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RESUMEN

Una de las lineas de investigacion del grupo de laboratorio dentro del cual
se desarrollo esta tesis estudia el efecto del uso diferencial de codones
sobre la cinética de traduccion y su relacion con la estructura y

funcionalidad del transportador de urea de Aspergillus nidulans, UreA.

Dentro de esta linea se generé un mutante de este transportador en el
cual dos codones de uso poco frecuente (codones 24 y 25; 24/25) que
codifican para aminoacidos presentes en el extremo N-terminal de UreA,
se sustituyeron por dos codones de uso frecuente. El resultado fue una
disminucién en los niveles de UreA en la membrana celular y por ende un
crecimiento deficiente sobre urea. Se comprobd que estos efectos no se
debian a una mayor degradacion del transportador ni tampoco a
diferencias en los niveles de ARNm entre la cepa salvaje y el mutante, ni
a alteraciones en la estructura secundaria. En base a estos resultados, la
hipétesis del grupo es que la mutacion sinébnima de los codones 24/25
afecta etapas muy tempranas en la sintesis de UreA. Se plantea entonces
la posibilidad de que la mutacién en los codones 24/25 fuera la
responsable de la pérdida de una pausa traduccional. Esta seria
necesaria para la correcta interaccion de los complejos ribosoma-cadena
polipeptidica naciente (RNC) con la particula de reconocimiento de sefal

(SRP). SRP es responsable de reconocer y direccionar a la membrana del



RE la mayoria de las proteinas integrales de membrana (IMPs) vy

proteinas de la via secretoria.

En este contexto, para determinar el posible rol de los codones 24/25 en
la interaccion de los RNC con SRP, se estan desarrollando experimentos
basados en ensayos de traduccion in vitro de A. nidulans. Para realizar
estos experimentos es necesaria la produccidn de anticuerpos que
reconozcan a SrpA (proteina de A. nidulans homologa a Srp54, subunidad
mas conservada del complejo SRP). Para cumplir con este fin y en el
marco de la presente tesina de grado se llevo a cabo la produccién en

forma recombinante de SrpA en Escherichia coli.



ABREVIATURAS

AcNa Acetato de Sodio

ADN Acido desoxiribonucléico

ADNc Acido desoxiribonucléico copia

ARN Acido ribonucléico

ARNmM Acido ribonucléico mensajero

ARNt Acido ribonucléico de transferencia

DMSO Dimetil sulfoxido

dNTPs 2-Deoxinuclétidos 5'trifosfato

DTT Ditiotreitol

EDTA Acido etilendiamino-tetra-acético

GTP Guanosin trifosfato

IMPs Proteinas integrales de membrana

MPM Marcador de peso molecular

pb Pares de base

PCR Reaccién en cadena de la polimerasa

PM Peso molecular

RE Reticulo endoplasmatico

RNC Complejo ribosoma-cadena polipeptidica naciente

rpm Revoluciones por minuto

RT-PCR Reaccion en cadena de la polimerasa con
transcriptasa reversa

SR Receptor de SRP

SRP Particula de reconocimiento de sefial

SS Secuencia sefial

TE Buffer Tris EDTA

T™MS Dominio o segmento transmembrana

uv Ultravioleta



1. INTRODUCCION

1.1. PROTEINAS INTEGRALES DE MEMBRANA

Las membranas celulares son clave para el funcionamiento vy
superviviencia celular al definir la interface entre la célula y el ambiente,
asi como también al permitir la restriccion de los diferentes procesos
bioquimicos dentro de compartimentos. Uno de sus componentes
primordiales son las proteinas integrales de membrana (IMPs). Las IMPs
son extremadamente diversas y estan implicadas en una amplia variedad
de funciones esenciales, como por ejemplo en el transporte de diversas
moléculas a través de las membranas celulares (proteinas de transporte),
en la comunicacion célula-célula, en la transduccion de sefales,
mediando el trafico intracelular y facilitando la biogénesis de organulos.
Se ha reportado que las IMPs comprenden entre un 20-30% del proteoma
eucariota. La mayoria de estas proteinas se encuentran integrando la
membrana plasmatica y la membrana de los organulos asi como
compartimentos que participan en la via secretoria y en la via endocitica.
Estas proteinas estan conformadas por un numero variable de dominios
hidrofébicos que se insertan en la membrana llamados dominios o
segmentos transmembrana (TMSs) (Vit y Petrak, 2016; Shao y Hegde,

2011).



La mayoria de las IMPs eucariotas son orientadas e insertadas co-
traduccionalmente a la membrana del reticulo endoplasmatico (RE) por
medio de una via altamente conservada que puede dividirse en dos pasos
(ver Figura 1). EI primer paso implica el reconocimiento vy
direccionamiento de la IMP naciente a la membrana del RE por parte de la
particula de reconocimiento de senal (SRP) y su receptor en la membrana
del RE (SR). El segundo, la translocacion e insercion de la IMP a la
membrana del RE por parte de un translocén. De esta forma se evita
plegamientos prematuros e incorrectos de las proteinas nacientes y que
los TMSs, de composicion altamente hidrofébica, queden expuestos al
medio acuoso del citosol que resultaria en interacciones inapropiadas y
agregacion toxica de péptidos hidrofobicos (Elvekrog y Walter, 2015;

Akopian et al., 2013; Nyathi et al., 2013; Shao y Hegde, 2011).
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Figura 1. Esquema que resume el direccionamiento co-traduccional
de IMPs a la membrana del reticulo endoplasmatico. Tomado de
Wild et al. (2004).

1.2. DIRECCIONAMIENTO CO-TRADUCCIONAL DE IMPs A LA

MEMBRANA DEL RETICULO ENDOPLASMATICO

El correcto funcionamiento de una proteina depende de su apropiada
localizacion celular. El direccionamiento co-traduccional mediado por SRP,
mecanismo conservado en todos los organismos (desde arqueas y
bacterias hasta eucariotas), constituye para las IMPs un primer paso
hacia su destino final. En eucariotas, este mecanismo se inicia cuando

una secuencia senal (SS), ubicada en el extremo N-terminal de la cadena
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polipeptidica naciente que se esta traduciendo, emerge del ribosoma y es
reconocida por SRP. La SS es una secuencia hidrofébica altamente
diversa, compuesta por un “core” entre 8-12 aminoacidos hidrofébicos,
que puede actuar como una secuencia escindible, o un segmento

transmembrana de la IMP (Akopian et al., 2013; Cross et al., 2009).

Una vez reconocida la SS, el complejo ribosoma-cadena polipeptidica
naciente (RNC) es direccionado por SRP a la membrana del RE mediado
por la interaccion con el receptor de SRP (SR) presente en ésta. A su vez,
SRP establece una pausa traduccional que evita la agregacion de los
dominios hidrofébicos en el citosol y es necesaria para el correcto
direccionamiento y translocacién del peptido naciente a la membrana del
RE (se detalla mas adelante) (Lakkaraju et al., 2008; Mason et al., 2000).
En la membrana del RE, a través de una serie de pasos finamente
regulados por una GTPasa que implican ciclos de union e hidrdlisis de
GTP, el péptido naciente es transferido a un translocon. Este media la
translocacion e integracion del polipéptido en la bicapa lipida del RE. A
continuacion, la sintesis de la proteina se retoma. Finalmente, SRP y su
receptor se disocian para participar en otro ciclo de reconocimiento y
direccionamiento (Hainzl y Sauer-Eriksson, 2015; Akopian et al., 2013;

Nyathi et al., 2013; Grudnik et al. 2009).
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Cabe destacar que se ha evidenciado que la pausa traduccional,
mencionada  anteriormente, es necesaria para el correcto
direccionamiento y translocacion del polipéptido naciente a la membrana
del RE, al brindar una ventana de tiempo necesaria para que el complejo
SRP/RNC interaccione con SR y posteriormente con el translocon antes
de que la cadena naciente pierda la competencia de ser translocada. Se
ha demostrado que el paso limitante es el encuentro de SR, ya que
efectos deletéreos de la ausencia de pausa traduccional se corrigen al
sobreexpresar SR (Lakkaraju et al., 2008; Mason et al., 2000; Siegel y
Walter, 1985). A su vez, esta pausa traduccional es la que evita la
agregacion toxica y los plegamientos prematuros que mencionamos

previamente.

1.3. COMPOSICION DE SRP

La funcién de SRP de reconocer y direccionar especificamente proteinas
con SS, hacia la membrana del RE en el caso de eucariotas, o hacia la
membrana plasmatica en procariotas, esta universalmente conservada y
SRP ha sido identificada en todos los dominios de la vida. Sin embargo, la
composiciéon del complejo ribonucleoproteico varia ampliamente vy
aumenta su complejidad considerablemente en relacién con la evolucion
biolégica (Beckert et al., 2015; Nyathi et al., 2013; Pool, 2005; Keenan et
al., 2001).
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SRP de mamiferos se compone del ARN 7SL de 300 nucléotidos
asociado a seis subunidades proteicas que se organizan en dos dominios,
el dominio Alu y el dominio S. El dominio S esta constituido por la regién
central del ARN 7SL junto a las subunidades SRP19, SRP54, SRP68 y
SRP72 y esta implicado en el reconocimiento y union a la SS a través de
la subunidad SRP54. El dominio Alu esta conformado por las helices 3'y
5' terminales del componente ARN y un heterodimero de proteinas
SRP9/SRP14 (Nyathi et al., 2013; Pool, 2005). El establecimiento de la
pausa traduccional, mencionada previamente, en eucariotas cuando SRP
se une a su sustrato esta determinada por este dominio. Mas
especificamente, por la region C-terminal de SRP14 que impide la unién

del factor de elongacién EF2 (Lakkaraju et al., 2008; Mason et al., 2000).

En Saccharomyces cerevisiae, SRP esta conformado, al igual que el SRP
de mamiferos, por una unica molécula de ARN y seis subunidades
proteicas. Sin embargo presenta algunas diferencias en su composicion
con respecto a SRP de mamiferos. Las subunidades Srp21p y Sec65p,
homodlogas a SRP9 y SRP19 respectivamente, son mas grandes que sus
homodlogos en mamiferos. EI componente ARN con frecuencia posee
elementos de insercion adicionales de funcion desconocida. EI SRP de
bacterias esta conformado exclusivamente por un pequefio componente

ARN, ARN 4.5S, que posee homologia con el dominio mas conservado
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del ARN 7SL (hélice 8), asociado estrechamente a una unica unidad
proteica homodloga a SRP54, denominada Ffh (Nyathi et al., 2013; Pool,

2005).

A pesar de la composicion mucho mas simple del SRP bacteriano, se ha
visto que el SRP y SR bacteriano (denominado FtsY) pueden sustituir a
sus homélogos de mamiferos y llevar a cabo wun eficiente
direccionamiento co-traduccional de proteinas de mamifero al ER (Powers
y Walter, 1997). Esto demuestra que la proteina universalmente
conservada SRP54 junto a la regién de la hélice 8 de ARN, presentes en
todos los SRP, conforman el “core” funcional esencial de SRP. Esta
observacion es congruente con la alta conservacion evolutiva que

presenta la via SRP (Powers y Walter, 1997; Bernstein et al., 1993).

1.4. SRP54 Y SUS DOMINIOS

SRP54, el componente proteico clave para la funcion de SRP, se
encuentra conservado en todos los SRPs. Esta compuesto por dos
dominios: el dominio NG, ubicado hacia el extremo N-terminal que
comprende 4 manojos de hélices y un componente GTPasa, y el dominio
M, compuesto por hélices-a ricas en metionina, situado hacia el extremo

C-terminal. Ambos dominios se conectan a través de un “linker”’ altamente
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conservado y flexible que le permiten a la proteina someterse a rearreglos
estructurales durante el ciclo de direccionamiento y permite Ila

comunicacién entre ambos dominios (Nyathi et al., 2013; Pool, 2005).

El dominio NG esta implicado en la interaccion de SRP con su receptor
SR, localizado en la membrana del RE. De modo que, cuando el dominio
M reconoce la SS, el dominio NG aumenta su tendencia a interaccionar
con SR, que también posee un dominio NG con actividad GTPasa. Estos
dominios GTPasa regulan a través de una serie de eventos
estrechamente regulados la translocacion del polipéptido naciente al

translocon (Grudnik et al. 2009).

El dominio M de SRP54 interviene en la union de SRP54 al ARN de SRP
y esta implicado en el reconocimiento de la SS. En relacion a estas
funciones, el dominio M presenta un pequeno “core” hidrofébico, formado
por cuatro hélices anfipaticas, que determinan un surco altamente
dinamico y conservado que permitiia acomodar las diferentes SS
hidrofébicas. Ademas, un extremo de este surco se encuentra muy
cercano al ARN de SRP. Esta cercania posibilitaria que al acomodarse la
SS en el surco, se diera la interaccion entre las cargas positivas del

extremo N-terminal del péptido con las cargas negativas del esqueleto

15



fosfato del ARN de SRP. Esto resultaria en la estabilizacion de la unién al
SS. El dominio M también presenta un motivo de unién al ARN de SRP
que interacciona con dos “loops” (o bucles) altamente conservados de la
hélice 8 del ARN. Uno de estos bucles es simétrico y ordenado, el otro
bucle es asimétrico y desordenado. Cuando se da la formaciéon del
complejo con SRP54 este ultimo bucle se convierte en un bucle altamente

ordenado (Nyathi et al., 2013; Pool, 2005).

1.5. Aspergillus nidulans COMO MODELO PARA EL ESTUDIO

DE TRANSPORTADORES DE MEMBRANA

A. nidulans es un hongo filamentoso perteneciente al género Aspergillus.
Es ampliamente utilizado en el trabajo de laboratorio por el gran numero
de ventajas que presenta (Pontecorvo et al., 1953) y el vasto
conocimiento que se tiene de esta especie a diferentes niveles. Es de facil
y segura manipulacion, de rapido crecimiento (48 hrs), sus requerimientos
nutricionales son simples y es capaz de metabolizar una gran cantidad de
compuestos. Tiene un genoma haploide, con un tamano aproximado de
3.1 X 107 pb, que se organiza en 8 cromosomas de estructura similar a la
de eucariotas superiores. Se encuentra disponible la secuencia completa

de su genoma (http://www.aspergillusgenome.org/) y existe una gran

coleccién de cepas mutantes con marcadores auxotroficos.
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A. nidulans es un excelente modelo para estudiar transportadores de
membrana. Algunos de los aspectos que colaboran con ello, ademas de
los mencionados anteriormente, son: que muchos mutantes de
transportadores poseen un fenotipo visible lo cual permite el analisis de
crecimiento en placa. Este tipo de ensayos también permite, en aquellos
mutantes en los que la falta de transporte no posee un fenotipo
detectable, el uso de analogos téxicos que revelen fenotipos apreciables.
Los ensayos de cinética de transporte pueden ser llevados a cabo de
manera relativamente sencilla y los transportadores pueden ser
caracterizados por la cinética hiperbdlica de Michaelis-Menten (Diallinas
2013). Se puede realizar el seguimiento subcelular de un transportador
salvaje o mutado, mediante la fusién del mismo a una proteina
fluorescente mediante microscopia de fluorescencia (Tavoularis et al.,
2001). Mutaciones al azar y mutagénesis sitio dirigida permiten realizar
estudios de la relacion estructura/funcion de transportadores (Sanguinetti

et al., 2014; Kosti et al., 2010).

1.6. SRP EN Aspergillus nidulans

Si bien los componentes de la maquinaria de direccionamiento co-
traduccional a la membrana del RE no han sido caracterizados en
A. nidulans, si se han podido identificar proteinas con homologia de
secuencia respecto a algunos componentes de SRP de S. cerevisiae en el

17



genoma de este organismo.

En concordancia con la conservacion universal de SRP54, se pudo
identificar en A. nidulans un ortélogo de SRP54, denominado SrpA. La
proteina es codificada por el gen AN8246. Se ha encontrado también
ortélogos de las proteinas SRP68 y SRP72 de S. cerevisiae (Rosenbland
et al., 2004), sin embargo, hasta ahora no se habian identificado ortlogos
a la proteina SRP19, ni proteinas homodlogas a las subunidades SRP9/21

o SRP14.

Dentro del grupo de laboratorio recientemente se encontré6 en A. nidulans
secuencias aminoacidicas homodlogas a las proteinas SRP9/21 y SRP19,
ANO006G8 y ANO0643, respectivamente. Estos resultados se obtuvieron al
realizar una exhaustiva busqueda de cada subunidad de SRP, en la base

de datos especifica de hongos JGI_DOE (http://jgi.doe.gov/), a partir de

dominios conservados en cada una de ellas. Por otro lado, no se
evidencié con este criterio de busqueda la secuencia homoéloga de SRP14
en A. nidulans. Sin embargo, al realizar un “blast” en el NCBI para esta
subunidad, surge como resultado una secuencia reportada como proteina
SRP14 hipotética en A. nidulans, AN4580. Esta secuencia se alineé con

las encontradas en otras especies de Aspergillus, que también fueron
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resultado del grupo, y se encontré un “gap” de 14 aminoacidos en la
secuencia de A. nidulans que se sitia en la region que codifica para los
primeros 24 aminoacidos del extremo N-terminal del dominio conservado
de la familia de proteinas SRP14. Estos resultados hacen pensar en una
posible pérdida de funcion en la subunidad SRP14 de A. nidulans (Veyga,

M.; Ramon, A.; Sanguinetti, M.; Iriarte, A.; resultados no publicados).

En cuanto al componente ARN de tipo 7SL, fue identificado por métodos
que se basan en homologias estructurales (Rosenblad et al. 2004).
Dentro del grupo de laboratorio, se alined la secuencia del ARN de SRP
de A. nidulans con una estructura consenso de ARN de SRP de hongos
presente en la base de datos de Rfam

(http://www.sanger.ac.uk/science/tools/rfam). Como resultado se observo

que la secuencia del 7SL de A. nidulans presenta una alta homologia
estructural con dicha estructura consenso, en cuatro regiones de la
molécula de 7SL. Estas cuatro regiones son: la region Alu y las hélices 5,
6 y 8. Las tres hélices se corresponden con el dominio S del ARN (Veyga,
M.; Ramon, A.; Sanguinetti, M.; Iriarte, A.; resultados no publicados).
Especificamente la proteina SrpA se uniria, segun los modelos corrientes,

a la hélice 8 (Rosenbland et al., 2004).

19



1.7. APORTE AL ESTUDIO DEL ROL DEL USO DIFERENCIAL
DE CODONES EN PROTEINAS DE MEMBRANA EN A. nidulans,

UTILIZANDO COMO MODELO A UreA

El grupo de investigacion dentro del cual se desarroll6 esta pasantia ha
realizado importantes aportes al conocimiento de la relacidén
estructura/funcion de proteinas de membrana, utilizando como modelo el
transportador de urea de A. nidulans, UreA (Abreu et al.,, 2010;
Sanguinetti et al., 2014). UreA es una proteina politopica de membrana
responsable del transporte de urea de alta afinidad. El grupo aborda,
ademas, el efecto del uso diferencial de codones sobre la cinética de
traduccidn y su relacibn con la estructura y funcionalidad de UreA

(Sanguinetti et al., 2014).

Dentro de esta ultima linea se gener6 un mutante de este transportador
en el cual dos codones de uso poco frecuente (codones 24 y 25; 24/25)
que codifican para aminoacidos presentes en el extremo N-terminal de
UreA, se sustituyeron por dos codones de uso frecuente. Estos codones
estan conservados en las 8 especies de Aspergillus cuyo uso de codones
es conocido (Iriarte et al., 2012). Segun lo generalmente aceptado, los
codones poco frecuentes o “raros” son los vinculados a ARNts escasos en
las células de un determinado organismo y los codones frecuentes se
encuentran vinculados a ARNts abundantes, con lo cual, los primeros
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serian traducidos mas lentamente que los segundos (Tuller et al., 2010).

El resultado fue una disminucion en los niveles de UreA en la membrana
celular y por ende un crecimiento deficiente sobre urea. Se comprobd
que estos efectos no se debian a una mayor degradacion del
transportador ni tampoco a diferencias en los niveles de ARNm entre la
cepa salvaje y el mutante, ni a alteraciones en la estructura secundaria.
En base a estos resultados, la hipotesis del grupo es que la mutacion
sinbnima de los codones 24/25 afecta etapas muy tempranas en la

sintesis de UreA (Sanguinetti, 2014).

Dentro de estas primeras etapas de la sintesis ocurre la interaccion de
SRP con la cadena polipeptidica naciente en el ribosoma para el
direccionamiento co-traduccional de ésta hacia la membrana del (RE).
Cabe destacar que el tunel ribosomal cubre 30 aminoacidos en una
conformaciéon extendida, por lo cual, cuando los codones 24/25 son
traducidos el polipéptido naciente aun no ha emergido del ribosoma. Sin
embargo, se ha demostrado que SRP puede interaccionar con un
polipéptido destinado a la membrana del RE, cuando la secuencia sefal
aun esta dentro del ribosoma (Berndt et al., 2009). La interaccion no

dependeria exclusivamente de la unidon de SRP a una SS expuesta, como
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es aceptado en el modelo actual, sino que la SS dentro del ribosoma
podria generar cambios en éste que serian reconocidos por SRP, como

por ejemplo en el sitio de unién de SRP presente en el ribosoma.

Por otro lado, dada la posicion de los codones 24/25, se plantea la
hipétesis de que el cambio sinénimo fuera responsable de la pérdida de
una pausa traduccional que podria estar afectando una etapa temprana
en la sintesis de UreA. Esta seria necesaria para la correcta interaccion

de los complejos ribosoma-cadena polipeptidica naciente (RNC) con SRP.

Cabe destacar que no se ha identificado secuencias sefales en UreA, ni
hasta el momento en ninguno de los transportadores de membrana de A.

nidulans caracterizados (Diallinas, 2007).

1.8. MARCO ACTUAL

En este contexto el grupo de laboratorio al cual pertenezco estan
actualmente llevando a cabo experimentos que le permitan responder a
algunas de las incognitas que surgen de lo mencionado anteriormente.
Para ello se estan desarrollando multiples ensayos. Por un lado, para

determinar si existe una pausa traduccional vinculada a la existencia de
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los codones 24/25 de tipo poco frecuentes se estan produciendo extractos

de traduccion in vitro de A. nidulans.

Por otro lado, para verificar si SrpA tiene un rol en el direccionamiento de
UreA a la membrana, el gen que codifica para éste (srpA) se puso bajo el
control del promotor dependiente de doxiciclina “Tet-On”. Los resultados
muestran que cuando la cepa crece en un medio de cultivo que tiene
doxiciclina ésta es viable. Sin embargo, la ausencia de doxicilina en el
medio vuelve a la cepa no viable, por lo que srpA es vital para A.
nidulans (Veyga, M.; Sanguinetti, M.; Ramédn, A.; resultados no
publicados). A su vez, se ha observado que si srpA se sobreexpresa, se
corrige (parcialmente) el fenotipo de crecimiento del mutante de ureA
24/25. Esto podria estar demostrando que SRP si tiene un rol especifico
en el direccionamiento de UreA (Veyga, M.; Sanguinetti, M.; Ramén, A,

resultados no publicados).

Por ultimo, para determinar el posible rol de los codones 24/25 en la
interaccion temprana de SRP con los RNC que estén traduciendo UreA
(RNC-UreA), se estan desarrollando ensayos basados en experimentos
de traduccion in vitro de A. nidulans. Se realizara la traduccion de ARNm

que codifican para los primeros 101 aminoacidos de UreA (versién salvaje
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y mutante), que comprenden el N-terminal y el primer TMS, con un “tag”
HA (péptido derivado de Ila (glicoproteina “Human influenza
hemmagglutinin”) en N-terminal. Para que dicho polipéptido quede unido
al ribosoma, el ARNm fue disefiado de manera tal que no tuviera codon
de terminacion. Esto provocara que el ribosoma traduzca la cola poli-A en
residuos de lisina, los que a través de su carga positiva interaccionaran
con las cargas negativas del ribosoma, reteniendo el polipéptido. Luego,
los RNCs traduciendo estos ARNm seran inmunoprecipitados utilizando
anticuerpos anti-HA comerciales. Finalmente, se intentara realizar una
cuantificacion de la union de SRP a RNCs que se encuentran traduciendo
estos ARNm, mediante ensayos de Western blot utilizando anticuerpos

especificos para SrpA.

Estos experimentos implican que previamente se debera llevar a cabo la
produccion recombinante de las proteinas SrpA y Rps9 de A. nidulans,
para asi poder obtener anticuerpos contra ellas. Rps9 forma parte de la

subunidad menor del ribosoma y se utilizara como control interno.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

Produccion recombinante de la proteina SrpA de Aspergillus nidulans,

en Escherichia coli, para la generacion de anticuerpos.

2.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obtencién y amplificacion de la secuencia codificante de srpA de

A. nidulans.

2. Clonado de la secuencia codificante de srpA en el vector de
propagacion pGEM-T Easy y transformacion de E. coli DH5a para

amplificacion in vivo.

3. Subclonado de la secuencia de interés en el vector de expresion
pET-28a, transformacién de E.coli DH5a y verificaciéon del recombinante

por secuenciacion.

4. Transformacién de E.coli BL21 con “pET28a-his_srpA” y puesta

a punto de la expresion proteica inducida por IPTG.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Aspergillus nidulans

3.1.1. Genotipo y fenotipo de cepa empleada

Cepa Genotipo Descripcién genotipo y fenotipo

Alelo que provoca la auxotrofia para el acido
MVD 001 pabaA1
p-aminobenzoico

3.1.2. Medios de cultivo

Medio minimo (MM): 20 mL de solucion de sales

10 g de glucosa (dextrosa)

Llevar a un litro con agua destilada, ajustar el pH a 6.8 y esterilzar

mediante calor humedo (autoclave) a 105°C por 15-20 minutos.
Este medio debe complementarse con una fuente de nitrégeno.

Medio completo (MC): 20 mL solucién de sales

10 mL solucién vitaminas

10 mL solucidén de casaminoacidos

10 g glucosa (dextrosa)

2 g peptona

1 g extracto de levadura
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Llevar a un litro con agua destilada, ajustar el pH a 6.8 y esterilzar

mediante calor humedo (autoclave) a 105°C por 15-20 minutos.

Estos medios pueden ser utilizados para cultivos liquidos o solidos. En
caso de requerir este ultimo se debe afadir 1.3 % o 3 % de agar, esto

ultimo cuando las placas seran utilizadas para colectar esporas.

Solucion de sales: 26 g de cloruro de potasio

26 g de sulfato de magnesio heptahidratado

76 g fosfato de potasio monobasico

50 mL de solucion de elementos traza

Llevar a un litro con agua destilada. Se esteriliza mediante calor humedo
(autoclave) a 121°C por 20 minutos. Luego se agrega 2 mL de cloroformo

como conservante. Se almacena a 4°C.

Solucién de vitaminas: 50 mg de tiamina-HCI (o aneurina)

10 mg de biotina

100 mg acido nicotinico

200 mg pantotenato de calcio

50 mg piridoxina-HCI
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100 mg riboflavina
500 mg acido p-aminobenzoico

Se lleva a un litro com agua destilada. Se esteriliza por filtracion y

conserva a 4°C.

Solucién de elementos traza:

40 mg borato de sodio decahidratado

400 mg sulfato de cobre pentahidratado

800 mg fosfato férrico dihidratado

800 mg sulfato de manganeso dihidratado

800 mg molibdato de sodio dihidratado

8 g sulfato de zinc heptahidratado

Suplementos nutricionales de A. nidulans:

Se

Se preparan soluciones 100 veces concentradas en agua destilada con

respecto a la concentracion final de trabajo. Se esterilizan mediante calor

huamedo (autoclave) a 121 °C por 20 minutos y se conservan a 4 °C. En el

caso del acido p-aminobenzoico (paba), se prepara la solucién “stock” a

9.2 g/100 mL.
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3.2. Técnicas empleadas con A. nidulans

3.2.1. Extraccion de ARN

Se dejo crecer un cultivo de A. nidulans a 37°C “overnight” a 190 rpm en
MM suplementado con paba y amonio. Una vez crecido, el cultivo se filtré
por blutex y el micelio obtenido se lavd con MM. A continuacion, se
traspaso el micelio lavado a un nuevo MM suplementado con paba pero
sin fuente de nitrégeno y se incubd en las mismas condiciones por 4 hrs.
Luego de cumplido este tiempo, se filtré el cultivo de A. nidulans. El
micelio obtenido se congeld con nitrégeno liquido y se molié rapidamente
con mortero. Se resuspendié 100 mg en 750 pL de solucién de extraccion
de ARN y se vortexed. Luego se centrifugd a 15.800 g durante 5 minutos
y el sobrenadante se traspasé a un eppendorf estéril. Se agrego6 70 ulL de
acetato de sodio 2M pH 4, luego 700 uL de fenol y 140 uL de cloroformo-
alcohol isoamilico 24:1 y se homogenizd con vortex. A continuacién se
realizé una centrifugacion a 15.800 g a modo de separar la fase acuosa y
el ARN se precipité con dos volumenes de etanol 100% mezclando
suavemente por inversion. Se incubo6 a -20°C durante 30-60 minutos y se
volvio a centrifugar a 15.800 g por 10 minutos. Se descartd el
sobrenadante y el ARN precipitado fue lavado con 1 mL de etanol 70%.
Nuevamente se centrifugd en las mismas condiciones por 5 minutos y se
descartd el sobrenadante. EI ARN se dejé secar, y luego se resuspendid

en 30 pL de agua estéril con DEPC y se incubd en bafo de agua a 65°C
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por 5 minutos. La concentracion se determind por medida de absorbancia
a 260 nm en NanoDrop 2000 (Thermo Scientific), y se evalud la calidad
del ARN extraido al medir los coeficientes de absorbancia 260/280 y
260/230. Para analizar que el ARN no se hubiera degradado se realizd

una electroforesis en gel de agarosa al 1%.

Solucion de extraccion de ARN: 4 M tiocianato de guanidinio, 25 mM
citrato de sodio pH 7, 0.5% sarcosyl, y 0.72% [B-mercaptoetanol (se

agrego en el momento a utilizar).

3.2.2. Generacion de ADN copia (Retro-transcripcién)

i. Tratamiento del ARN con ADNasa

Se tomo 8 L (588 ng) de ARN resuspendido en agua DEPC y se agrego6
0.5 pyL ADNasa (Rnase-free, AMBION), 1X buffer de ADNasa, y H.O mQ
estéril c.s.p. 10 pL. Se incubod a 37°C por 30 minutos. Luego se adicion6
0.5 puL mas de enzima y se incubd por 30 minutos mas a 37°C. Pasado
este tiempo se inactivo la reaccion afiadiendo 2 yL de EDTA 25 mM y se

incubd a 55°C por 10 minutos.
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ii. Transcripcidn reversa con enzima SuperScript Il Invitrogen

Se mezclo la reaccion anterior con 0.5 pL Oligo (dT),, (Thermo Fisher),

1,0 uyL dNTPs mix 10mM y H,O mQ esteril c.s.p. 15 L. Esta mezcla se

calenté a 65°C por 5 minutos y luego se incub6 en hielo por 1 minuto. A
continuacion, se anadié 4 pL First Strand Buffer, 1 yL DTT 0.1M, 1 uL
RNAse OUT (Ribolock), 1 pL SuperScript Ill Enzyme. Se incubd a 55°C

por 60 minutos y se inactivo la enzima a 70°C por 15 minutos.

3.3. Escherichia coli

3.3.1. Genotipo de cepas empleadas

Cepa Genotipo
F endA1 ginV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 deoR nupG
DH5a*’
®80dlacZAM15 A(lacZYA-argF)U169, hsdR17(r ' m "), A-
BL21(DE3)*? F ompT hsdSB (rB-mB-) gal dcm me131 (DE3)

*'La designacion ®80dlacZAM15 permite la seleccion blanco/azul en X-
gal e IPTG. Es decir, es parte del sistema a-complementacién para

seleccidon de recombinantes.

*2La caracteristica DE3 significa que la cepa contiene el lisogen ADE3
que lleva el gen para la ARN polimerasa T7 bajo el control del promotor
lacUV5. La expresion de este gen requiere la induccion con IPTG. De esta
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forma se puede expresar los genes que se encuentran bajo el promotor

T7 en un plasmido.

ompT refiere a que la cepa es deficiente en la proteasa OmpT, lo que
resulta en una disminucion de la degradacién de la proteina recombinante

expresada en la cepa.

La designacion me131 hace referencia a una mutacién en el gen me, y se
codifica una ARNasa E que carece de la habilitad de degradar el ARNm,

aumentando asi la estabilidad del ARNm.

3.3.2. Medios de cultivo
Medio LB

Se masan y mezclan 5 g extracto de levadura, 10 g triptona, y 10 g NaCl
por litro de agua destilada. Se ajusta el pH a 7 y se esteriliza por medio de

calor humedo (autoclave) a 121°C durante 20 minutos.

El medio puede ser utilizado para cultivo liquido o sdlido. En caso de

requerir este ultimo se debe agregar 1.5 % agar previo a la esterilizacion.

Para los medios selectivos se agregd luego de su esterilizacion, el
antibiotico correspondiente. Cuando se utilizé ampicilina como marcador
de seleccién se afiadidé a una concentracién de 100 pg/mL. En el caso de

kanamicina se agreg6 a una concentracion de 30 ug/mL.
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3.4. Técnicas empleadas con E. coli

3.4.1. Preparacion de células quimiocompetentes mediante el

método de cloruro de calcio

Previo a la preparacion de las células se propagd la cepa de interés,
DH5a o BL21, en placa con medio LB agar dejando crecer “overnight” a

37°C.

La preparacion de las células competentes se inici6 inoculando un matraz
con 250 mL de LB estéril con 2,5 mL de un precultivo (dilucion 1/100) de
la cepa de interés crecido “overnight” a 37°C con agitacion de 200 rpm. A
continuacion, se incubaron las células a 37°C con agitacion constante a
200 rpm hasta llegar a una densidad 6ptica de 0.300 a 600 nm.

Fue importante, para obtener éxito en la preparacion, trabajar desde este
punto hasta el final con materiales previamente enfriados a 4°C. De esta
forma, el cultivo crecido fue traspasado a un tubo de centrifuga
previamente enfriado y se centrifugé a 5.000 rpm por 5 minutos a 4°C. Se

descartd el sobrenadante y el “pellet” celular fue lavado con 100 mL de
CaCl, estéril 0.1 M en hielo en dos pasos: primero, se agrega 20 mL

agitando suavemente hasta que las células esten bien dispersas y
segundo, llevar hasta los 100 mL.

Luego, se centrifugd nuevamente a 5.000 rpm por 5 minutos a 4°C, se
descartd el sobrenadante y el “pellet” fue resuspendido con 100 mL de
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CaCl, esteril 0.1 M en hielo. Se incub6o 30 minutos a 4° y se volvio a

centrifugar en las mismas condiciones.

Por dltimo, se resuspendio el "pellet” en 3 mL de CaCl, 0.1 M con 20% de

glicerol y se alicuot6 de a 50 yL en eppendorfs previamente enfriados. Las

células se almacenaron a -80°C hasta su uso.

Se evalio la eficiencia de transformaciéon, numero de colonias
transformantes por microgramo de ADN implicado en la transformacion,

utilizando un vector de concentraciéon conocida.

3.4.2. Ligacion
a. Ligacion con kit pGEM-T Easy

Se siguid el protocolo descrito en el kit pPGEM®-T and pGEM®-T Easy

Vector Systems.

i. Adicion de nucledétidos desaparados de adenina a los extremos 3' de un

producto de Fusion-PCR para su clonado en vector T.

Se mezcldé 8 uL del producto de Fusion-PCR (ver seccion 3.6) purificado,
desoxiadenosina trifosfato (dATP) a una concentracion final de 0,2 mM y
Kapa Taqg (5 unidades enzimaticas) en 1X Buffer Kapa Tag. La reaccién

se incubd durante 30 minutos a 70°C.
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A continuacion, se realizé la purificacion directa de los productos del
tratamiento con el kit GeneJET Gel Extraction de Thermo Scientific segun
instrucciones del fabricante. Por ultimo, se midi6 la concentracion de ADN
y se evalué la pureza por espectrofotometria con NanoDrop 2000

(Thermo Scientific).

ii. Ligacion al vector pGEM-T Easy.

Se mezclaron 1,5 pL de producto de Fusion-PCR tratado segun el punto
(i) con 0,5 uyL de vector en 1X Rapid Ligation Buffer. Se utilizaron 1,5
unidades Weiss de la enzima T4 DNA Ligase. La mezcla se incubo

“overnight” a 4°C.

b. Ligaciéon de extremos cohesivos con ligasa

Se mezclé 50 ng de pET-28a digerido con 130 ng de la secuencia
codificante de srpA (obtenida de la digestion de plasmidos “pGemT-srpA”)
en Rapid Ligation Buffer 1X. La ligacion fue catalizada por 2,0 pyL de la

enzima T4 DNA Ligase. La mezcla se incubo “overnight” a 4°C.

3.4.3. Transformacion de células quimiocompetentes E.coli

En los pasos iniciales de la transformacién la manipulacion debe ser
cuidadosa por el estado fragil en el que se encuentran las células

competentes.
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Primero se descongelé en hielo una alicuota de células competentes,
DH5a o BL21. Se agregd 5 pL del producto de ligacion y se incubd en
hielo durante 30 minutos. Cumplido ese tiempo, se realiz6 el choque
térmico al exponer durante 90 segundos a 42°C o por 2 minutos a 37°C.
Se incubd en hielo por 2 minutos mas y se procedié a la etapa de
recuperacion de la permeabilidad y expresion de la resistencia al
antibiotico agregando 200 uL de LB estéril (4 volumenes con respecto al
volumen de la alicuota de células competentes). Se crecié durante 1 hora
a 37°C en agitacion 200 rpm.

Luego se plaqued 100 pL con rastrillo en placa con LB agar ampicilina, X-

Gal e IPTG o LB agar kanamicina y se incubo “overnight” a 37°C.

En paralelo a la transformacion se realizaron controles: de sensibilidad, se
plaquearon células en medio LB con el antibiético correspondiente, sin
agregar ADN para determinar que no tengan por si mismas resistencia a
éste; y de viabilidad, plaqueando células en medio LB para verificar que

las células competentes hayan resistido el proceso de transformacion.

3.4.4. Extraccion de ADN plasmidico por el método de lisis alcalina

A partir de las colonias aisladas se realizaron precultivos de 3 mL en LB
con el antibidtico correspondiente, crecidos “overnight” a 37°C con

agitacién a 200 rpm.
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Al siguiente dia, de modo de colectar las células, cada cultivo se traspaso
a un tubo de eppendorf, se centrifugé durante 30 segundos a 14.000 rpm
y se descarto el sobrenadante.

A continuacion se realizé la lisis celular: se resuspendié con pipeta el
“pellet” celular en 200 pL de Solucién | y luego se mezcld por inversion
suavemente con 200 pL de Solucién Il recién preparada. Es importante no
dejar mucho tiempo en esta solucion pues el NaOH puede afectar al ADN
plasmidico. Se afiadié 150 uL de Solucién lll fria, se mezcld por inversion
y se incubd en hielo por un tiempo de 5 minutos.

Luego de este tiempo, con el fin de separar los agregados insolubles de
lipidos, proteinas y ADN cromosémico del ADN plasmidico se centrifugé a
4°C durante 15 minutos a 14.000 rpm. Se recupero el sobrenadante y se
procedid a hidrolizar el ARN contaminante con ARNasa a una
concentracion final de 10 ug/mL por un tiempo de 15 minutos a 37°C.

La precipitacion del ADN fue realizada con 2 volumenes de etanol 96%,
se mezcld con vortex y se incubd a -20°C por 15 minutos. Seguidamente
se volvié a centrifugar por 15 minutos a 12.000 rpm y fue descartado el

sobrenadante. El "pellet" fue lavado con 500 uyL de etanol 70%, se dejé

secar y fue resuspendido en 20 L de TE 10-1 pH 8 o H,0 mQ estéril.

Soluciones

Solucioén I: TE 50 mM - 20 mM
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Solucion Il 0.2 N NaOH y 1% SDS

Solucion IlI: 60 mL AcK 5M, 11.5 mL AcH glacial y 28.5 mL H,0

3.4.5. Expresion proteica inducida por IPTG

La expresion proteica se realizé en paralelo tanto para la cepa BL21
transformada con el plasmido de expresion que lleva la secuencia de
interés como para la cepa BL21 transformada con el plasmido de

expresion sin la secuencia de interés (control negativo).

Primero se realizd un precultivo de 3 mL de medio LB kanamicina
inoculado a partir de una colonia aislada que se dejo crecer “overnight” a
37°C con una agitacion de 200 rpm.

Una vez crecido el precultivo, se inoculd 500 uL de éste en un matraz con
50 mL de medio LB kanamicina (dilucion 1/100). El cultivo se incubo a
37°C con una agitacion de 200 rpm hasta que alcanzé una densidad
optica, a 600 nm, de 0.6. Se tomd una alicuota de 1 mL y se indujo la
expresion proteica afiadiendo IPTG a una concentracion final de 1 mM. A
continuacion, el cultivo se siguidé incubando en las mismas condiciones y
se tomaron alicuotas de 1 mL de éste a intervalos de 1 hr (se tomaron dos
alicuotas: una constituyd la fraccion total y la otra alicuota se utilizé para
procesar) durante un total de 4 hrs. Cada alicuota tomada fue

centrifugada a 14.000 rpm por 2 minutos con el fin de colectar las células,
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se descart6 el sobrenadante y se congelaron a -20°C hasta su

procesamiento.

Una vez determinado el tiempo de induccion adecuado para obtener una
buena expresion de la proteina en cuestion, se realizdé una expresion a
mayor escala: un matraz de 200 mL de LB kanamicina fue inoculado con

2.0 mL de precultivo.

3.4.6. Obtencion de las fracciones solubles e insolubles por el

método de lisis con lisozima

Una de las dos alicuotas tomadas cada 1 hr, tanto de la expresion
proteica de BL21 con pET-28a sdlo o con pET-28a recombinante con
secuencia de interés, se procesd para obtener la fraccién soluble y la
fraccion insoluble y poder identificar posteriormente en cual de estas

fracciones se encuentra la proteina recombinante de interés.

Primero se determiné la masa del “pellet” celular de las muestras y luego
éstas fueron resuspendidas en 5 mL de buffer de lisis por gramo de
células y se vortexed. A continuacion, se agregé a cada muestra 0.2
mg/mL de lisozima y 1 mM PMSF. Seguidamente, las muestras se
incubaron en el agitador a temperatura ambiente hasta observar las

muestras traslucidas respecto a la turbidez inicial. En caso de que la lisis
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no ocurriera de esta manera se congelo y descongel6 el lisado.

Luego, los lisados fueron centrifugados a 14.000 rpm durante 30 minutos
y se recuperd el sobrenadante que constituye la fraccién soluble de
proteinas. Seguidamente, el precipitado se lavé con buffer fosfato de
sodio 20 mM pH 7.4 con el mismo volumen utilizado de buffer de lisis. Se
centrifugd a 14.000 rpm por 20 minutos y se resuspendio el "pellet", con
un volumen igual al utilizado para la lisis, con el agente caotropico urea a
una concentracion de 8 M. Esta constituyé la fraccion de proteinas
insolubles. Las fracciones fueron analizadas por electroforesis SDS-

PAGE.

Buffer de Lisis: 20 mM pH 7.4 fosfato de sodio, 0.5 M NaCl, 1 mM MgCl;,, 5

mM DTT, 2 % Triton X100, 20 pg/mL ADNasa.

3.4.7. Obtencion de las fracciones solubles e insolubles por el

método de lisis por sonicado

Para el fraccionamiento de las muestras se determiné la masa del "pellet"
celular y se resuspendieron las células en 5 mL de buffer de lisis (con
inhibidor de proteasas) por gramo de células.

Luego, para romper las membranas celulares y liberar el contenido celular
se empleo ultrasonido aplicado mediante un sonicador. Se realizaron tres

rondas de sonicaciobn con 5 minutos de descanso entre ellas. Los
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parametros utlizados fueron: 50% de amplitud, 40 pulsos por minuto, por
10 minutos. Para evitar la desnaturalizacion proteica, producto del
calentamiento, la sonicacion se realiza en frio.

Finalizado el sonicado, se centrifugaron las muestras a 20.400 g por 30
minutos a 4°C y se recupero6 el sobrenadante que constituye la fraccion
proteica soluble. A continuacion, el "pellet" se lavé con buffer fosfato de
sodio 20 mM pH 7.4 con el mismo volumen agregado de buffer lisis. Se
centrifugd a 20.400 g durante 20 minutos a 4°C y se resuspendio el
"pellet" en el mismo volumen utilizado de buffer, en urea a una
concentracion de 2 M. Esta fraccidn constituy6 la fraccion de proteinas

insoluble. Las fracciones fueron analizadas por electroforesis SDS-PAGE.

3.5. Vectores utilizados

3.5.1. Vector de propagacion: pGEM-T Easy

Xmn | 2009

Sca | 1890 LG 1
ca . Nae | 2707/ [ Apa| |start
N Aatll | 14
f1 ori g Sphl 20
BstZ | 26
/ Neo | 31
Amp' 1 BstZ | g
P pGEM®-T Easy lacZ Notl | 43
Vector T 1 gﬂcgl jg
(3015bp) 2

Spel 64
EcoR1 | 70
Not | 77
BstZ | Vil
Pst | 88
ori Sal | 20
Nde | 97
Sac | 109
BstX 1 |118
Nsi | 127
B 141

T spe

El vector pPGEM-T Easy, en su forma lineal, cuenta con la presencia de un
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unico nucledtido de timina desapareado en sus extremos 3' lo que
conlleva un aumento en la eficiencia de ligacion, al prevenir la
recirculacion de vector y al facilitar la ligacion con productos de PCR que
presenten en sus extremos 3' un uUnico nucledtido de adenina
desapareada, actuando como extremos cohesivos.

Los transformantes pueden seleccionarse utilizando un medio selectivo
con ampiclina pues el vector posee el gen que codifica para la B-
lactamasa que confiere resistencia a este antibidtico.

Los clones recombinantes pueden seleccionarse por el color que
adquieren sus colonias en placa. El sitio de policlonado del vector pGEM-
T Easy, se encuentra dentro de la region que codifica para la subunidad a
de la enzima B-galactosidasa. La cepa E. coli utilizada junto a este vector,
DH5a, codifica para la subunidad w de esta misma enzima. La enzima [3-
galactosidasa funcional, reconstituida a partir de las dos subunidades ay
w, hidroliza X-gal, un analogo de la galactosa, dando como resultado un
producto que confiere a la colonia no recombinante una coloracién azul.
La interrupcion de la region codificante de a por parte de nuestra
secuencia de interés genera una subunidad a defectuosa, dando lugar a
una beta-galactosidasa no funcional. Al no producirse la hidrélisis de X-

gal, las colonias recombinantes adquieren un color blanco.
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3.5.2. Vector de expresion: pET-28a

pET-28a(+) sequence landmarks

Xho lj158)
Not I{168)
Eag l(1e6)
Hind Mi172}

T7 promoter 370-386 Sal lj179)

TT transcription start 369 Sac lpiso)
EcoR lj13z)

His*Tag coding sequence 270-287 BamH l{138)

T-?-’I:ﬁg cor]i.n; sequence 207-239 Bpui1102 Iiz0) :22 :gi;;

Multiple cloning sites

(BamH1- XhoD) 158-203

His " Tag coding sequence 140-157 Bgl ll401)

T7 terminator 26-72

JzcTcoding =equence 773-1852

pBR322 origin 3256

Kan coding sequence 3005-4307 Pvu lj4428)

1 origin 4803-5358 Sof Igs429) -

Sma l{4300) Miu Ig1123)

Bel 1j1137)

The maps for pET-28b(+) and pET-28c(+)
are the same as pET-28a(+) (shown) with
the following exceptions: pET-28b(+) is a
5368bp plasmid: subtract 1bp from each site
beyond BamH I at 198. pET-28c(+) iz a
5367bp plasmid: subtract 2bp from each site
beyond BamH [ at 193

Cla 14117

MNru lp40a3) BstE ll{1304)

pET-28a(+)

Apa li3z4)
(5369bp)

(2gg1-g10) P2

BssH lli1s34
EcoR Vi1573)
Hpa li1829)

Eco57 lia772)

AlwN liza40)

BssS I(z207) PshA lj1ss3)
BspLU11 I(324)
Sap lia108)

Bst1107 lzoos)

Tth111 ljzo60)

Baol liz1a7)
Fsp lizz05)
Psp5 lljzz30)

El vector pET-28a tiene el promotor de la ARN polimerasa T7. Este
conduce a la expresion del gen recombinante cuando se utiliza, en
nuestro caso, junto a la cepa BL21 y se induce la expresion por adicion
de IPTG (ver descripcion de la cepa BL21).

A su vez, el vector permite expresar el gen de interés con un “tag” de
histidinas, lo que facilita su purificacion mediante el uso de columnas de
agarosa Ni-NTA. La presencia de un sitio de corte para la trombina
permite, en caso de requerirlo, la eliminacién de dicho “tag”.

La seleccion de los transformantes con este vector se realizé usando un

medio selectivo con kanamicina.

43



3.6. PCR

Para la amplificacion por PCR se utilizé el Kit PCR KAPA HiFi (Kapa
Biosystems) por la alta fidelidad de su ADN polimerasa. Esta polimerasa,

a diferencia de la Kapa Taq, genera en sus productos extremos romos.

3.6.1. PCR convencional

El “mix” para la reaccion, con volumen final de 25 pL, consistiéo en 100 ng
de molde de ADN genomico, 0.3 yM de cebador directo, 0.3 pM de
cebador reverso, 0.3 mM de dNTPs, 1X KAPA HiFi Buffer Fidelity que
contiene 2 mM MgCl;, 0.5 unidades enzimaticas de ADN polimerasa

KAPA HiFi y H,O mQ estéril c.s.p. 25 pL.

El programa de amplificacion implico una desnaturalizacion inicial a 95 °C
durante 2 minutos. A continuacion, 25 ciclos de: desnaturalizacion de 20
segundos a 98°C, “annealing” de 15 segundos a 60- 65°C y extensién a
72°C por un tiempo dependiente de la longitud del fragmento a amplificar.

Por ultimo, una extensién final a 72°C por 5 minutos.

3.6.2. Fusion-PCR

En esta tesina, se recurri¢ al uso de la técnica de Fusion-PCR (Szewczyk
et al., 2006) con el propdsito de eliminar el unico intrén de srpA y asi
obtener la secuencia codificante de ésta. En una primer ronda de PCR se
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amplificaron por separado los dos exones de srpA desde ADN gendmico
de la cepa MVD 001 de A. nidulans utilizando cebadores hibridos que
generan extremos solapantes. Posteriormente, se realizé una segunda
ronda de PCR donde las regiones solapantes de los fragmentos
amplificados anteriormente actuaron como cebadores internos y junto a
cebadores denominados “nested” permitieron que éstos se ensamblaran
para dar una molécula lineal, la secuencia que codifica para SrpA (ver

Figura 2).

A ]

Figura 2. Esquema de Fusion-PCR.

A. Primer ronda de PCR

B. Segunda ronda de PCR

Exoén 1 (en amarillo). Exén 2 (en azul). Intron que es eliminado (en rojo). Cebadores
hibridos (flechas en dos colores). Cebadores “nested” (flechas verdes).

i. Primer ronda de PCR

La primer ronda para realizar Fusion-PCR consistié en una amplificacion
por PCR convencional de los fragmentos a fusionar en la segunda ronda,
es decir, los exones de srpA. Se utilizaron los cebadores hibridos
mencionados anteriomente. Los productos de esta PCR fueron

purificados usando el kit GeneJET Gel Extraction de Thermo Scientific. Se
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siguieron las instrucciones del fabricante.

Cebadores utilizados para amplificar exén 1
Cebador directo: SRP540utFw

Cebador reverso: FusionRvSRP54 (cebador hibrido)

Cebadores utilizados para amplificar el exén 2
Cebador directo: EliminSRP54Fw (cebador hibrido)

Cebador reverso: SRP540utRv

ii. Sequnda ronda de PCR

El “mix” para la reaccién, en un volumen final de 25 pL, consistié en 50 ng
del exén 2, 50 ng del exon 1, 0.3 mM de dNTPs, 0.4 pM de cebador
“‘nested” directo, 0.4 pM de cebador “nested” reverso, 1X KAPA HiFi
Buffer Fidelity que contiene 2 mM MgCl,, 0.5 unidades enzimaticas de

ADN polimerasa KAPA HiFi y H.O mQ estéril c.s.p. 25 L.

Cebadores “nested” para clonar srpA en pET28a de manera que:

-el “tag” de His quede en el extremo N-terminal de SrpA
Cebador “nested” directo: HisSrp54Nhef

Cebador “nested” reverso: HisSrp54Xhor

-el “tag”de His quede hacia el extremo C-terminal de SrpA

Cebador “nested” directo: SRP54HisNcof
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Cebador “nested” reverso: SRP54HisXhor

El programa de fusion implicé primero una desnaturalizacion inicial de 2

minutos a 95°C. Seguidamente, 10 ciclos de: 20 segundos a 98°C, 15

segundos a 65°C, y 2 minutos a 72°C. Luego, 15 ciclos de: 20 segundos a

98°C, 15 segundos a 65°C, y a 72°C durante 2 minutos (aumentando el

tiempo de extensién 20 segundos por cada ciclo). Por ultimo, una

extension final de 5 minutos a 72°.

3.6.3. Cebadores utilizados

Para el

diseno de cebadores se utilizd

la herramienta informatica

http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3/.

Cebador

Secuencia (5' - 3')

FureA2

GTTCTTCGGTTATCCAAAATGG

Sp2ureA

GATGGCTTCCAGGAATGTGT

pET28_HisSRP54-Fw

ATGGTTCTTCAGGATCTAGGGC

pET2_HisSRP54-Rv

CTACCGTCCCCGTCCCCT

EliminSRP54fw*

ACGAAAAGGCCTTCGAAGAGATGCTAAAGG

Srp540UTFw TTTTGTCCAATAAGACTTGCACT

Srp540UTRv TAAAAACAAGGCCAAAATGG

FusionRvSrp54* CCTTTAGCATCTCTTCGAAGGCCTTTTCGTCCAGATTAGGTG
AC

HisSRP54NheF ATGGCTAGCATGGTTCTTCAGGATCTAGGG

HisSRP54 Xhor CGCACTCGAGCTACCGTCCCCGTCCCCTTC

SRP54HisNcof ATACCATGGTTCTTCAGGATCTAGGG

SRP54HisXhor CGCACTCGAGGCTGCCGCGCGGCACCAG CcaGTCCeeaGTC
CCCTTC

*ver Anexo
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3.7. Analisis electroforético de acidos nucleicos (ADN y ARN)

Los acidos nucleicos (ADN y ARN), obtenidos de la RT-PCR, PCR
convencional, Fusion-PCR, extraccion de ARN, ADN genomico y ADN
plasmidico, y digestiones, se analizaron por electroforesis en gel de
agarosa al 1-2 % en buffer TAE 1X con SYBR® Safe DNA 1X. Las
muestras se cargaron con buffer de carga 1X. Para la corrida se aplicé un
voltaje de 100 V, y se observo el resultado al exponer a luz UV. Como
referencia del peso molecular se utilizé el marcado de peso molecular 1

Kb 0 100 pb GeneRuler™ DNA Ladder (Thermo Scientific).

GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder
0'GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder 0'GeneRuler™ 100 hp DNA Ladder,
4 v ready-to-use
ready-to-use DpIgOSI %
bprgspg %
10000 300 80 :
/sgno 00 60 éﬁ%” 20 §.3
Y =atE
/o ol 2 =00 450 90
;moo 0o g - 600 450 99
B0 300 80 § 00 1150 20
00 700 140 3 _ 0 40 80
=150 %0 50 g a0 40 80
2 -0 %0 80 < i
- R = g
Rl 10 60 120 ]
§ S ] H
o0 %50 50 2
S 2}
-5 %50 50 05 ke, 8 lngh g,
L 1XTEE,5Viem, 1 h 2
o &
g g
2 2
Z %
03 ugtane, & cm length g, 0.5 pytang, 20 cm lenglh gel,
1XTAE, 7Viem, 45 min 1XTAE, 8 Vfem, 3h

En algunas ocasiones para visualizar ADN se sustituy6 el uso de SYBR®

Safe DNA por 0.5 pyg/mL de bromuro de etidio.

48



Buffers
Buffer TAE: 40 mM Tris-acetato, 1 mM EDTA (pH 8).
Buffer de carga: 0.25% (w/v) xilencianol, 0.25% (w/v) azul de

bromofenol y 30% (v/v) glicerol.

3.8. Purificacion de ADN

a. Purificacion con kit GeneJET Gel Extraction de Thermo Scientific

Para la purificacion directa de la reacciéon de PCR, el tratamiento con
polimerasa Taq, y para la extraccion y purificacion de ADN a partir de
geles de agarosa se utilizd el kit GeneJET Gel Extraction de Thermo

Scientific. Se siguieron las instrucciones del fabricante.

b. Purificaciéon con lana de vidrio

En la purificacion con lana de vidrio se tiene un eppendorf con un fondo
con lana de vidrio el cual es contenido dentro un eppendorf mayor. La
banda de interés recortada se puso6 sobre la lana de vidrio y se centrifugd
a 14.000 rpm por 5 minutos. Para la precipitacion, se le agrego al filtrado
recolectado dos volumenes de etanol al 100% y 0.3 M de AcNa pH 5.2 y
se guardo por 15 minutos a -20°C. Nuevamente se centrifugd a 14.000
rom durante 10 minutos y se descartdé el sobrenadante.El "pellet" fue
lavado con etanol 70%, se dejo secar y se resuspendié en 10 yL de TE
10:1.
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3.9. Digestion de ADN con enzimas de restriccion

Las digestiones se realizaron utilizando 1 unidad enzimatica de la enzima
correspondiente por pyg de ADN, 1x buffer correspondiente y H.,O mQ

estéril c.s.p. 50 pL. Se incubd durante 2 hrs a 37°C.

3.10 Analisis electroforético de proteinas (SDS-PAGE)

El gel de poliacrilamida se preparé al 15%.

Gel separador (receta para dos geles): 7.5 mL acrilamida-bis-acrilamida
30:1, 3.75 mL buffer Tris-HCI pH 8.8, 4.575 mL H,O mQ estéril, 45 pL
APS 10% y 7.5 yL TEMED.

Gel concentrador (receta para dos geles y medio): 975 pyL acrilamida-bis-
acrilamida 30:1, 1.875 mL buffer Tris-HCI pH 6.8, 3.75 mL H.O mQ estéril,

APS 75 uL 10% y 15 uL TEMED.

Las muestras previamente a ser sembradas se prepararon con buffer de
carga 1X, y se incubaron a 100°C durante 5 minutos para realizar la
desnaturalizacion proteica. Como referencia del peso molecular se utilizé
5 uL del marcador de peso molecular AccuRuler RGB Prestained Protein

Ladder.
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kDa kDa kDa

~180 ' ~170 [« ] ~10
~125 ~125

| ~10 ~11

Tris-Glycine Bis-Tris 12% Bis-Tris 10%
4~20% MOPS buffer MES buffer

La corrida electroforética se realizé a 80 V durante el pasaje de las
muestras en el gel concentrador, y se aumenté a 120 V cuando las
muestras ingresaron al gel separador. Una vez finalizada la electroforesis,
para observar las bandas proteicas se tifid el gel con Super Azul de

Coomasie. Luego se procedid a decolorar utilizando solucién decolorante.

Buffer de carga 4X SDS/SAMPLE BUFFER: 1.52 g de Tris-Base, 20 mL
de glicerol, 2 g SDS, 2.0 mL B-mercaptoetanol, 1 mg azul de bromofenol,

H.O mQ estéril c.s.p. 50 mL.
Soluciones:

Super Azul de Coomasie: 0.2 % (2 g) Coomasie Blue R, 30 % (300

mL) de Etanol puro, 7% (70 mL) de acido acético y H,O mQ c.s.p. 1 litro.

Solucion decolorante: 30 % (600 mL) etanol puro, 7% (140 mL) &cido
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acético y H,O mQ c.s.p. 2 litros.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Obtencion y amplificacion de la secuencia codificante de srpA

de A. nidulans

El primer objetivo a cumplir para producir la proteina recombinante SrpA
en Escherichia coli fue obtener su secuencia codificante y amplificarla.
Para lograr esto, se intenté en primera instancia amplificar la misma por
RT-PCR.

Se realiz6 extraccion de ARN de A. nidulans crecido en condiciones que,
segun los datos de RNAseq disponibles en www.aspergillusgenome.org,
se obtenia el mayor nivel de expresidon de srpA (ver Materiales y
Métodos). La calidad del ARN extraido fue verificado por electroforesis en

gel de agarosa al 1% (Figura 3).

ARNr

ARNt

Figura 3. Analisis de la calidad
del ARN extraido. Electroforesis
en gel de agarosa al 1% del ARN
extraido.

Como puede observarse en la Figura 3 se obtuvé: una banda de bajo
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peso molecular que corresponde a los ARNts, y dos bandas de mayor
tamafo que corresponden a los ARNrs. La concentracion del ARN fue de
2250 ng/uL. La relaciéon de absorbancia 260/280 fue de 1.98 y la de
260/230 fue de 1.83. Estos resultados implicarian que la calidad del ARN
extraido es la adecuada para los siguientes ensayos realizados.

A continuacion se realizé RT-PCR para amplificar la secuencia de interés
y una regién de ureA, el gen que codifica para el transportador de urea de
A. nidulans. La RT-PCR de la regién del gen ureA se realizé con el fin de
verificar el estado del ADN copia y que no hubiera contaminacién de ADN
genomico (ver mas adelante). Como control, ademas, previamente se
verificaron los cebadores especificos para la secuencia de interés (srpA),
amplificando ésta por PCR utilizando como molde ADN gendmico de
A. nidulans. Los productos de las RT-PCR y de PCR se analizaron por
electroforesis en gel de agarosa al 1% (Figuras 4, 5 y 6). El tamafio
esperado para el producto de PCR es de 1662 pb que corresponde al
tamano de la secuencia gendmica de srpA. El tamafo del producto que se
espera obtener por RT-PCR para ureA es de 432 pb. En caso de que
existiera contaminacion con ADN genomico, los mismos cebadores
utilizados amplificarian ademas, un fragmento de 526 pb. La diferencia de
tamafno entre estos dos fragmentos se debe a la presencia de dos
intrones en la secuencia gendmica de ureA en la region amplificada (ver

Anexo). Por ultimo, el producto de la RT-PCR para srpA se espera que
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tenga un tamano de 1608 pb correspondiente al tamafo de la secuencia

que codifica para SrpA.

srpAg MPM MPM ureA
A ——
e drr————
- ——
> - 2000 pb
1500 pb et
v
_—
’ 500 pb 5
250 pb
Figura 5. Analisis del
Figura 4. Andlisis del producto de RT-PCR para
producto de PCR para srpA ureA. Electroforesis en gel
sobre ADN genémico. de agarosa al 1% del
Electroforesis en gel de producto de RT-PCR. Carril
agarosa al 1% del producto 1: MPM GeneRuler™ 1 kb
de PCR. Carril 1: Producto de DNA Ladder (Thermo
PCR (srpAg). Carril 2: MPM Scientific). Carril 2: Producto
GeneRuler™ 1 kb DNA de RT-PCR (ureA).

Ladder (Thermo Scientific).
srpAc MPM

50 ob
-

Figura 6. Analisis del reaccién
de RT-PCR para SrpA.
Electroforesis en gel de agarosa al
1% del producto de RT-PCR.
Carril 1: Producto de RT-PCR
(srpAc). Carril 2: MPM

GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder

(Thermo Scientific). 55



Como puede observarse en las Figuras 4 y 5 se obtuvieron fragmentos
del tamafio esperado. Esto implicaria que la funcionalidad de los
cebadores, asi como la pureza del ADN copia es la adecuada. Sin
embargo, en la Figura 6 se observa que no se obtiene el producto de RT-
PCR esperado. Se visualiza una banda de bajo peso molecular que
corresponderia a dimeros de cebadores. A pesar de que se ensayo la
reaccion con distintas variables (i.e. cantidad de ADNc, temperatura de
“annealing” y uso de DMSO) los resultados no fueron exitosos. Esto
podria deberse a que, aunque se intentdé maximizar los niveles de
expresion de srpA, el nivel de expresion de este gen no es lo

suficientemente alto como para que la RT-PCR sea exitosa.

Como segunda alternativa para lograr obtener y amplificar la secuencia
codificante de nuestra proteina de interés se aplicé el método de Fusion-
PCR (ver Materiales y Métodos) con la finalidad de eliminar el unico intrén
que tiene srpA (ver Anexo). De esta forma, primero se amplificd
separadamente por PCR los dos exones de srpA desde ADN gendmico
de A. nidulans utilizando cebadores que generan extremos solapantes. En
una siguiente amplificacion por PCR, las regiones solapantes de los
fragmentos actuan como cebadores internos que junto a cebadores
denominados “nested” permiten la fusién de los fragmentos en una unica

molécula lineal.
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Los cebadores “nested” se disefaron de forma que adicionaran sitios de
restriccion especificos flanqueando la secuencia codificante, de modo
que, mas adelante, los extremos cohesivos generados por el corte de
éstos permitieran el clonado en el vector de expresiéon pET-28a (ver
Materiales y Métodos y Anexo). Para el disefio también se tomo en cuenta
la posibilidad de que el “tag” de histidinas quedara en el extremo N-
terminal o también en el extremo C-terminal de la proteina. Se realiz6 la
Fusion-PCR de manera de obtener ambas configuraciones.

Los productos purificados de la Fusion-PCR se analizaron por
electroforesis en gel de agarosa al 1% (Figura 7). El tamafio esperado
aproximado de los productos de la reaccion corresponde al tamaino de la

secuencia codificante de srpA (1608 pb).
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MPM SrpA-His SrpA-His His-SrpA

2000 pb
S -

Ao

Figura 7. Anadlisis de los productos de Fusion-PCR.
Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos de

Fusion-PCR. Carril 1: MPM GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder
(Thermo Scientific). Carril 2 y 3: Producto de Fusion-PCR
disefiado para clonar srpA en pET-28a de manera que
posea un “tag” de His hacia extremo C-terminal (SrpA-His).
Carril 4: Idem que lo anterior pero para que el “tag” de His se
encuentre hacia extremo N-terminal (His-SrpA).

Como se observa en la Figura 7 se obtienen los fragmentos de tamafio
esperado. De esta forma se pudo continuar con el clonado de la
secuencia de interés en el vector de propagacién pGEM-T Easy. Para
realizar los siguientes ensayos, se eligié trabajar con la secuencia que

permite producir SrpA con el “tag” de histidinas en el extremo N-terminal.
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4.2. Clonado de la secuencia codificante de srpA en el vector de
propagacion pGEM-T Easy y transformacién de E. coli DH5a para
amplificacion in vivo

Para realizar la amplificacion in vivo de la secuencia codificante de srpA
primero se clond dicha secuencia en el vector de propagacion pGEM-T
Easy. Dado que la secuencia que codifica para SrpA fue obtenida por
PCR utilizando la enzima Kapa HiFi que genera extremos romos,
previamente fue necesario realizar un tratamiento para adicionar adeninas
desapareadas en los extremos 3', para luego proceder a la ligacion en el
plasmido. Una vez realizada la ligacién se procedio a la transformacion de
las células competentes DH5a con el producto de ligacion. A continuacion
se extrajo el ADN plasmidico de los recombinantes seleccionados por a-

complementacion (ver Materiales y Métodos).

Para evaluar las minipreparaciones de ADN plasmidico y tener una
primera confirmacién rapida de la presencia del inserto de interés en los
clones seleccionados se realizé una electroforesis en gel de agarosa al

1% (Figura 8).
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Figura 8. Minipreparaciones de ADN plasmidico.
Electroforesis en gel de agarosa al 1% del ADN plasmidico

extraido. Carril 1: MPM GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder
(Thermo Scientific). Carriles 2-8: Minipreparaciones de ADN
plasmidico de distintos clones seleccionados (P1, P2, P3, P4,
P5, P6 y P7, respectivamente).

Como se observa en la Figura 8, comparando la migracién electroforética
de los ADN plasmidicos de los distintos clones seleccionados pareciera
ser que el ADN plasmidico migrado en el carril 8 (P7) posee un peso
molecular menor que el resto de los ADN plasmidicos. Por lo cual
aparentemente se tiene dos tamanos de plasmido diferentes. A su vez,
para el plasmido P7, el fragmento de tamafo intermedio (conformacion
lineal) parece tener un tamafo aproximado de 3 Kb que se
corresponderia al tamafo del vector pGEM-T Easy en su estado lineal
(3015 pb). Siendo asi se podria deducir que el plasmido P7 es pGEM-T

sin el inserto de interés y el resto de los plasmidos (P1 — P7) es pGEM-T

60



con el inserto. Vale destacar que en el grupo de laboratorio hemos
observado que el colorante utilizado para poder visualizar el ADN (SYBR®
Safe DNA) altera la migracion de los plasmidos, por lo cual se optd seguir
adelante con los ensayos y confiar en los resultados de las digestiones

enzimaticas posteriores.

Siguiendo con el analisis y verificacion de los presuntos recombinantes,
se realiz6 digestiones enzimaticas del ADN plasmidico con EcoRI y Ncol,
de forma separada, de los plasmidos candidatos P1, P5, P6 y P2. Los
primeros tres se eligieron porque parecieran migrar menos en la Figura 8

y P2 se eligio, ademas, por su alta concentracion.

El vector pGEM-T Easy tiene en su sitio de policlonado dos sitios de
restriccion para EcoRIl y un sitio de corte para Ncol (ver Materiales y
Métodos). Por otro lado, la secuencia codificante de srpA presenta un sitio
de corte para Ncol en una posicion aproximada a los 1218 pb y no
presenta sitio de restriccion para EcoRIl (ver Anexo). El tamano de los
fragmentos que se esperaba obtener al digerir con estas enzimas, de
tener el plasmido el inserto de interés, se resume en Tabla 1. El resultado

se observo por electroforesis en gel de agarosa al 1% (Figuras 9y 10).

Tabla 1. Tamaino esperado de los fragmentos
producto de las digestiones enzimaticas.
Expresado en pb.

Digestion con EcoRlI | Digestion con Ncol
1633 1242
3009 3400
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Figura 9. Analisis de la digestion de los plasmidos
candidatos a tener el inserto de interés con EcoRI.
Electroforesis en gel de agarosa al 1% de la digestion
del ADN plasmidico. Carril 1: MPM 1 kb DNA Ladder
(Thermo Scientific). Carriles 2-4: Minipreparaciones
de ADN plasmidico de clones P1, P2, P5 y P6
digeridas (Pxd) con EcoRl, respectivamente.
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Figura 10. Analisis de la digestion de los
plasmidos candidatos a tener el inserto de interés
con la enzima Ncol. Electroforesis en gel de agarosa
al 1% de la digestiones del ADN plasmidico. Carril 1:
MPM 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific). Carriles 2,
4 y 6: Minipreparaciones de ADN plasmidico de los
clones P1, P2 y P6. Carriles 3, 5 y 7: Digestion con
Ncol de las minipreparaciones mencionadas
anteriormente (Pxd).
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Como puede observarse en las figuras anteriores, se obtuvieron los
fragmentos de tamafio esperado para ambas digestiones. Por otro lado,
en la Figura 9 (carriles 2 y 3) se observa una tercera banda con un
tamafno aproximado de 4642 pb que corresponderia a una digestion
parcial del plasmido con inserto (llevando a la linearizacion del plasmido).
Estos resultados confirmarian que se logré el clonado de la secuencia
codificante de srpA en el vector de propagaciéon pGEM-T Easy y se realizoé
su amplificacién in vivo. A este plasmido resultante se lo denomind

“‘pGemT-srpA”.
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4.3. Subclonado de la secuencia de interés en el vector de expresion
pPET-28a, transformacion de E.coli DH5a vy verificacion del

recombinante por secuenciacion

Para la expresion heterdloga de SrpA, la secuencia codificante se debid
subclonar en un vector de expresion apropiado, en nuestro caso el
plasmido pET-28a (ver Materiales y Métodos). La incorporacion de la
secuencia de interés a este vector se logré a través de la hibridacion
entre extremos cohesivos generados en ambos. Para cumplir con este
objetivo primero se realiz6 la digestion enzimatica con Nhel y Xhol de uno
de los plasmidos “pGemT-srpA” que tenian el inserto de interés asi como
también del vector pET-28a. Como puede verse en el mapa del sitio de
policlonado de pET28-a (Figura 11) utilizando estas enzimas se obtiene la
configuracién que situa al “tag” de His hacia el extremo N-terminal de la
proteina de interés. A su vez, de esta forma se conserva el sitio de corte
para la trombina en caso que se desee remover el “tag” de His luego de

la purificacion.

T7 promoter primer #9348-3

pET upstreBarﬂ‘pnmer #59214-3 7 promoter lac operator xbal tbs
AGATCTEGATCCCGLBAAATTAATACGACTCACTATAGEGBAATTETGAGCBBATAACAATTCLL TETAGAAATAATTTTRTTTAACTTTAAGAAGEAGA
Neol His+Tag Ndel Nhel TI*Tag

TATACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGLAGCGECCTEGTGCCGLECEELAGCCATATGGLTAGCATCACTGETGRACAGLAL
MetGlySerSerHisHisHisHisHisHis8=rSerGlyLeuYalProArgGlySerHistetAlaSerMetThrGlyGlyEInGIn

_
Eag| thrombin
BamH| EcoR| Sacl _Sall Hindll _ Notl  Xhol His*Tag
ATGGGTCGCAGATCCGAATTCGAGCTCCRTCGACAAGCTTGCBGCCGCACTCRAGCACCACCACCACCACCACTRAGATCCGECTRETAACARAGCCE pET-28a 1)
4 gThrarghlaProfroProfroProleshrgert ylys
AGCTTRCGBGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCEECTRCTAACAAAGLCE  pET-28b1+)
AlaleuGluHisHisH sHisHisEnd
.. .CGTCGEATCCGAATTCGAGCTCCGTC GCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCROCTOLTAACARAGCEE pET=28¢1+)
GlyArglleArglleArghlaProderThrierleutrgProdisSererThrThrThrThrThrThrGlul leArgleuleuThriysPro
Bpui1021 T7 terminator
GAAAGBAAGLTEAGTTRECTGLTGCCACCGL TEABCAATAACTAGCATAACCCCTTGEEGECTCTALACGEETCTTGAGGEGTTTTTTE

-
TT terminator primer #69337-3
pET-28a-c(+) cloning/expression region

Figura 11. Mapa del sitio de policlonado del vector de expresion pET-28a.
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El inserto de interés posee un sitio de corte para Nhel y otro para Xhol.
Estos fueron adicionados en los cebadores “nested” utilizados en la
Fusion-PCR. Por lo cual, estos sitios se encuentran inmediatamente antes
e inmediatamente después de la secuencia codificante de srpA,
respectivamente (ver Materiales y Métodos y Anexo). Por otro lado, el
vector de expresion tiene en su sitio de policlonado un sitio de corte para

Nhel y otro para Xhol.

Una vez digeridos y purificados, se realiz6 su ligacidon. A continuacion, se
transformaron células competentes DH5a de E. coli con el producto de
dicha reaccion y se realizaron minipreparaciones de ADN plasmidico a

partir de los clones seleccionados.

Para verificar la presencia del inserto en los clones elegidos se realizé
una digestion enzimatica de uno de los candidatos a tener el inserto de
interés, con las enzimas Nhel y Xhol. Como resultado de la digestion, en
caso de tener el plasmido ligado a la secuencia de interés, esperamos
obtener dos fragmentos: uno correspondiente al plasmido linealizado,
5369 pb y otro correspondiente a la secuencia que codifica para SrpA,
1608 pb. ElI resultado de las digestiones se analizd6 mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1% (Figura 12). No se cargd en el gel
el control de ADN plasmidico sin digerir que hubiese sido de ayuda para

verificar la digestion.
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Figura 12. Andlisis de la digestiéon de un
plasmido candidato a tener el inserto de
interés con Nhel y Xhol. Electroforesis en
gel de agarosa al 1% de la digestion del
ADN plasmidico. Carril 1: MPM 1 kb DNA
Ladder (Thermo Scientific). Carril 2:
Minipreparacion del plasmido candidato
digerido con Nhel y Xhol (PdNX).

Como se observa en la figura anterior el tamano de los fragmentos
obtenidos es el esperado. Estos resultados implicarian que se logro el
clonado de la secuencia que codifica para SrpA en el vector de expresion

pET-28a, y llamamos a este plasmido “pET28a-his_srpA”.

Por ultimo, para verificar que el marco de lectura del plasmido y de la
secuencia codificante de srpA se encuentren en fase y que no existan
mutaciones, se envio a secuenciar el recombinante elegido a la empresa
Macrogen, Korea.

Los resultados confirmaron que el marco de lectura del plasmido se

mantuvo en fase con el de la secuencia codificante de srpA. A su vez, no
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se detectaron mutaciones en la secuencia. Este resultado era el
esperado, ya que en la reaccion de Fusion-PCR se habia utilizado una
ADN polimerasa de alta fidelidad, Kapa HiFi DNA con una tasa de error de

1 error cada 3.6 X 10 nucledtidos incorporados.
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4.4. Transformacion de E.coli BL21 con “pET28a-his_srpA” y puesta

a punto de la expresion proteica inducida por IPTG

Con el objetivo de producir la proteina SrpA previamente se debio
transformar la cepa BL21 de E. coli (descrita en Materiales y Métodos)
con “pET28a-his_srpA”. En paralelo, también se transformé BL21 con el
plasmido de expresidon pET-28a sin inserto. Esto ultimo es utilizado como
control negativo en la expresion proteica. Realizada la seleccion de los
transformantes por su resistencia a la kanamicina, se procedio a inducir la
expresion proteica con IPTG. Se tomaron alicuotas del cultivo a intervalos
de 1hr durante un total de 4 hrs y se procesaron las muestras por el
meétodo de lisis con lisozima. La induccién y el procesamiento se realizé
para ambos transformantes. Se evalué la expresion mediante
electroforesis SDS-PAGE (Figura 13). El peso molecular estimado para

His-SrpA es de 54 kDa.
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Figura 13. Analisis de la expresion proteica inducida con IPTG. Electroforesis SDS-PAGE de
las fracciones totales, solubles e insolubles obtenidas de la expresion. Electroforesis SDS-
PAGE.

A. MPM AccuRuler RGB Prestained Protein Ladder.

B. Gel 1, Carril 1: MPM AccuRuler RGB Prestained Protein Ladder. Carriles 2-4: Control negativo a
1hr de la induccién. Fraccion total, soluble e insoluble, respectivamente. Carriles 5-7: Expresion del
transformante de interés a 1hr de la induccién. Fraccion total, soluble e insoluble, respectivamente.
Carriles 8-10: idem a carriles 2-4 (gel 1) a 2hrs de la induccion. Carriles 11-13: idem a carriles 5-7
(gel 1) a 2hrs de la induccion.

Gel 2, Carriles 1-3: idem a carriles 2-4 (gel 1) a 3hrs de la induccion. Carriles 4-6: idem a carriles 5-
7 (gel 1) a 3hrs de la induccion. Carril 7: MPM AccuRuler RGB Prestained Protein Ladder. Carriles
8-10: idem a carriles 2-4 (gel 1) a 4hrs de la induccion. Carriles 11-13: idem a carriles 5-7 (gel 1) a
4hrs de la induccion.

FT (fraccion total). FS (fraccion soluble). FI (fraccion insoluble). C- (control negativo). S (expresion
del transformante de interés). Con la flecha se marca His-SrpA en FI.
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Analizando la Figura 13, podemos decir que se logré la expresion
heterdloga de His-SrpA a todos los tiempos ensayados de induccion. Esto
puede verse concretamente en los carriles donde se cargaron las
fracciones totales de la expresion del transformante de interés y
recordando que el peso molecular estimado para His-SrpA es de 54 kDa.
(carriles “SFT” a 1, 2, 3 y 4 hrs). También podemos deducir que la
proteina se encontré en la fracciéon insoluble (carriles “SFI”’ a 1, 2, 3y 4
hrs) y que el tiempo de maxima de induccion fue a las 3 hrs (carril “SFI” 3
hrs). Como era de esperarse, SrpA no se observa en el control negativo
(carriles “C-FT”). Por otro lado, en la fracciones solubles del control
negativo (carriles “C-FS”) se destaca una banda de alrededor de 14 kDa
que se corresponde con el peso molecular de la lisozima (utilizada para el

procesamiento de las muestras).

Una vez determinado el tiempo de induccion adecuado para obtener una
buena expresion de la proteina en cuestion, se realizé una expresion a
mayor escala. También se evalud las condiciones de solubilizacion de las
proteinas insolubles con diferentes concentraciones de urea. El resultado

de estos ensayos se analizo por electroforesis SDS-PAGE (Figura 14).
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Figura 14. Andlisis de la expresion proteica a 3hrs de la induccién con IPTG, a gran
escala. Electroforesis SDS-PAGE.

Gel 1, Carril 1: MPM AccuRuler RGB Prestained Protein Ladder. Carriles 2-4: Control
negativo de la induccion. Fraccion total, soluble e insoluble, respectivamente. Carril 5:
Fraccion total de la expresion del transformante de interés. Carriles 6-9: Fraccion insoluble
de la expresion del transformante de interés tratado con 2, 4, 6 y 8 M de urea,
respectivamente. Carriles 10-13: Fraccion soluble de la expresion del transformante de
interés.

Gel 2, Carril 1: Fraccion total de la expresién del transformante de interés de un duplicado.
Carriles 2-5: idem a carriles 6-9 (gel 1) de un duplicado. Carril 6: MPM AccuRuler RGB
Prestained Protein Ladder. Carriles 7-10: idem a carriles 10-13 (gel 1) de un duplicado.

FT (fraccion total). FS (fraccion soluble). Fl (fraccion insoluble). C- (control negativo). S
(expresion del transformante de interés). d (duplicado). 2, 4, 6 y 8 (concentraciones de urea
expresada en M). Con la flecha se marca His-SrpA en FI.
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llegan a los mismos resultados que los obtenidos en el ensayo de
expresion anterior. Es decir, se obtuvo la expresion heterdloga de His-
SrpA (carriles “SFT”) y que la proteina de interés se encuentra en la
fraccion insoluble (carriles “SFI”). His-SrpA no se observa en el control
negativo (carril “C-FT”). Se observa ademas que para todas las
concentraciones de urea ensayadas se solubiliza el contenido proteico de
la fraccidn insoluble (carriles “SFI” a concetraciones de urea 2, 4,6y 8 M).
En esta figura no se observa la banda correspondiente a la lisozima
debido a que en el procesamiento de las muestras se utilizd6 en menor

cantidad.

En los resultados de expresion presentados anteriormente llama la
atencion la cantidad elevada de contenido proteico en la fraccion
insoluble. Esto se podria deber a que el procesamiento de las muestras
no fue 100% exitoso. Creemos que el lisado celular con lisozima no haya
sido del todo efectivo, y que células sin lisar formen parte de la fraccidon
insoluble.

Si bien realizamos con éxito la expresion heteréloga de SrpA, teniendo en
cuenta que nuestro objetivo es purificarla para producir los anticuerpos de
interés, creemos que esta alta cantidad de proteinas en la fraccion podria
afectar el rendimiento en la purificacion. En consecuencia, como segunda

alternativa se probo realizar la lisis celular de las muestras por el método
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de lisis por sonicado. El resultado de este procesamiento se analizé por

electroforesis SDS-PAGE (Figura 15).

MPE ST N bk ] S5 S SFTd CFT C-FS C

Figura 15. Andlisis de la expresidon proteica a 3hrs de la induccién con IPTG y
lisis celular por sonicado. Electroforesis SDS-PAGE. Carril 1: MPM AccuRuler RGB
Prestained Protein Ladder. Carriles 2-4: Expresion del transformante de interés.
Fraccion total, insoluble y soluble, respectivamente. Carriles 5-7: Expresion del
transformante de interés de un duplicado. Fraccion soluble, insoluble y total,
respectivamente. Carriles de 8-10: Control negativo de la induccion. Fraccién total,
soluble e insoluble, respectivamente.

FT (fraccién total). FS (fraccion soluble). FI (fraccidn insoluble). C- (control negativo).
S (expresion del transformante de interés). d (duplicado). Con la flecha se marca His-
SrpAen Fl.

Como puede observarse en la figura anterior se obtuvd la expresion
recombinante de His-SrpA y ésta se encuentra en la fraccién insoluble en
concordancia con los resultados anteriores (carriles “SFT” y carriles
“SFI”). En el control negativo no se observa la proteina en cuestidon
(carriles “C-FT”). Sin embargo, a pesar de haberse aplicado otro método

de lisis celular se obtuvé de igual forma altos niveles de contenido
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proteico en la fraccion insoluble (carriles “SFI”). Por lo cual, previd a la
purificacion de SrpA se deben ajustar las condiciones para un
procesamiento adecuado de las muestras que permita reducir estos

niveles.
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5. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

De acuerdo a los objetivos planteados, el primero de éstos a cumplir era
obtener y amplificar la secuencia codificante de srpA de A. nidulans. Este
paso es necesario para expresar la proteina recombinante de interés en
un organismo con las caracteristicas de E. coli. Para cumplir con dicho
objetivo en primera instancia se intenté amplificar la secuencia codificante
mediante RT-PCR, pero no se tuvo exito. Esto pudo deberse a que el nivel
de expresion de srpA no es lo suficientemente alto como para que la
reaccion sea exitosa. Sin embargo, la obtencién y amplificacién de la
secuencia codificante si se logré aplicando la técnica de Fusion-PCR.
Para la amplificacion in vivo de la secuencia de interés se logré el clonado
de ésta en el vector de propagacion pGEM-T Easy y la transformacién de
E. coli DH5a. También se logré el subclonado de la secuencia en un
vector apropiado para la expresiéon heterdloga de la proteina en cuestion,
pET28a. Se logro verificar por secuenciacién que el marco de lectura del
plasmido y de la secuencia de interés en el plasmido recombinante
obtenido se encontraran en fase y no se detectaron mutaciones en dicha
secuencia. Por ultimo, se logré la transformacion de una cepa E. coli
apropiada para expresion proteica, BL21, con el inserto de interés
“‘pET28a-his_srpA” y se logré poner a punto la expresién proteica inducida
por IPTG. De este modo se logré cumplir con el objetivo general de la

presente tesina, producir la proteina SrpA de A. nidulans en Escherichia
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coli para la produccidon de anticuerpos. Estos anticuerpos seran utilizados
en ensayos que permitan determinar el posible rol de los codones 24/25
en la interaccion temprana de SRP con los RNC que estén traduciendo

UreA (RNC-UreA).

Como perspectivas a corto plazo se plantea que previo a la produccion de
anticuerpos debemos realizar la purificaciéon de la proteina recombinante
SrpA. Para ello en primera instancia se deben optimizar las condiciones
de procesamiento adecuado de las muestras de expresion que nos
permitan obtener una fraccidn insoluble con menores niveles proteicos de
modo que no se vea afectado el rendimiento de la purificaciéon. Una vez
realizada la purificacidon, la banda purificada de SrpA sera analizada por
espectrometria de masas para verificar que hayamos obtenido la proteina

de interés.
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7. ANEXO

Secuencia genémica del gen ureA

AGTAGTCTCGCCAATCTTGTCTCAGTGTGCTTTGCCCGCAAATCTCGTTCTAGACTGGTATCTTGC
CTCGCTACCGGCGGGAATACGAAGTATAGGTAAGGGTCTGCATGGTTCACCTCAACAGCCGCCTAT
CGACTTAATCCCGTCATGGATGTCAAGGAAACGCTTGGATTGGGGCTGGATTGTAATTAGAAATAT
ATGCCTTGAATCTCATTCGACACTAGTTAACTCACGAAACCTGGAGCAGTCGAAGATAGTATCACA
CCCCACGCTCCAAGCCTCTGGGGTCAGCTTGTCCTGGGTCCATGTGGTCGATGCACCGATGACAAG
GGAGATCAGATAAGGAATCCAGATCTCGAAGCCACGGGCAAACGCGGTATTCGCTACCCGGGTCCT
GGTTTGTGGGAATGTTAACGATCTGTAGCCTCTAGTAATCATTCAAGTAACCTGTGGGCTCTTCGC
GTATGGCATATTCGGCGTATTCTATGGGCTCTTGAGTCCTGGGCCTTTGAGGTATATCCTCTCTAA
CTGCCCGCAGAACTGGCGAAAACTCATTGCAAGAACTTTTTGTCACCATTGTATGCTTACCTGGGC
ACTGTGGGCAGGCCTTCTTGGGAGTCCAACCCTCCTACGGTCTACTTGGGATTAGGACGATATTCC
TCCCTACTTCGTAGACTAACTCCCAGTGGAAGCATTTGGGGGGAGAGGTTCGATGTGTGGATTATA
ATACTCTTGGGCGAAGAGACTGTTGCTATTGGTCTAGCAGAAAGACAGGACGAGTTCCAAAACGGC
TTGAGGTTGATAAGTGCTGAATATATTCCCTGTGCCAGAGGAGCCGTAGTAACCCTGATAGGCATT
TCCAGGGAGACAGCTGCACGTAGTCGGACAGTTCGGAGCTCTGGACATGTGGGGGAGCACAGAATC
GAAAAGATTAGTGGGAGTATCGAGTAAAACGTTATCTGCAGTCAAGTTATCAGTTCTCGAGAATGA
CCATGGCCCTTCTCTTCAATGCGTGCTTCGGCCATGGCCGGCCCGTCCCCAGTTCAACTGTCGGGC
CCGCTTATCAGCTGGCTTTCCCGTCCAATGGGATCACGTCAAGCTTTCCTGATAAGCCTACAATTT
TCCAATGGGATGATTTGCTTCTTCATCCACCACGATAACGAAACATCCTGCCCAGTAAGGTTAACT
CGCTGCTCCAGGCCATTCTTTTCAGAGACCCTGAGTACGAAGTGAAGGAATGATGGAGAAACCAAG
AGCTATGCCAAGCTCAATCCTTTATTACGAAACATGGTCGTCCTTATCATGCCTTCCACGAGCTGG
GACAGCTCTCCTTGTATCAGCCTCGTTCTTATTTATCATTGCATCGCCAATAATTACTTGTCTATC
GCGAGCTTCATCGATACTGCTTGAAGGTTGACGCAGCGGGATCGGAGATTTAAGTCCTTATATCAG
CCCGTCAGTCCCTGCTCTGAGTTGTCGCCATCACAACCTTAAAGATCTGGAAACTGCAGACACCAG
ACTGCCTGAAATTGTACTACGAAGTAGAGCAGTTGTTTTCTGTTGAGGTTGCTAGTTCTCCACTGG
TTCTTCGGTTATCCAAAATGGTTGCGGTTATAGCTGCCCCCGATGAAGCCGGGGTAGAGACCGTTA
CGTTCACTGCTCCCCTCACCCAAGGGTTTGGGTACGGGATCATCATCGGGCTCGGGTTCGCCTTTG
CCCTGGTCATGATCTTCATCACCTGGTCCCTAAAGAGGTAAGTTTTGTCAGACATTGGTTTCGAGC
AGGACTAACGGTCTAGGTATCAACATGAGATTATCACGTCTGAGATGTTCTCCACAGCTGGACGGA
GTGTCAAGTCTGGCCTGGTGGCCTCTGCTGTCGTGAGCAGTTGGACCTGGGCAGCTACTCTGCTGC
AATCTTCGGCCGTGGCCTACCAGTACGGCACCTCGGGGCCGTTCTTCTATGCATCGGGTTGGTCTT
CACCCCGGTATGACACGAAGGATATACTGACAGTTTGCAGGCGCCACCGTTCAGATCATCTTGTTT
GCAACGCTCGCCATTGAACTCAAGAGACGCGCGCCTAACGCACACACATTCCTGGAAGCCATCCGT
GCCCGTTACGGTACCGTCGTACATCTCGTCTTCATCGTTTTCTGCCTGATGACCAACATCCTCGTT
ACGGCCATGCTGCTCACTGGCGGCGCAGCGGTGCTCAACTCTATGACTGGCGTCCCAGTTGTTGCA
GCCTGCTTCCTCCTCCCAATCGGTGTGGTTCTGTACACCCTTTTCGGAGGCATTAAAGCAACATTC
ATCACCGACTATATGCACACTGTTGTCATTGTCGTGATCATCTTCATCTTCGCTTTCTCTGCCTAC
GCCAGCAACGACCGTCTTGGCTCCCCCGGCAAAGTCTATGACCTCCTCGTCCAAGCTGCTCTGCGC
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AATCCGGTTTCAGGGAACGCTGAAGGTAGCTACCTCACCATGCGCTCCAAAGATGGCGGTATCTTC
TGGGTCATCAACCTCGTCGGTAACTTCGGCACTGTCTTCCTGGACAACGGCTACTACAACAAGGCC
ATCGCCGCGCACCCAGTCCACGCTTTCCCTGGATATGTCATCGGCGGTCTCTGCTGGTTCGCTATT
CCCTGGCTCTGCGCGACAACGATGGGTCTCTCTGCACTTGCGCTAGAGGGAACGCGCCGCATTGCC
TCCGTTGACGTAACAGCCGGCCTCGTCCTTCCCTTTGCATCTGTCGAACTCCTCGGATATAGTGGC
GCAGTATGCACAACCCTTATGATCTTTATGGCCGTGACCTCTGCCTTCTCGGCCCAGCTCATCGCC
GTGTCCTCGATCCTCACCTACGATATCTACCAAGCCTACATCAACCCTGCCGCAAAGGGCAAACGC
CTCGTCTGGGTCTCGCACCTCTCCTGCGTAGTCTTCGCAATCGCGATGGCTGCCTTTGCGACAGGT
CTTCACTACGCTGGTATCGGTATGGGCTATCTCTACCTTCTCATGGGCGTCATCATCTCCTCAGCC
GTGTTCCCGGGCGCCATGACCCTCGTCTGGAAGGGGCAGAACTGGATCGCGGCAGCCGCCTCTCCA
GTTTTGGGCCTCGCAATGTCCCTGGTTGCGTGGCTTGTTACAACAAAGACAGAGTATGGCGTCTTC
ACCGTCGAAACCACAGGAGCAAACTACCCCATGCTAGCGGGCAACGTCGCCGCCCTTCTCAGCCCT
GTCGTCTTCTCGCCAGTCTTGACATACCTCTTCGGCCCTCAGAATTACGACTACGAATCCATGCGC
GCCATCCGCAAAGTCGATGACTCGGATGTCGCCGCGGCGGCGCACGTCGACCTCGAGCTCATTCCC
GGCGCTTCCAATACAAACTCGTCCCCTTCACAGCAACAGCAAGAGGAAGAGGAAATAAGAAAACTC
AACAAAGCCGCATTTATTTCCCGCTGTCTCACAGTTGGCATGGTAATTTGTTTCTTGATCCTCTGG
CCTATACCCATGTATGGCAGCGGGTACGTCTTCAGCAAGAAGTTCTTCACAGGCTGGGTTGTTGTG
GGCATCATCTGGCTCTTTGGGACTGCGTTCGGGGTGATTCTATTCCCGCTCTGGGAGGGTAGGAGC
AGTATCAAAAGGGTTGGTAAGCTTATGCTGCTCGATGCGATGGGAAGGCAGTGGAAAAGCAGTGCT
CTGGTAGGCCAGGGAGACGAAGAGAGTGAAGAGTCTGGGTCTGGTGCTGTTACACCGAGCGAGAAG
ATTGTTGCAAAATGAGTGTGTTCATATATCTTGCGTTGTTGTGTGTTCAGCTAGCTAGATTCATTT
ATGTTTTGCGTTTGATTCAATTATACCCCACTCGTTACACATGTACCAAGTTTTTATACCAGGGTG
GCGACCAGCGTTCATGATAAGATAGCTTATATAGAATATGGCTATTTCATTAAGCATTATAATTCA
TTCTTACGGACCCTAGCTGAAGCAGTTATGTCGTCCAAGCCGTCATTAACTTTATAGAGCGAAATA
TAGAATTACAAACTGGAAAGACAAGAGCAATGTTCCCTCCAGAGATCAACCCCAACAGACCATAGA
ACAGTAACTTAGGTATCGTCATCAATCTGAGAGTAAACTCCAGTCTTTCGAGGACCTGACGAACAC
TGCCTCAGAGGCATTTGCCATGAGCGCATCACTTATACGCATACGGCTGTGGTGGCGGTGATGTAG
CCCCCGACGCTACGGGAGGATACTGCATTTGCTGCTGCGGGGTTTGCTGCTGCTGATACCCCCCAA
AGTATGCCTGCGGCGGAGGTTGTGGTCCGTAGCCTGCATTTGGGGGCGGCCGAGTGTCTGGGTTAA
TATCGGGGCGATCACTATTCTTGTTAGTTTATGAACAATATAAGCATGTACTGAGAAGCAGTGGAT
CAGATGAAAAAAGGAGAGCATAAGGCAAGGGAAGGATATACCGCAAGTCCTGGGTAAATCGGCATG
TGTAGCATGTAACTTCCTTGTACTTGTGCATTGCTAATGGGATCACGGGCTGTATGGGATATGTCA
GTTCCTTTTCTTCGGTACAATACTGCCTTTAGCAAAGGCAGGATAGTGCCATACAATGAAGCAGAT
CGTGAAGAATGGCCTGTATACATGCGTTAGCCCCAGGCGTAGTTAGTTAACTCAGGACAACATACC
ATCGTGTCACACACCGTCCATTCCAATGGTTGCCTGTACGGAGTTTAGTGCCAGATCCATTGGTAA
CTGTTGAACAGCAGCCACGCCGTGTCCTTGTC TCAGAAATCGGGACTA

Referencias:

Con fondo amarillo y subrayado: cebadores

En letra roja: intrones
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Secuencia gendmica de srpA

Sec genomica AN8246 AspGDB
>AN8246|srpA COORDS:Chrll_A_nidulans_FGSC_A4:1263977-
1265638C (1662 nucleotides)

ATGGTTCTTCAGGATC
TAGGGCGGCGAATCAACGCCGCCGTCAATGACTTGACTCC S ACCARRRGE T ~.C
GCCCCGCCTACGTATACGACAACTGAAAGATGCTGATTTTAGGAGTAAAGGECTTICCGAAGAGATGC
TAAAGGAGATCTGCGCCGCCCTTCTCTCTGCCGACGTCAACGTTCGTCTTGTTCAGTCACTCCGCA
AGTCTATTAAAGCCAGCGTCAACTTCGCCTCCCTCCCTGCAGCCGTGAACAAGARACGAGTGATTC
AAAAGGCCGTCTTCGATGAGCTCGTAGCCTTGGTCAACCCACATGCAGAGCCATTTCGCCCTAAGA
AAGGCCGATCARATGTCATCATGTTCGTCGGTCTGCAGGGTGCAGGTAARACGACAACCTGTACCA
AGCTTGCCCGACACTATCAAATGCGCGGGTTCAAGACGGCCCTCGTTTGTGCAGACACTTTTCGAG
CTGGTGCTTTCGATCAACTGAAGCAGAACGCGACAAAAGCTAAGATTCCGTACTACGGTAGCTTAA
CACAAACCGACCCGGCTGTCGTAGCAGCAGAGGGTGTAGCCAAATTCAAGAAGGAGCGATTTGAGA
TTATTATTGTTGATACTAGTGGTCGTCACAAGCAGGAAGAACAGCTGTTTACGGAAATGACCCAAA
TCCAGACGGCGGTGACGCCTGACCAGACTATTCTTGTGCTTGATGGAACAATTGGACAAGCCGCGG
AGGTGCAATCCTCGGCCTTTAAAGCCACTGCAGATTTTGGAGCTATCATAATCACAAAGACCGATG
GTCATGCAGCAGGTGGAGGTGCTATCTCTGCAGTCGCAGCCACTCATACCCCTATTATCTTTCTTG
GAACTGGTGAGCATATGATGGATTTGGAGCGTTTCGAACCCAAAGCATTTATCCAGAAGCTTCTTG
GTATGGGTGACATGGCGGGCTTAGTCGAGCACGTTCAGGCCGTAACGAAGGACTCAGCCGCTGCCA
AGGAAACCTACAAGCATATCGCTGAAGGTATTTATACCCTCCGCGACTTCCGCGAAAACATTACAT
CAATCATGAAGATGGGCCCGCTGTCARAGCTTTCCGGTATGATCCCTGGCTTGTCARATCTTACCG
CCGGCCTTGACGATGAGGACGGCTCCATGAAACTGCGCCGCATGATCTATATATTTGACAGCATGT
CAGCCGTCGAATTGGACAGCGACGGCAAGATCTTTGACACACAGCCGAGCCGAATGGTTCGTATTG
CCCATGGTAGCGGCACTTCAGTGCGCGAAGTTGAGGATCTCCTGTCACAACACCGCATGATGGCCG
GGATGGCGAAGCGTGTCGGTGGCCAGAAGAAGCAAATGCAACGAGCACAGAATATGCTCAAGGGTG
GCAACAAGGATCAACAGCTTGCTGCTATGCAGAAGCGGATGGCCTCGATGGGTGGAGCTGGTGGCA
TGGGCGGCATGCCCGGAATGGGCGATATGGCGAAGATGATGCAGATGCTGCAGGGCCAAGGCGGCG
GCGGCGGCGGCGGCGGTGGTGGTGGTGGGCTGCCAGGTCTTGGTGGGATGGACTTGCAGTCGATGA
TGAGCCAGATGAGCGGGTTGATGGGCGGTATGGGAGGTGGTGGAAGGGGACGGGGACGGTAG

Referencias:
En letra negra: secuencia codificante
En letra roja: intrén

Con fondo celeste: codén stop
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Con fondo verde: coddn de inicio

Srp540UTFw
5! 3'
Srp540UTRyv

5' 3'

Con Fondo de colores: cebadores hibridos Fusion-PCR de la siguiente

forma:

EliminSRP54fw

5' ACGAAAAGGCCTTCGAAGAGATGCTAAAGG 3'
Subrayado: corresponde al exon 1

Sin subrayar: corresponde al exon 2

FusionRvSrp54

5' CCTTTAGCATCTCTTCGAAGGCCTTTTCCTEOACAIMACEIGAD >

Subrayado: corresponde al exén 2

Sin subrayar: corresponde al exén 1
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Secuencia codificante de srpA

Sec.codificante AN8246 AspGDB

>AN8246|srpA COORDS:Chrll_A_nidulans_FGSC_A4:1265638-
1263977C Exon(s) only sequence (1608 nucleotides)
ATGGTTCTTCAGGATCTAGGGCGGCGAATCAACGCCGCCGTCAATGACTTGACTCGGTCACCTAAT
CTGGACGAAAAGGCCTTCGAAGAGATGCTAAAGGAGATCTGCGCCGCCCTTCTCTCTGCCGACGTC
AACGTTCGTCTTGTTCAGTCACTCCGCAAGTCTATTAAAGCCAGCGTCAACTTCGCCTCCCTCCCT
GCAGCCGTGAACAAGAAACGAGTGATTCAAAAGGCCGTCTTCGATGAGCTCGTAGCCTTGGTCAAC
CCACATGCAGAGCCATTTCGCCCTAAGAAAGGCCGATCAAATGTCATCATGTTCGTCGGTCTGCAG
GGTGCAGGTAAAACGACAACCTGTACCAAGCTTGCCCGACACTATCAAATGCGCGGGTTCAAGACG
GCCCTCGTTTGTGCAGACACTTTTCGAGCTGGTGCTTTCGATCAACTGAAGCAGAACGCGACAAAA
GCTAAGATTCCGTACTACGGTAGCTTAACACAAACCGACCCGGCTGTCGTAGCAGCAGAGGGTGTA
GCCAAATTCAAGAAGGAGCGATTTGAGATTATTATTGTTGATACTAGTGGTCGTCACAAGCAGGAA
GAACAGCTGTTTACGGAAATGACCCAAATCCAGACGGCGGTGACGCCTGACCAGACTATTCTTGTG
CTTGATGGAACAATTGGACAAGCCGCGGAGGTGCAATCCTCGGCCTTTAAAGCCACTGCAGATTTT
GGAGCTATCATAATCACAAAGACCGATGGTCATGCAGCAGGTGGAGGTGCTATCTCTGCAGTCGCA
GCCACTCATACCCCTATTATCTTTCTTGGAACTGGTGAGCATATGATGGATTTGGAGCGTTTCGAA
CCCAAAGCATTTATCCAGAAGCTTCTTGGTATGGGTGACATGGCGGGCTTAGTCGAGCACGTTCAG
GCCGTAACGAAGGACTCAGCCGCTGCCAAGGAAACCTACAAGCATATCGCTGAAGGTATTTATACC
CTCCGCGACTTCCGCGAAAACATTACATCAATCATGAAGATGGGCCCGCTGTCAAAGCTTTCCGGT
ATGATCCCTGGCTTGTCAAATCTTACCGCCGGCCTTGACGATGAGGACGGCTCCATGARACTGCGC
CGCATGATCTATATATTTGACAGCATGTCAGCCGTCGAATTGGACAGCGACGGCAAGATCTTTGAC
ACACAGCCGAGCCGAATGGTTCGTATTGCEEATEETAGCGGCACT TCAGTGCGCGAAGTTGAGGAT
CTCCTGTCACAACACCGCATGATGGCCGGGATGGCGAAGCGTGTCGGTGGCCAGAAGAAGCARATG
CAACGAGCACAGAATATGCTCAAGGGTGGCAACAAGGATCAACAGCTTGCTGCTATGCAGAAGCGG
ATGGCCTCGATGGGTGGAGCTGGTGGCATGGGCGGCATGCCCGGAATGGGCGATATGGCGAAGATG
ATGCAGATGCTGCAGGGCCAAGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGETGGTGGTGGTGGGCTGCCAGGT
CTTGGTGGGATGGACTTGCAGTCGATGATGAGCCAGATGAGCGGGTTGATGGGCGGTATGGGAGGT
GGTGGAAGGGGACGGGGACGGTAG

Referencias:

Letra negra: secuencia codificante
Con fondo verde: coddn de inicio
Con fondo amarillo: codén de terminaciéon

Subrayado: cebadores de RT-PCR
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Con fondo celeste: sitio de corte para Ncol

Secuencia de interés producto de Fusion-PCR

para la configuracién con “tag” de histidinas en extremo N-
terminal:

ATGGCTAGCATGGTTCTTCAGGATCTAGGGCGGCGAATCAACGCCGCCGTCAATGACTTGACTCGG
TCACCTAATCTGGACGAAAAGGCCTTCGAAGAGATGCTAAAGGAGATCTGCGCCGCCCTTCTCTCT
GCCGACGTCAACGTTCGTCTTGTTCAGTCACTCCGCAAGTCTATTAAAGCCAGCGTCAACTTCGCC
TCCCTCCCTGCAGCCGTGAACAAGAAACGAGTGATTCAAAAGGCCGTCTTCGATGAGCTCGTAGCC
TTGGTCAACCCACATGCAGAGCCATTTCGCCCTAAGAAAGGCCGATCAAATGTCATCATGTTCGTC
GGTCTGCAGGGTGCAGGTAAAACGACAACCTGTACCAAGCTTGCCCGACACTATCAAATGCGCGGG
TTCAAGACGGCCCTCGTTTGTGCAGACACTTTTCGAGCTGGTGCTTTCGATCAACTGAAGCAGAAC
GCGACAAAAGCTAAGATTCCGTACTACGGTAGCTTAACACAAACCGACCCGGCTGTCGTAGCAGCA
GAGGGTGTAGCCAAATTCAAGAAGGAGCGATTTGAGATTATTATTGTTGATACTAGTGGTCGTCAC
AAGCAGGAAGAACAGCTGTTTACGGAAATGACCCAAATCCAGACGGCGGTGACGCCTGACCAGACT
ATTCTTGTGCTTGATGGAACAATTGGACAAGCCGCGGAGGTGCAATCCTCGGCCTTTAAAGCCACT
GCAGATTTTGGAGCTATCATAATCACAAAGACCGATGGTCATGCAGCAGGTGGAGGTGCTATCTCT
GCAGTCGCAGCCACTCATACCCCTATTATCTTTCTTGGAACTGGTGAGCATATGATGGATTTGGAG
CGTTTCGAACCCAAAGCATTTATCCAGAAGCTTCTTGGTATGGGTGACATGGCGGGCTTAGTCGAG
CACGTTCAGGCCGTAACGAAGGACTCAGCCGCTGCCAAGGAAACCTACAAGCATATCGCTGAAGGT
ATTTATACCCTCCGCGACTTCCGCGAAAACATTACATCAATCATGAAGATGGGCCCGCTGTCAAAG
CTTTCCGGTATGATCCCTGGCTTGTCAAATCTTACCGCCGGCCTTGACGATGAGGACGGCTCCATG
AAACTGCGCCGCATGATCTATATATTTGACAGCATGTCAGCCGTCGAATTGGACAGCGACGGCAAG
ATCTTTGACACACAGCCGAGCCGAATGGTTCGTATTGCCCATGGTAGCGGCACTTCAGTGCGCGAA
GTTGAGGATCTCCTGTCACAACACCGCATGATGGCCGGGATGGCGAAGCGTGTCGGTGGCCAGAAG
AAGCAAATGCAACGAGCACAGAATATGCTCAAGGGTGGCAACAAGGATCAACAGCTTGCTGCTATG
CAGAAGCGGATGGCCTCGATGGGTGGAGCTGGTGGCATGGGCGGCATGCCCGGAATGGGCGATATG
GCGAAGATGATGCAGATGCTGCAGGGCCAAGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGTGGTGGTGGTGGG
CTGCCAGGTCTTGGTGGGATGGACTTGCAGTCGATGATGAGCCAGATGAGCGGGTTGATGGGCGGT
ATGGGAGGTGGTGGAAGGGGACGGGGACGGTAGCTCCACTGCG

Referencias:
En negrita secuencia codificante de srpA

Con fondo celeste: sitio de corte para Ncol
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En letra azul y subrayado: sitio de corte para Nhel

En letra rosada vy subrayado: sitio de corte para Xhol

Subrayado: cebadores “nested”, de la siguiente forma:

HisSRP54NheF

5 ATGGCTAGCATGGTTCTTCAGGATCTAGGG 3'

HisSRP54Xhor

5' CGCACTCGAGCTACCGTCCCCGTCCCCTTC 3

para la configuracion con “tag” de histidinas en extremo C-

terminal:

ATACCATGGTTCTTCAGGATCTAGGGCGGCGAATCAACGCCGCCGTCAATGACTTGACTCGGTCAC
CTAATCTGGACGAAAAGGCCTTCGAAGAGATGCTAAAGGAGATCTGCGCCGCCCTTCTCTCTGCCG
ACGTCAACGTTCGTCTTGTTCAGTCACTCCGCAAGTCTATTAAAGCCAGCGTCAACTTCGCCTCCC
TCCCTGCAGCCGTGAACAAGAAACGAGTGATTCAAAAGGCCGTCTTCGATGAGCTCGTAGCCTTGG
TCAACCCACATGCAGAGCCATTTCGCCCTAAGAAAGGCCGATCAAATGTCATCATGTTCGTCGGTC
TGCAGGGTGCAGGTAAAACGACAACCTGTACCAAGCTTGCCCGACACTATCAAATGCGCGGGTTCA
AGACGGCCCTCGTTTGTGCAGACACTTTTCGAGCTGGTGCTTTCGATCAACTGAAGCAGAACGCGA
CAAAAGCTAAGATTCCGTACTACGGTAGCTTAACACAAACCGACCCGGCTGTCGTAGCAGCAGAGG
GTGTAGCCAAATTCAAGAAGGAGCGATTTGAGATTATTATTGTTGATACTAGTGGTCGTCACAAGC
AGGAAGAACAGCTGTTTACGGAAATGACCCAAATCCAGACGGCGGTGACGCCTGACCAGACTATTC
TTGTGCTTGATGGAACAATTGGACAAGCCGCGGAGGTGCAATCCTCGGCCTTTAAAGCCACTGCAG
ATTTTGGAGCTATCATAATCACAAAGACCGATGGTCATGCAGCAGGTGGAGGTGCTATCTCTGCAG
TCGCAGCCACTCATACCCCTATTATCTTTCTTGGAACTGGTGAGCATATGATGGATTTGGAGCGTT
TCGAACCCAAAGCATTTATCCAGAAGCTTCTTGGTATGGGTGACATGGCGGGCTTAGTCGAGCACG
TTCAGGCCGTAACGAAGGACTCAGCCGCTGCCAAGGAAACCTACAAGCATATCGCTGAAGGTATTT
ATACCCTCCGCGACTTCCGCGAAAACATTACATCAATCATGAAGATGGGCCCGCTGTCAAAGCTTT
CCGGTATGATCCCTGGCTTGTCAAATCTTACCGCCGGCCTTGACGATGAGGACGGCTCCATGAAAC
TGCGCCGCATGATCTATATATTTGACAGCATGTCAGCCGTCGAATTGGACAGCGACGGCAAGATCT
TTGACACACAGCCGAGCCGAATGGTTCGTATTGCCCATGGTAGCGGCACTTCAGTGCGCGAAGTTG
AGGATCTCCTGTCACAACACCGCATGATGGCCGGGATGGCGAAGCGTGTCGGTGGCCAGAAGAAGC
AAATGCAACGAGCACAGAATATGCTCAAGGGTGGCAACAAGGATCAACAGCTTGCTGCTATGCAGA
AGCGGATGGCCTCGATGGGTGGAGCTGGTGGCATGGGCGGCATGCCCGGAATGGGCGATATGGCGA
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AGATGATGCAGATGCTGCAGGGCCAAGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGTGGTGGTGGTGGGCTGC
CAGGTCTTGGTGGGATGGACTTGCAGTCGATGATGAGCCAGATGAGCGGGTTGATGGGCGGTATGG
GAGGTGGTGGAAGGGGACGGGGACGGCTGGTGCCGCGCGGCAGCCTCGAGTGCG

Referencias:

En negrita secuencia codificante de srpA sin codén de terminacién
Con fondo celeste: sitio de corte para Ncol

En letra rosada vy subrayado: sitio de corte para Xhol

Subrayado: cebadores “nested”, de la siguiente forma:
SRP54HisNcof

5' ATACCATGGTTCTTCAGGATCTAGGG 3'

SRP54HisXhor
5|

CGCACTCGAGGCTGCCGCGCGGCACCAGCCGTCCCCGTCCCCTTC

3'

Ligacién de la secuencia de interés al vector pET-28a

Configuracion con “tag” de histidinas en extremo N-terminal

Ligacion:

CCGCGAAATHARTACCACTCACTATA GGECAATTCTCACCCCATAACAATTCCCCTCTAGAAATAA
TTTTGTTTAACT TTAAGCHESEEEA TATACCATGGGCAGCAGCGGEEEEEEEEE cc2cc
GGCETEETGCCECECEECAGCCATATGGCTAGCATEGT TCTTCAGGATCTAGGGCGGCGAATCAAC
GCCGCCGTCAATGACTTGACTCGGTCACCTAATCTGGACGAAAAGGCCTTCGAAGAGATGCTAAAG
GAGATCTGCGCCGCCCTTCTCTCTGCCGACGTCAACGTTCGTCTTGTTCAGTCACTCCGCAAGTCT
ATTAAAGCCAGCGTCAACTTCGCCTCCCTCCCTGCAGCCGTGAACAAGAAACGAGTGATTCAAAAG
GCCGTCTTCGATGAGCTCGTAGCCTTGGTCAACCCACATGCAGAGCCATTTCGCCCTAAGAARGGC
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CGATCAAATGTCATCATGTTCGTCGGTCTGCAGGGTGCAGGTAAAACGACAACCTGTACCAAGCTT
GCCCGACACTATCAAATGCGCGGGTTCAAGACGGCCCTCGTTTGTGCAGACACTTTTCGAGCTGGT
GCTTTCGATCAACTGAAGCAGAACGCGACAAAAGCTAAGATTCCGTACTACGGTAGCTTAACACAA
ACCGACCCGGCTGTCGTAGCAGCAGAGGGTGTAGCCAAATTCAAGAAGGAGCGATTTGAGATTATT
ATTGTTGATACTAGTGGTCGTCACAAGCAGGAAGAACAGCTGTTTACGGAAATGACCCAAATCCAG
ACGGCGGTGACGCCTGACCAGACTATTCTTGTGCTTGATGGAACAATTGGACAAGCCGCGGAGGTG
CAATCCTCGGCCTTTAAAGCCACTGCAGATTTTGGAGCTATCATAATCACAAAGACCGATGGTCAT
GCAGCAGGTGGAGGTGCTATCTCTGCAGTCGCAGCCACTCATACCCCTATTATCTTTCTTGGAACT
GGTGAGCATATGATGGATTTGGAGCGTTTCGAACCCAAAGCATTTATCCAGAAGCTTCTTGGTATG
GGTGACATGGCGGGCTTAGTCGAGCACGTTCAGGCCGTAACGAAGGACTCAGCCGCTGCCAAGGAA
ACCTACAAGCATATCGCTGAAGGTATTTATACCCTCCGCGACTTCCGCGAAAACATTACATCAATC
ATGAAGATGGGCCCGCTGTCAAAGCTTTCCGGTATGATCCCTGGCTTGTCAAATCTTACCGCCGGC
CTTGACGATGAGGACGGCTCCATGAAACTGCGCCGCATGATCTATATATTTGACAGCATGTCAGCC
GTCGAATTGGACAGCGACGGCAAGATCTTTGACACACAGCCGAGCCGAATGGTTCGTATTGCCCAT
GGTAGCGGCACTTCAGTGCGCGAAGTTGAGGATCTCCTGTCACAACACCGCATGATGGCCGGGATG
GCGAAGCGTGTCGGTGGCCAGAAGAAGCAAATGCAACGAGCACAGAATATGCTCAAGGGTGGCAAC
AAGGATCAACAGCTTGCTGCTATGCAGAAGCGGATGGCCTCGATGGGTGGAGCTGGTGGCATGGGC
GGCATGCCCGGAATGGGCGATATGGCGAAGATGATGCAGATGCTGCAGGGCCAAGGCGGCGGLCGGL
GGCGGCGGCGGTGGTGGTGGTGGGCTGCCAGGTCTTGGTGGGATGGACTTGCAGTCGATGATGAGC
CAGATGAGCGGGTTGATGGGCGGTATGGGAGGTGGTGGAAGGGGACGGGGACGGTAGLCTCGAG

Referencias:

Con fondo naranja: Promotor T7

Con fondo celeste: operador /ac.

Con fondo azul: His-Tag (6xHis).

Con fondo gris: Sitio de corte de Trombina.
Con fondo verde: codoén de inicio de srpA
Con fondo amarillo: codén de terminacion

En letra azul y subrayado: sitio de corte para Nhel

En letra rosada y subrayado: sitio de corte para Xhol
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