutos. Posteriormente, se insertd la columna GenElute Miniprep al tubo de
microcentrifuga provisto por el kit, afiadiendo 500 pL de la solucién de preparacion
de la columna y se centrifugd a 12000 g por un tiempo de 30 segundos a 1 minuto, se
descarto el liquido de flujo. Luego, se transfirié la muestra a la columna y se centrifugd
a >12000 g por 30 segundos a 1 minuto, se descarto el liquido de flujo. Después, se
adicionaron 750 L de solucion de lavado diluida a la columna, se centrifug6 a >12000
g por 30 segundos a 1 minuto, se descartd el liquido de flujo y se centrifugd

nuevamente a velocidad méxima por 1 a 2 minutos para remover el exceso de etanol.

Finalmente, se transfirid la columna a un tubo de recoleccion nuevo, se le agregd 100
puL de agua grado reactivo para biologia molecular y se centrifugd nuevamente a
>12000 g por 1 minuto para obtener el ADN. La cuantificacion del ADN plasmidico

se realizé con el equipo Nanodrop 2000.
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2.1.2.3. Secuenciacidén de las variantes mutantes

La secuenciacion del gen que codifica para cada una de las variantes mutantes se llevo
a cabo con la colaboracion de la Universidad de las Américas (UDLA). La
secuenciacion se realizé mediante el método de Sanger, empleando el primer T7
terminador presente en la secuencia del plasmido a cada extremo del gen. Con los
resultados de la secuenciacion se determind en qué colonias se encuentra la mutacion

correcta.

2.1.3. Expresion de las variantes mutantes construidas mediante un sistema

heterdélogo.

2.1.3.1. Transformacién de las células competentes de E. coli Rosetta (DE3)

mediante choque térmico

La expresion de cada variante mutante se realizé en E. coli Rosetta (DE3) por su
elevada capacidad para expresar proteinas dificiles y que presentan codones raros. La
transformacion celular se realizO mediante la metodologia descrita en la seccién
4.2.1.4, con la Unica diferencia de que para el caso de E. coli Rosetta (DE3) tambiéen

se adiciono cloranfenicol al medio de cultivo.
2.1.3.2. Expresion de la proteina

La expresion de las variantes mutantes de la enzima PETasa se realiz6 segun la
metodologia propuesta por Furukawa et al. (2018). Inicialmente, se inocul6 una
colonia de E. coli Rosetta (DE3) transformada con el plasmido disefiado para cada
variante mutante en 25 mL de caldo LB suplementado con ampicilina y cloranfenicol
y se lo incubé a 37 °C con agitacion constante (200 rpm) durante 16 horas. A
continuacion, se transfirio el cultivo a un matraz con 500 mL de caldo LB
suplementado con antibidticos y se lo incubd a 37 °C con agitacion constante (200
rpm) hasta que el cultivo alcance una DOgoo 0.6 — 0.8 (aprox. 3 a 4 h). Se adicion6 0,1
mM de IPTG (isopropil B-D-1-tiogalactopiran6sido) y se incubo a 22 °C durante 16 h
para inducir la expresion de la enzima. Por Gltimo, se centrifugo el cultivo a 5000 rpm

y 4°C por 1 hora, se recolectaron las células, y se las almacené a -80 °C.
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2.1.4. Purificacién de las variantes mutantes desarrolladas a través de
cromatografia de afinidad

2.1.4.1. Lisis celular

En primer lugar, se afiadié 6 mL de buffer de lisis (Tris 25 mM, pH 7.5, 150 mM NacCl
y 20 mM Imidazol) por gramo de células y 10 uL de EDTA 0.5 M por cada mL de
buffer de lisis agregado. La lisis celular se realiz6 a 4 °C mediante el uso de un
sonicador marca MRC de 650 WT, aplicando diez ciclos de 10 s de trabajo constante
(60% de amplitud) con 10 s de descanso (Hadi, 2005).

2.1.4.2. Purificacion de la proteina

La purificacion de las enzimas recombinantes, se llevdo a cabo siguiendo la
metodologia descrita previamente por Austin et al. (2018) con ciertas modificaciones.
Todos los pasos cromatogréaficos se realizaron en un equipo de cromatografia liquida
de proteinas a alta velocidad FPLC AKTA Start con un colector de fracciones. En
resumen, el lisado celular se separ6 por centrifugacion a 21000 g, por 1 hora, a 4 °C.
El sobrenadante se colectd y se transfirio a una columna Ni-NTA pre-empacada (GE
Health Care) de 1 mL, previamente equilibrada con 10 volimenes de columna de
buffer de lavado, Tris 25 mM, pH 7.5, 150 mM NaCl y 20 mM Imidazol. A
continuacion, se adicionaron de 5 a 10 volimenes de columna de buffer de lavado para
eliminar proteinas que presentan interacciones inespecificas. Luego, se agrego
gradualmente buffer de elucién (Tris 25 mM, pH 7.5, 150 mM NaCl y 500 mM
Imidazol) hasta conseguir la elucion de la enzima PETasa. Durante la elucion se
colectaron fracciones de 0.5 mL en tubos estériles. Finalmente, se analiz6 la pureza de
las fracciones recogidas mediante SDS PAGE (Dermit & Mardakheh, 2021).

2.2. Materiales y reactivos
2.2.1. Materiales

- Guantes de nitrilo - Mascarillas

- Gradillas - Rotuladores

- Malla metalica - Matraz Erlenmeyer 250, 1000
mL

- Frascos de tapa azul
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- Probetas 10, 100 mL

- Micropipetas de  volumen

variable
- Balones de aforo
- Papel absorbente

- Puntas para pipetas de 20 pL,
200 pL, 1 mL, 10 mL

- Papel filtro
- Papel aluminio
- Papel film

2.2.2. Reactivos
- Kit de mutagénesis dirigida al
sitio QuickChange I1

- Kit para la extraccion de ADN
plasmidico GenElute™ Plasmid

Miniprep

- Lisozima

- Agua destilada

- Agua desionizada

- Extracto de levadura

- Cloruro de sodio (NaCl)
- Triptona

- Agar —agar

2.2.3. Lineas celulares
- E. coli Rosetta (DE3)

- E. coli DH5a
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- Tubos Falcon de 50 mL
- Pipetas

- Hisopos

- Cajas Petri de vidrio

- Mechero

- Espatulas estériles

- Columna Ni-N

- Acetato sodico (NaC2H302)
- Alcohol etilico

- Glucosa

- Tris HCI

-EDTA

- Hidréxido de sodio (NaOH)
- SDS

- Cloruro de calcio (CaCl2)

- Cloranfenicol

- Glicerol

- Imidazol

- Acrilamida



2.2.4. Secuencias utilizadas

Mapa del plasmido N° 112202 obtenido de la base de datos Addgene
(https://www.addgene.org/112202/)

2.2.5. Equipos
- Balanza analitica  (Mettler
Toledo XSE205 DualRange)

- Estufa  (Precisién-Thermo
Scientific)
-Cémara de  electroforesis
(Biorad)

- Micropipeta manual (Thermo
Scientific, Dinamarca)

- Centrifuga (Rotina 380-Hettich - Incubadora (ESCO/lsotherm)

Zentrifugen) -Céamara de flujo laminar

- Incubadora (Isotherm) (ESCO/ACB-4 A2)

- Plancha de agitacion (IK.C-
MAG HS7)

- Refrigerador (LG)

- Ultra congelador (Binder)
-Plancha de calentamiento

-Cémara de flujo laminar
J (Labnet)

(OptiMAIRR)
- pH metro (Metler

- Termociclador (Biorad) Toledo/SevenCompact)

- Autoclave (HIRAYAMA/HV-
110)

- Vortex (Labnet/Mixer/\VVX200)

- Bafio termostatico con
- Agitador incubador  orbital L
agitacion (Stuart)
(Shaker mini-Benchmarle)
~ - Nanodrop (Thermo Scientific)
-FPLC (AKTA Start con

colector de fracciones) - Sonicador 650 WT (MRC)

2.2.6. Recursos tecnolégicos:

- QuickChange - SCIFINDER

- Addgene - PyMOL

- Scopus - EXPASY PeptideCutter

- ProQuest - EXPASyY Compute pl/Mw
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CAPITULO 111

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Disefio de primers

El alineamiento multiple de secuencias (Figura 6) revel6 que al comparar los residuos que
contornean el sitio de union con el PET en IsPETasa con la secuencia de enzimas homélogas
(cutinasas Yy lipasas), se observa un bajo grado de conservacién para algunos residuos clave.
Siguiendo la metodologia de Austin et al. (2018), se analizaron las variaciones en la secuencia
de aminoacidos segun la cantidad de enzimas homoélogas que poseen dicha variacion y se
descartaron las posibles mutaciones en residuos que anteriormente se mostraron fundamentales
para el funcionamiento de la PETasa. Finalmente se encontraron 17 potenciales mutaciones de
las cuales se seleccionaron 3 (Tabla 6).

En la Universidad de las Américas, los 17 modelos de los posibles mutantes se generaron en el
programa UCSF Chimera (Pettersen et al., 2004). Para posteriormente, ser sujetos de estudios
de dinamica molecular y calculos de energia libre de union. En consecuencia, para cada sistema
(complejo) se corrieron 5 dindmicas moleculares de 4 ns cada una. Adicionalmente, para los
calculos de energia libre de unién se aplicaron 100 conformaciones extraidas de cada una de
las 5 trayectorias igualmente espaciadas y cubriendo el intervalo de 1 ns a 4 ns. Las energias
de unidn fueron estimadas con el método MM-GBSA implementado en Amber 2020 (Ben-
Shalom et al., 2019).
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W1la5 D206/I208/N212/5213 H237/5238/N241

5
CANSGNS-———NQALIGKRGVAWMERFMDNDTRY STFACENFNSTRVSDF -~ 284
C

IsPETasa LEARAPQAPMDSSTN-———-FSSVIVPTLIFACEN SIAP SELPTYDSMER-NAKQFLEINGGES!

PbLipasaT LEARVPFAPMHNTAN-———-FSGVOQVPTLVIACENDTVAPRT SSFYNSFSSSLARAYLEINNGS TCNS-———NQALIGRYGVAWIKRFVDNDTRY SEFLCGAPHQADLRESRL 289
RgUp IKARAPOAPMNTTSN-———-FSSLTVPTLIFACQADVVAPIL CEMNANP-——T-—-VGLRGVAWMERFIDGDTRYTSFACSNFNALGFSSFRT 275
EKsc fHidrolasa LEATTIPQAPMYSGFN-———SFDRITTPTMITIACES P [YCANSGYS-———DEDILGEYGISWMERFMDNDTRY SQFLCGPNHESD-——-RS5T 304
MdCUT LEAATPLAPMDSSST--——QFRSITAPTLIFACEN ili YCANGGNS -——-YNDELSRLGVSWMELHLDKDORYNQFLCGPNHESD-—-WNI 242
OaLipasa LSARTPTAPENOGGN-———RFDOIETPTLVIACENDVVAS CANDGGS ———IGGLLGEYGVSWMERFIDNDLRYDAFLCGPDHARN-——RSV 301
KaDLH LEAARTPQAPMYSGFN--——SFNRITTPTLITACELDVVAP CANSGYP---NEDILGKYGVSWMERFIDGDRRYDOFLCGPNHESD---RST 305
PsCUT IRAARTPLAPMDTSNE-———PSROVARAPTLIFACESBTVAR Y CANGGNDRGRYDAVLGRMGVSWMERFLDEDTRY SQFLCGPNHTSD---ROT 308
AmLipasaT LOARTPLAPMHTTEN-———--WSSTRVPTMIIGRES SIAP PIS-A-———-NTTVARKYSISWLERFIDNDTRYDOFLCERPSPSS----LI 275
Asc BHidrolasa LOAAIPLAPEMHTTEN-———-WSTDTVPTLIIGRENBSVAP PIS-T-———-NVIIARYSISWLERFIDDDTRYEQFLCPAPSGS—— 281
MeCUT LOARTPLAPMNTTES -———-WSSVRVPTLIIGGEYDTVAP FP@S-A---—-DALVGEKOMVSWLERFVDNDTRYEPFLCPGPSGL—- 289
PyLipasaT IKARIPLAP@DITSE-————— RENRTPTLIFACGSDS] GENS -~ NNATLGRLGVAWMERFLDEDRRY SQFLCGPRHTSD-——-RNT 254
Sso_PfHidrolasa LOARTIPLTEMHTDET--——-WEGVQTPTLVIGAENDSEAP SEPFYTSMPSTMDRAYLELNGAS 277
AeDLH IQAATGLAPENTSSL----GFRSIETPTLIFACERDS] SPFYNATPSSTDRAYFEISGGNHYC 256
MsProt LOARVPIAPMNTDRT --——-WGDVRVPTLIVGGESDSVAP ) 289
AoCUT LOAATPMTPMHGTES-———-WTITDRVPTMIIGAENDTVAP PIS-A-———-NTTVAQYSISWLERFIDNDTRYDOFLCPAPSPST- 278
Mec_BHidrolasa LOARVPLAPMNLDES -———-WSELRVPTLIIGGESDSVAS FP@T-T---—-NTPTAROMVAWLERFVDDDTRYEQFLCPGRTGS— 288
MaCUuT LOARVPLAFENLDET-———-WNTLOVETLIIGGENDSVARV] FE@T-V--———-NTPTARQAVAWLKRFVDNDTRYEQFLCPGESGS— 280
AxCUT LEAAVPLAPMNSGEN-———-SFNOIAVPTMIMACENDS CANGSNS-—-NNALLATYGVSWMERFLDEDHRYNQFLCGPNHESN---SRT 301
McCUT LOARVPLAPENLDKT--——--WSDVRVPTLIIGGESDS] FE@T-V-———-NTPTARKOMVAWLEKRFVDNDTRYEQFLCPGPSGEF—— 289
SsLipasa LOAAIPLTP@NLDES -———-WPEVITPTLIVGADGDS| TPMS-S--—-—-NTTIARYSVSWLERFIDNDTRYEQFLCPLPSESL- 259
MaLipasaT LOARVPLAPENLDKT -—-——-WSDVRVPTLIIGGESDSVAPV] EP@T-V--——-NTPTAKQTVAWLERFVDDDTRYEQFLCPGPTGS—————. 286
RdProt LEATLPLTPENLSTN---—--FSGVOQVPTLIVGADGDAVAPV] RPFYASLPSTVRRAYGELNMASHETEFISGYV -———-NTPIGRYGVIWMERFVDGDTRYSTFLCGREHQRYATATVE 281
PmProtH LOAAIPLT LREN-—-—--FESVRVPTLVVGAENDSVAP SEPFYASLPSTLDRAYLELDNAS PHV-S-———-NTTIAKYSISWLELFIDNDTRYAQFLCEAPDDR—— 285
MefCUT LOARVPLAPENLDET--——-WSDVRVPTLIIGGES SIAP 289
CcLipasa LOARIPMTPMNTDET -—-——-WPEVOTPTLIIGRQNDSVAS 314
Mcc_BHidrolasa LOAARVPLAFPMNLTEN-———-WSNLRVPTLIIGGESDTVAP 267
AaLipasa LOARIPLAPMNTDRT -———-WNTDOVPTFIIGGESDSVAP 278
MnCUT LOARVPLAPENLDKT --——-WSGLRVPTLIVGGET TlP.P 289
MmLipasaT LOARVPLAPMNLTEN-———-WSNLRVPTLIIGGESDSVASV] T 286
DmLipasaT LEAAIPLTPENTDES -———-WPELTTPTLIFGAQNDSVAP 305
Agso_PHidrolasa LEASYPMTEENISSN-————-FSTVRVPTMIIGADGOTVAE RPFYASLPSSTFRAYGELNGAT [T-T--——-STPIGRYAVAWMKRFVDGDTRYSEFLCGAQHTSYATCGLVE 275
BbHidrolasa LEARIPFAPENSSTN--———-FETVESVPTLIIACESDSEAD SPFYNSLPSTTKRAYLEMNNGS SENS-—-NAGLIGRYGVSWMERFMDNDTRFSEYLCGAPHQADLSLTAT 261
c_PfHidrolasa LEAARIPLOQ TREN-———-WSSVRTPTLVVGAQLDT@AF SEAFYNSLPSDLDEAYMELRGAS 249
SvCUT150 8M LEASIPLTPMHLDET--——-WGOVOVPTFIIGRELDTEAD I-P-———-NTTIARKYVISWLERFVDEDTRYSQFLCPNPTDR—— 251
RgPETasa LRARAPORFMAO-ES-———-FSSVIVPTLIVSCENDS| SGNS---DAGLIGKYGVAWMKRFMDDDTRY SKFLCGRAEHOADLSKRAY 257
TcCUTZ2 LEAAIPLTPMHLNEN-———-WSSVRVPTLIIGADLDT| I-P-———-NEIIGKYSVAWLKRFVDNDTRYTQFLCPGPRDGL--FGEV 253
SeLipasa LEAARIPLT TDRT-———-WPELRTPTLVVGADGDTVADV, T-3--——-DITIAKYSISWLERFIDSDTRYEQFLCPIPRPSL----TI 251
TaCuT LEAARTPLTPMHLNES -———-WRDITVPTLIIGAEYDTEAS HSEPFYNSIPSETDEAYLELDGAS I-T-———-NETIGMYSVAWLERFVDEDTRYTQFLCPGPRTGL--LSDV 259
UbLipasaPET2_7M IKAAIALAPENSSIN--—--DFNRIQVPTLIFACOL PVALHASPFYNRIPNTTPRAFFEMTGGD) GGNI---YSALLGKYGVEWMELHLDQDTRYAPFLCGPNHARQ-—-PLT 272
TcCUTL LEAARIPLTFMHLNEN-——-WSSVIVPTLIIGADLDTEAEV, KPFYNSLPSSISKAYLELDGAT I-P-———-NREIIGKYSVAWLEKRFVDNDTRYTQFLCPGPRDGL--FGEV 253
TcCUT2_doble LEAATPLTPMHLNEN-———-WSSVRVPTLIIGADL.DTEAPVL RPFYNSLPTSTSKAYLELDGAT I-P--——-NRIIGKYSVAWLKRFVDNDTRYTQFLCPGPRDGL--FGEV 253
TcCUTZ_triple LEARIPLTFMHLNEN-——-WSSVRVPTLIIGADLDTEAEPVL RPFYNSLPTSISKAYLELDGAT I-P-———-NREIIGKYSVAWLEKRFVDNDTRYTQFLCPGPRDGL--FGEV 253
SvCUT150_TM LEASTPLTPMHLDET-———-WEOVOVPTFIIGAETLDTEAPR KPFYESLESSLPRAYMELCGAT I-P-———-NTTIARYVISWLERFVDEDTRYSQOFLCPNPTDR—————. AT 251
TfHidrolasa_TerEst LEARIPLTFMHLNEN-——-WSSVIVPTLIIGADLDTEAEV, KPFYNSLPSSISKAYLELDGAT I-P-———-NEIIGRKYSVAWLERFVDNDTRYTQFLCPGFRDGL--FGEV 283
PaPDlieStEI_HierlaSa IRRATPLAFMDTTSY -———YASRSQAPTLIFACES PVLOHASPFYNSLESSIDRAFVEINGGS GGSTI-———-YNDVLSRFGVSWMELHLDEDSRYRQFLCGPNHTSD--—-50T 295
PmLipasa VRTTAPIQPETLGLGHDSASQRROQGPMFLMSGGGDT) F‘PILNAOPVYRR}-\N——VPVE‘WGERRYVS GSG—————— GAYRGPSTAWFRFQLMDDODARATFYGAQCSLCTSLLWS 252

- - * % . * ko *

Figura 6. Alineacion de la enzima IsPETasa con diversas enzimas homologas.

Los residuos que conforman la triada catalitica se encuentran sefialados con color verde, mientras que los que constituyen el sitio de unién con el PET estan resaltados con color
rojo, en este grupo, los aminoécidos que difieren con los de la PETasa se sefialaron de otro color segun su cantidad de repeticiones, y de amarillo los residuos seleccionados

para realizar la mutagénesis. Adicionalmente, los sitios escogidos para realizar las mutaciones se encuentran sefialados por una flecha.
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Al comparar los mutantes evaluados se observo que las mutaciones N212A, 1208V y
S238Y presentan una diferencia de energia libre de union de al menos 6.92 kcal/mol
entre PET y los productos. Considerando que una mayor diferencia de energias de
unién sugiere una alta afinidad por el sustrato y baja por los productos de la reaccion.
Tedricamente, las tres mutaciones antes mencionadas mejorarian la actividad catalitica

de la enzima, y, por lo tanto, la eficiencia de procesamiento de PET.

Tabla 6. Energias libres de union predichas para las mutaciones realizadas

expresadas en kcal/mol.

Sistema PET Productos
Nativa -21.20 -17.94
1208V -25.50 -18.58
N212A -28.36 -14.88
S5238Y -25.50 -17.84

Para las mutaciones seleccionadas, se disefiaron los primers forward y reverse (Tabla
7) de forma manual, siguiendo la metodologia propuesta por el kit QuickChange I1, y
cumpliendo los pardmetros que ésta establece. EI manual del kit recomienda que los
cebadores forward y reverse sean complementarios, que posean una longitud de entre
25 y 45 pares de bases, y que el contenido de GC sea minimo de 40% (Agilent
Technologies, 2015). Por lo tanto, los primers disefiados miden 27 pares de bases,
poseen un contenido de GC de 55.56 y 70.37%, y se hibridan con la misma secuencia

en las hebras opuestas del plasmido.

Tabla 7. Primers disefiados para cada mutacién

Temperatura Contenido
Mutacion Primers de melting Guanina -
(°C) Citocina (%)

5’ gag aat gat agc t ca ccg gtg aac 3’
1208V gag aal gat age Y 9ea teg ele 55 55.56
5’ gtt cac cgg tge cca get atc att cte 3’

N212A 5’ att gca ccg gtg gcg age age geg ctg 3° 55 20.37

5’ cag cgc get get cge cac cgg tge aat 3°

5’ ggc ggt agc cac tat tgt gce aac tct 3°
S238Y 95 55.56
5’ aga gtt ggc aca ata gtg gct acc gee 3°
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Generalmente, los kits de mutagénesis dirigida, incluyendo el kit QuickChange I,
sugieren que la mutacion deseada se encuentre en la mitad del primer con ~10 — 15
bases de secuencia correcta en ambos lados. Lo cual se tomo en cuenta para el disefio
de los cebadores en esta investigacion. Sin embargo, Austin et al. (2018), utilizando
el kit Q5 llevd a cabo mutagénesis exitosas aplicando primers donde la mutacion

deseada se ubic6 en el extremo 5’ del cebador.

3.2.0btencién de variantes mutantes

Mediante la ejecucion de una PCR mutagenica, se llevaron a cabo tres mutaciones
puntales en los residuos 1208V, N212A y S238Y. Se seleccionaron cinco colonias de
cada mutacién, de cuya biomasa se procediéo a extraer el ADN plasmidico,
obteniéndose los rendimientos entre 118.1 y 210.4 ng/uL (Tabla 8). Las muestras de
ADN plasmidico purificado fueron enviadas para su secuenciacién en la Universidad

de las Américas.

Tabla 8. Resultados de la extraccion de ADN plasmidico de las diferentes

variantes mutantes.

Concentracioén de acidos

Mutacion  Clon 260/280 260/230
nucleicos (ng/uL)
1 146.6 1.88 1.71
2 210.4 1.89 1.85
1208V 3 118.1 1.84 1.83
4 128.1 1.88 1.88
5 194.5 1.79 1.29
1 190.4 1.96 2.15
N2LOA 2 143.0 1.82 1.50
3 148.3 1.91 2.04
4 183.9 1.80 1.26
1 200.8 1.90 1.91
2 156.0 1.87 2.01
S238Y 3 140.5 1.89 2.05
4 132.3 1.89 1.82
5 138.8 1.88 1.83
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En la Tabla 8 se observa que en todos los casos se obtuvo una concentracion de acidos
nucleicos mayor a 100 ng/uL, ademas de una relacién de absorbancia 260/280 que en
todas las muestras, especialmente en los clones 1 y 3 de la variante N212A, y en el
clon 1 de la mutacion S238Y, se observa que fue de entre 1.8 y 1.9, lo que sugiere que
las muestras posiblemente se hayan contaminado con proteinas o sales (Alejos et al.,
2016; Osorio et al., 2013). Mientras que en cuanto a la relacion de absorbancia
260/230, se observa que los clones 1y 5 de la variante 1208V, y los clones 2 y 4 de la
mutacién N212A presentaron valores menores que 1.8, por lo tanto, dichas muestras
probablemente estén contaminadas por compuestos organicos o0 agentes caotrépicos
que absorben a una longitud de onda de 230 nm, lo que disminuye su pureza (Vazquez-
Lobo & Morales, 2014).

3.3. Analisis de secuencias de nucleotidos

El ADN plasmidico extraido de 15 mutantes fue enviado para su secuenciacion en los
laboratorios de la Universidad de las Américas. Un ejemplo de los resultados de

secuenciacion se muestra en la Figura 7.

180 190 200 210 220
CCGATCAGTGCCTGGT T TGCTGT TCCCAGAGTT GGCACAAGAGTGGCT

Figura 7. Cromatograma obtenido de la secuenciacion de la variante mutante

1208V, clon 1 empleando el primer T7 terminador.

Los clones que no se mutaron correctamente generaron interferencias durante la
secuenciacion, obteniéndose cromatogramas donde se observa que existen gran
cantidad de picos sobrepuestos y un ruido bastante alto que se encuentra cercano al

pico de la sefial, lo que impide identificar la secuencia de acidos nucleicos en la
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muestra analizada (Janitz, 2008), como se observa en la Figura 8. Este tipo de
interferencias pueden ser causadas por errores durante la secuenciacion o la
purificacion, por una contaminacion de la muestra por material genético extrafio, a
pesar de haberse utilizado el primer selectivo T7 terminador que debido a su dominio
N-terminal esta involucrado en la terminacion de la transcripcion (Crossley et al.,
2020). Asi mismo, pueden interferir con la secuenciacion fragmentos que copurifican
con el molde, ya que contienen sitios de union para los cebadores de secuenciacion
(Reguero, 2014). Adicionalmente, se considera que otro factor que pudo afectar la
muestra fue el embalaje, ya que para hacerlo se usé tubos eppendorf asegurados con
cinta adhesiva de papel, en lugar de hacerlo en una tirilla de tubos de PCR como lo

requirié el laboratorio a cargo del analisis.
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Figura 8. Cromatograma obtenido de la secuenciacion de la variante mutante

1208V, clon 3 empleando el primer T7 terminador.

Posteriormente, para cada variante mutante, se realizd6 un alineamiento de las
secuencias obtenidas por secuenciacion para cada clon con la secuencia de ADN de la
PETasa silvestre codificada en el plasmido pET112202. Este alineamiento se realizd
en MEGA (Figura 9).

En la Figura 9A se observa que los clones 1, 2 y 4 presentan una guanina en lugar de
la adenina original, lo que codifica para una valina que reemplaza a la isoleucina en el
residuo 208, es decir que los tres clones de esta mutacion poseen la mutacién deseada.
En el analisis de secuencias de la variante mutante N212A (Figura 9B), se encontrd

que los clones 1y 2 obtuvieron la mutacion requerida, intercambiando a la asparagina
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original por alanina en el residuo 212. Sin embargo, el clon 3 muestra haber mantenido
la secuencia de la enzima silvestre, y en la secuencia del clon 4 se observa que, a pesar
de haber mutado, existio una delecion no deseada en el residuo 215; por lo tanto, el
ADN plasmidico de los clones 3 y 4 no fue utilizado para la expresion o purificacion
de proteina. En la Figura 9C se observa que la variante mutante S238Y fue analizada
mediante alineamiento de secuencias, observandose que los clones 1 y 2 mutaron en
el residuo deseado. En ambos se reemplazé la citocina sefialada por una adenina, lo

que se traduce como una tirosina en el residuo 238 donde antes se expresaba una serina.

A)1.I5PETasaW'I' GAGAATGATAGCIAITTGCACCGGTGAAC
2. T/ terminator-11 G A G A AT GATAGC TTGCACCGGTGAATC
3.T7terminator-1.2 G AGAATGATAGCIGITTGCACCGGTGAATC
4 T7terminater-14 G A GAATGATAGCIGITTGCACCGGTGAAC

B)1.I5PETasa\".l"|' ATTGCACCGGTG CAGCAGCGCGCTAG
2. T7terminator-21 AT TG CACCGGTG CAGCAGCGCGCT®G
3.T7terminator-22 AT TG CACCGGTG CAGCAGCGCGCT®G
4 T7terminator-23 (A T T G CACCGGTG CAGCAGCGCGCTAG
5.T7terminator-24'A T T G C A CC GG T GJf C GCAGCGCGCTG

C)'l.lsPETasa‘l.".l"I' GGCGGTAGCCACT TTGTGCCAACTTCT
2T7/terminator-31 G G CGGTAGCCACTIAITTGTGCCAACTOCT

3.T7terminator-32 G G CGGTAGCCACTIA|ITTGTGCCAACTCT
Figura 9. Alineamiento de secuencias de las variantes mutantes A) 1208V,

B) N212A y C) S238Y.

*Se muestra en color amarillo la secuencia original de la enzima PETasa WT y en color celeste los
clones que fueron mutados correctamente en el residuo encerrado y sefialado de color azul marino. En

color gris se muestran los clones que no presentaron la secuencia deseada.
3.4.Ensayo de expresion

Para establecer las condiciones iddneas de expresion, se realizé un ensayo de expresion
de la enzima PETasa wild type (WT) en E. coli Rosetta. La expresion se indujo con la
aplicacion de Isopropil-p-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) en concentraciones de 0.1
mM, 0.5 mM y 1 mM, a temperaturas de 37°C, 30°C y ambiente (aproximadamente
22°C), durante un tiempo de incubacion de 2, 4 y 15 horas, respectivamente. Luego
del periodo de incubacion se analizaron los resultados mediante una electroforesis
desnaturalizante SDS PAGE (Figura 10), con el fin de verificar mediante la
comparacién del peso molecular de la PETasa, de 31.31 KDa, a qué concentracién se

expresd una mayor cantidad de proteina.
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Figura 10.  Ensayo de expresion de la enzima PETasa WT.

1) Pellet, 0.1 mM IPTG, 22 °C; 2) Sobrenadante, 0.1 mM IPTG, 22 °C; 3) Pellet, 0.5 mM IPTG, 22 °C;
4) Sobrenadante, 0.5 mM IPTG, 22 °C; 5) Pellet, 1 mM IPTG, 22 °C; 6) Sobrenadante, 1 mM IPTG, 22
°C; 7) Pellet, 0.1 mM IPTG, 30 °C; 8) Sobrenadante, 0.1 mM IPTG, 30 °C; 9) Pellet, 0.5 mM IPTG,
30°C; 10) Sobrenadante, 0.5 mM IPTG, 30 °C; 11) Pellet, 1 mM IPTG, 30 °C; 12) Sobrenadante, 1 mM
IPTG, 30 °C; 13) Pellet, 0.1 mM IPTG, 37 °C; 14) Sobrenadante, 0.1 mM IPTG, 37 °C; 15) Pellet, 0.5
mM IPTG, 37 °C; 16) Sobrenadante, 0.5 mM IPTG, 37 °C; 17) Pellet, 1 mM IPTG, 37 °C; 18)
Sobrenadante, 1 mM IPTG, 37 °C.
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En la Figura 10 se observa que con la mayoria de los tratamientos se obtuvo una
cantidad similar de enzima expresada, por lo que se empled la concentracion de 0,1
mM de IPTG a temperatura ambiente, incubandose el cultivo durante toda la noche
(aproximadamente 15 horas).

En estudios similares se consiguid la expresion de la enzima PETasa mediante la
adicion de IPTG a una concentracion de entre 0,4 y 0,6 mM (Meng et al., 2021;
Rennison et al., 2021), dependiendo de la linea celular de E. coli utilizada, en este
caso Rosetta (DE3). Asi mismo, Kielkopf et al. (2021) recomienda usar IPTG 0,5 mM
para inducir la expresion de proteina en E. coli. Sin embargo, la concentracion 6ptima
de IPTG se debe establecer de forma empirica (Tolia & Joshua-Tor, 2006). En este
caso, se presume que la enzima estudiada se expresa de forma adecuada con 0,1 mM
IPTG, debido a que de esta manera no se sobrecarga la maquinaria biosintética de la
bacteria, permitiendo que la transcripcién se dé lentamente y logrando un adecuado
plegamiento intracelular de la proteina expresada (Kielkopf et al., 2021).
Adicionalmente, se ha encontrado que la concentracion de IPTG podria ser diez veces
menor que 1 mM, la concentracion comunmente utilizada en biologia molecular,
manteniendo niveles similares de expresion e induciendo menos dafio al crecimiento
celular (Larentis et al., 2014).

Por otra parte, segun (Lagunas et al., 2020), asi como la concentracion de IPTG, el
tiempo y temperatura de incubacion se deben establecer de forma empirica, siendo
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éstos inversamente proporcionales, por los principios del crecimiento celular. Como
se muestra en los carriles 1y 3 de la Figura 10, en este ensayo de expresion se observo
que, a temperaturas mas bajas, y, por lo tanto, un mayor tiempo de incubacion se
obtiene una cantidad ligeramente mayor de proteina. Por tal razon el tratamiento
elegido para la expresion de las variantes mutantes fue con 0.1 mM de IPTG, y una

temperatura de incubacion de aproximadamente 22 °C por 15 horas.

En la Figura 10, las bandas correspondientes a 31.31 KDa de la PETasa se muestran
bastante tenues. Sin embargo, se observan en todos los tratamientos dos bandas
intensas cercanas a los 20 y 11 KDa, por lo que se deduce que la enzima PETasa fue
cortada en dos secciones de estos pesos por una proteasa, ya que para este ensayo no
se aplico ningdn inhibidor de proteasas. Al analizar la enzima en el software EXPASy
PeptideCutter, se determino que ésta puede ser hidrolizada por 23 proteasas en mas de
300 posiciones, sin embargo, de la lista de enzimas disponibles en el programa,
solamente la trombina, una serina proteasa, es capaz de realizar un solo corte en el
aminoécido nimero 100, seccion que segun el software ExPASy Compute pl/Mw
pesaria 10,251 KDa, un valor que coincide con las bandas obtenidas en la Figura 10.
En este sentido, segun (Gottesman, 1996), existen cuatro serina proteasas propias de
E. coli que podrian llevar a cabo esta hidrolisis: In [3pt] So, DegP (HtrA) proteasa,
DegQ (HhoA) proteasa y la Proteasa VI.

Adicionalmente, en los carriles correspondientes al sobrenadante, se observa muy poca
proteina o ausencia de ésta, debido a que para el proceso de lisis celular se aplic6 10
mg de lisozima por gramo de células y tres ciclos de congelacién — descongelacion, lo
cual no fue suficiente para lograr la lisis; generando que la mayoria de enzima se

encuentre en el pellet.

34



3.5.Expresion y purificacion de la enzima PETasa wild type

Después de inducir la expresion de la proteina, se lisaron las células mediante
sonicacion, la muestra tratada se purifico con el equipo FPLC y la enzima purificada

se analiz6 por medio de una electroforesis SDS PAGE.

En la Figura 11A se evidencia que en la purificacion de la PETasa WT existio un pico
bastante claro que alcanzé los 163.94 mAU, se observa que la proteina eluy6 a una
concentracion de 42 a 61% de buffer de elucion, colectandose las fracciones 9 a 15. Al
correr la electroforesis SDS, se observo en el gel de acrilamida (Figura 11B) que la
proteina de interés estuvo presente en todas las fracciones analizadas, asi como en el
sobrenadante. La mayor cantidad de enzima purificada se colect6 en las fracciones 9
y 10, seguidas de la 11, sin embargo, en éstas, ademas de la PETasa, se observa una
gran presencia de otras proteinas, lo que en las fracciones 13 y 14 sucede muy poco,
por lo que se considera que la enzima colectada en estas Ultimas se encuentra mas pura.
Por otra parte, en la fraccion 15 existié una cantidad casi imperceptible de proteina. Al
haberse logrado purificar la enzima PETasa WT de manera satisfactoria se considera

que el método es adecuado para llevar a cabo la purificacion de las variantes mutantes.
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Figura11.  Purificacion de la enzima PETasa WT mediante cromatografia de
afinidad (FPLC).
A) Cromatograma obtenido de la purificacion de la enzima PETasa WT, el pico en el que eluy¢ la
proteina de interés (fracciones 9 a 14) se encuentra sefialado. B) Analisis SDS PAGE (gel al 12%) de
los resultados de la purificacion de la enzima PETasa WT, donde los carriles se cargaron de la siguiente
manera: 1) Pellet; 2) Sobrenadante; 3) Fraccién 9; 4) Fraccion 10; 5) Fraccion 11; 6) Fraccién 13; 7)

Fraccion 14; 8) Fraccion 15
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3.6.Expresion y purificacién de variantes mutantes

En la Figura 12A se observa que existieron dos picos, el primero y mas prominente
llegd a los 342.09 mAU, y tuvo su punto maximo eluyendo a una concentracion de
46% del buffer de elucion. En el andlisis SDS PAGE (Figura 12B), los carriles 3, 4 y
5 corresponden a las fracciones 9, 10 y 11 colectadas en este pico. Por otra parte, el
segundo pico, significativamente mas pequefio, tuvo su punto maximo en 131.73
mAU, eluyendo a una concentracion muy cercana al 70% del buffer de elucion, de este
pico se recogieron las fracciones 13, 14, 15y 16 que se observan en los carriles 6, 7, 8
y 9 del gel de poliacrilamida, respectivamente. Al correr la electroforesis SDS PAGE
(figura 12B) se encontr6 que la mayor cantidad de enzima purificada se colectd en la
fraccion 9, seguida de la 10 y 11, sin embargo, en las fracciones 13 y 14 la enzima
colectada se encuentra mas pura, ya que se observa solamente una banda de proteina,
ademas de la banda de la PETasa (31.31 KDa), a diferencia de los carriles 3, 4y 5
donde existieron varias bandas de proteina desconocida. En la fraccion 15 se observa

una banda bastante tenue, lo que sugiere poca presencia de proteina (Gallagher, 2012).
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Figura 12.  Purificacion de la variante mutante 1208V Clon 1 mediante
cromatografia de afinidad (FPLC)

A) Cromatograma obtenido de la purificacion de la variante mutante 1208V C1, las fracciones 9 a 16,
en las que eluyé la proteina de interés se encuentran sefialadas. B) Analisis SDS PAGE (gel al 12%)
de los resultados de la purificacion de la variante mutante 1208V C1, donde los carriles se cargaron de
la siguiente manera: 1) Pellet; 2) Sobrenadante; 3) Fraccion 9; 4) Fraccion 10; 5) Fraccién 11; 6)
Fraccion 13; 7) Fraccion 14; 8) Fraccién 15; 9) Fraccion 16
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En la Figura 13A, se observa que existieron dos picos, el primero y mas prominente
llegd a los 141.48 mAU, y tuvo su punto maximo eluyendo a una concentracion de
46.8% del buffer de elucion. Mientras que, el segundo pico, significativamente mas
pequefio, tuvo una absorbancia maxima de 103.35 mAU, eluyendo a una concentracion
de 62.57% del buffer de elucion. En la Figura 13B, las fracciones 9 y 10 (carriles 3y
4) corresponden al primer pico y las fracciones 12 a 16 (carriles 5 a 9), al segundo. Se
encontrd mediante electroforesis SDS PAGE, que en las fracciones 9 a 14 existio la
presencia de la variante mutante (31.31 KDa), observandose con mayor intensidad en
la fraccion 12. No obstante, en las fracciones 9 y 10 (carriles 3 y 4), se observan,
ademas de la banda de la PETasa, varias otras bandas de proteina desconocida, por lo
que se considera en las fracciones 12, 13 y 14 la proteina de interés se encuentra en un
estado mas puro; a pesar de que en la fraccion 14 la banda de la proteina de interés es
casi imperceptible. En los carriles 8 y 9 no se observa ninguna banda de proteina, lo
que sugiere que la absorbancia detectada en las fracciones 15 y 16 durante la

purificacion es solamente debido a la presencia del buffer de elucion.

MW
A) Mutante N212A Clon 2 B)
P
e
100 ot
1900
80 P
§ — S
1400 - 60 S -
= - -
< 40 ©
£ 900 5
20 Z::]
400 A PETasa 3 -
it 0 S e
-100 ' ' ' "L 20
15 25 35 45 55 RS e

——Absorbancia Gradiente de concentracion

Figura 13.  Purificacion de la variante mutante N212A Clon 2 mediante
cromatografia de afinidad (FPLC).

A) Cromatograma obtenido de la purificacion de la variante mutante N212A C2, las fracciones 9 a
14 en las que eluyé la proteina de interés se encuentran sefialadas. B) Andlisis SDS PAGE (gel al
12%) de los resultados de la purificacion de la variante mutante N212A C2, donde los carriles se
cargaron de la siguiente manera: 1) Pellet; 2) Sobrenadante; 3) Fraccion 9; 4) Fraccion 10;
5) Fraccion 12; 6) Fraccion 13; 7) Fraccién 14; 8) Fraccion 15; 9) Fraccion 16
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En la Figura 14A, se observa que existieron dos picos, el primero con una absorbancia
de 129.75 mAU, y tuvo su punto maximo eluyendo a una concentracion de 46.9% del
buffer de elucion. En el analisis SDS PAGE (Figura 14B), los carriles 3 y 4
corresponden a las fracciones 9 y 10 colectadas en este pico; mientras que, en los
siguientes carriles, las fracciones 12, 13, 14 y 15 se colectaron del segundo pico, cuyo
punto maximo se dio en 142.99 mAU, cuando la concentracion del buffer de elucion
fue de 72%. En los resultados de la electroforesis SDS PAGE (Figura 14B) se encontrd
que las fracciones 9 y 10, es decir, el primer pico de la cromatografia, no corresponden
a la enzima PETasa, de 31.31 KDa, ya que, segun el marcador de peso molecular, la
proteina contenida en estas fracciones pesa aproximadamente 28 KDa. Sin embargo,
en las fracciones 12, 13, 14 y 15 se observa que existe la presencia de la variante
mutante, siendo la fraccion 13 la que muestra la banda mas intensa, y la 14 la que se

considera mas pura.
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Figura 14.  Purificacion de la variante mutante S238Y Clon 2 mediante
cromatografia de afinidad (FPLC).

A) Cromatograma obtenido de la purificacion de la variante mutante S238Y C2, el pico en el que
eluyd la proteina de interés (fracciones 12 a 15) se encuentra sefialado. B) Analisis SDS PAGE (gel
al 12%) de los resultados de la purificacion de la variante mutante S238Y C2, donde los carriles se
cargaron de la siguiente manera: 1) Pellet; 2) Sobrenadante; 3) Fraccion 9; 4) Fraccion 10; 5)

Fraccion 12; 6) Fraccion 13; 7) Fraccién 14; 8) Fraccion 15
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CAPITULO IV

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

Se disefiaron primers para la construccion de las variantes mutantes 1208V,
N212A y S238Y de la enzima IsPETasa, que cumplen con los parametros
establecidos por el kit QuickChange Il para llevar a cabo de forma exitosa la
amplificacion por mutagénesis dirigida al sitio.

Mediante el uso del kit comercial para mutagénesis dirigida QuickChange I,
se llevaron a cabo tres mutaciones puntuales, 1208V, N212A y S238Y, en la
enzima PETasa de Ideonella sakaiensis. Las variantes mutantes obtenidas se
expresaron en un sistema heterélogo y se purificaron mediante cromatografia

liquida de proteinas a alta velocidad.

Se establecio que las condiciones para la expresion de las variantes mutantes
1208V, N212A y S238Y de la enzima IsPETasa son 0.1 mM de IPTG y 22°C

durante toda la noche (aprox. 15 h).

4.2. Recomendaciones

Llevar a cabo ensayos sobre plastico PET con el fin de determinar la eficiencia

de las variantes mutantes en comparacion con la enzima silvestre.

Construir combinaciones de las diferentes mutaciones conocidas y de esta
manera, explorar nuevas opciones para lograr conseguir una enzima aplicable

a la problematica medioambiental actual.
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ANEXOS

Anexo 1. Formulacion del medio de cultivo Luria Bertani (LB).

Reactivo Cantidad por L de medio de cultivo

Extracto de levadura

Cloruro de sodio (NaCl)

59
109
109

Triptona

Agar 209

Fuente: (Sigma-Aldrich, 2013)

Nota: Ajustar el pH a 7.0 con Hidrdxido de sodio (NaOH) 1M. Para la elaboracion de medios

liquidos se omitira la adicion de Agar.

Name of enzyme
Arg-C proteinase
Asp-N endopeptidase
Asp-N endopeptidase + N-
terminal Glu
BNPS-Skalole
CNBr

Chymotrypsin-high specificity (C-

term to [FYW], not before P)

Chymotrypsin-low specificity (C-
term to [FYWML], not before P)
Clostripain

Formic acid

Glutamyl endopeptidase
Hydroxylamine

lodosobenzoic acid

LysC

LysN

NTCB (2-nitro-5-
thiocyanobenzoic acid)

Pepsin (pH1.3)

Pepsin (pH>2)
Proline-endopeptidase [*]
Proteinase K
Staphylococcal peptidase |

Thermolysin

Thrombin
Trypsin

No. of
cleavages
15

9
13

5
10

BN
o oS

>

~ NN e o

S

51

129

4
90

21

Positions of cleavage sites

58 34 53 59 90 100 123 132 153 224 260 267 280 285
111 117 149 185 205 219 262 264 282

43 111 117 149 185 203 205 219 230 262 264 273 282

96 97 159 185 257
110 19 128 154 157 161 222 258 262

32 50 55 63 69 87 96 97 106 146 159 185 191 201 219 229 261 268 271 284

1910 15 18 19 32 43 50 55 63 69 87 96 97 101 104 106 117 128 131 137 146 154 157 159 161 167 176 185 191 199 201 219 222 229 230 237 249 258 261 262 268 271 284

5834 53 59 90 100 123 132 153 224 260 267 280 285
112 118 150 186 206 220 263 265 283

44204 231 274

138 233

96 97 159 185 257

95 148 177 227 252 253 259

94 147 176 226 251 252 258

202238 272288

39141517 18 42 43 49 54 101 105 116 117 130 131 136 137 166 167 176 190 191 189 200 201 216 228 230 248 249 270 271 283 284

39141517 18 3142 43 49 54 62 63 66 70 87 95 96 101 105 116 117 130 131 136 137 146 156 159 166 167 176 184 190 191 199 200 201 216 219 228 230 248 249 256 257 268
270271 283 284

60

369121314 1518 20 21 23 24 25 26 27 29 32 33 39 40 41 43 44 45 47 50 51 52 55 56 57 63 65 67 68 69 70 72 74 77 78 80 81 82 83 84 87 88 89 94 96 97 101 102 106 107 108
109 110 111 113 116 117 129 130 131 134 135 137 140 145 146 149 151 152 156 159 167 168 170 171 176 178 179 180 183 185 189 191 194 195 196 198 199 200 201 202 204 208
209 211 215 216 218 219 226 229 230 231 232 240 248 249 250 255 256 257 261 266 268 270 271 272 274 279 281 284 286 287

44 204 231 274

5891112131417 1819 2022 23 24 26 32 39 40 42 46 49 51 54 56 64 67 73 77 79 80 81 82 88 93 100 101 105 106 107 108 110 116 127 128 129 130 133 134 136 144 148 151
153 155 156 160 166 167 169 170 175 177 178 190 193 198 199 200 201 207 210 214 217 221 225 228 220 239 247 248 249 254 255 257 260 261 270 271 280 286

100
58 34 53 90 95 100 123 132 148 153 177 224 227 252 253 259 260 267 280 285

Anexo 2. Analisis de las posiciones de corte por proteasas en la enzima

IsPETasa utilizando el software EXPASy PeptideCutter
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Compute pl/Mw
Theoretical pl/Mw (average) for the user-entered sequence:

18 28 38 49 58 68
MNFPRASRLM QAAVLGGLMA VSAAATAQTN PYARGPNPTA ASLEASAGPF TWRSFTVSRP

78 80 L 1ee
SGYGAGTVYY PTNAGGTVGA IAIVPGYTAR QSSIKWWGPR

Theoretical pl/Mw: 10.96 / 10250.62

Anexo 3. Calculo del peso molecular de la seccion hidrolizada por la enzima

trombina utilizando el software EXPASy Compute pl/Mw
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