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1 Resumen

En un grupo de enfermedades denominadas enfermedades conformacionales
(PCDs), el mal plegamiento de una o varias proteinas llevan a un
funcionamiento celular defectuoso y en dltima instancia a la muerte de la célula.
La Esclerosis Lateral Amiotrofica (ELA) pertenece al grupo de las PCDs. En un
20% de casos de ELA familiar (ELAf) se han identificado mutaciones en el gen
sodl que codifica para la Cu/Zn superoxido dismutasa. En estos casos el mal
plegamiento de esta proteina se ha asociado a la formacién de agregados
intracelulares insolubles y a una ganancia toxica de funcién. Esto conduce a la
muerte de las motoneuronas, a una paralisis progresiva y la muerte del
individuo. Los mecanismos por los cuales se dan estas patologias no han sido
completamente elucidados. Para comprender los fendmenos que conducen al
mal plegamiento proteico en la célula, nos proponemos estudiar el efecto de la
sustitucion de codones sinénimos en la traduccion y plegamiento de la

proteina.

El objetivo principal de este trabajo es profundizar en los mecanismos que
llevan a la formacion de agregados proteicos a través del estudio de la
modificacion de codones sindbnimos. En particular nos proponemos estudiar el
efecto de la sustitucion de codones sindnimos en la secuencia codificante de la
enzima Cu/Zn SOD cuando es expresada en E. coli. Para ello se aplico el
algoritmo MinMax% sobre dicha secuencia, permitiendo identificar un
agrupamiento de cuatro codones raros que codifica para los aminoacidos S, N,
G y P. Para estudiar el efecto de la sustitucion de codones sin6nimos se
construyeron dos mutantes sindnimos dentro de este agrupamiento. Los
resultados preliminares muestran que al expresar dichos mutantes en la cepa
BL21 Star DE3 de E. coli a 30C durante 2 horas y posterior analisis median te
SDS-PAGE y Western Blot que ambos mutantes, al igual que la enzima
salvaje, se encontraban en la fraccién soluble. En cambio, al realizar el mismo
ensayo de expresion a 37<C, uno de los mutantes sin 6Gnimos se repartia entre
las fracciones soluble e insoluble en una relacién 3:1 respectivamente. Si bien
es necesario repetir estos experimentos y verificar su reproducibilidad, los
resultados sugieren que la sustitucién de estos codones sindbnimos en la Cu/Zn

SOD podria afectar la solubilidad de la proteina.



2 Introduccion

2.1 Plegamiento de proteinas

La comprensién de los mecanismos que establecen el plegamiento de una
proteina es uno de los temas mas intrigantes en Biologia Molecular. Las
proteinas deben alcanzar su conformacion nativa para ser funcionales, por lo
cual, el proceso debe ser preciso. Los primeros estudios sobre el plegamiento
proteico consistieron en ensayos de desnaturalizacion/renaturalizacion in vitro
como los realizados por Christian Anfinsen y colegas en las décadas de 1950-
60 [2], que concluyeron que la informacién necesaria para el plegamiento de
las proteinas esta contenido en su secuencia aminoacidica [3]. De acuerdo con
esto, las proteinas pueden plegarse de forma espontaneay, la estructura nativa
seria la mas estable termodinamicamente, fue desde entonces aceptado que el
plegamiento in vitro ocurre al igual que in vivo. Este concepto se ha vuelto
insuficiente a la hora de explicar el plegamiento proteico in vivo ya que
proteinas con idéntica secuencia de aminoacidos adoptan distintas
conformaciones al expresarse in vivo e in vitro [4]. Si bien se ha avanzado
sobre el conocimiento del plegamiento proteico, ain no se conocen con certeza
todos los factores que afectan el proceso por el cual las proteinas alcanzan su

conformacién nativa.

En la célula, las proteinas son sintetizadas en los ribosomas a partir de
informacion genética contenida en el ARNm celular. El plegamiento in vivo
puede darse de forma co-traduccional, lo cual significa que la proteina
comienza a plegarse antes de que se complete el proceso de traduccion [5].
Otras proteinas, sin embargo, adoptan la mayor parte de su conformacién
nativa luego de liberarse del ribosoma. Algunas proteinas culminan su
plegamiento dentro de compartimientos intracelulares como mitocondria 0 RE
(reticulo endoplasmico) en ribosomas asociados a sus membranas. En este
caso, el plegamiento puede ocurrir de forma co-traduccional o bien la proteina
puede adoptar su conformacién nativa luego de ser translocada a través de la
membrana. En muchos casos, el plegamiento proteico es asistido por

chaperonas moleculares, algunas de estas interactian con la cadena
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polipeptidica a medida que esta emerge del ribosoma, mientras que otras estan

implicadas en pasos posteriores del plegamiento [6].

Ademas de las chaperonas existen evidencias de que el ribosoma participa de
forma activa en el plegamiento proteico. Este proporciona el ambiente
adecuado para la interaccion de numerosos factores con el polipéptido
naciente, pero también existen evidencias de que participa de forma activa en
la formacion de estructuras secundarias dentro del tanel de salida cuando
todavia no ha terminado el proceso de traduccion [7]. M&s aun, tanto en
procariotas como en eucariotas se ha mostrado que el dominio V del rRNA de
la subunidad mayor del ribosoma posee actividad “chaperona”,
especificamente denominada PFAR (protein-folding activity of the ribosome)
[8]. EI dominio V del rRNA de la subunidad mayor del ribosoma asiste el
plegamiento de proteinas mal plegadas para que adopten su conformacion

nativa in vitro.

2.2 Uso de codones y su implicancia en el plegamien to proteico

Durante el proceso de traduccion la secuencia de bases presente en el ARNm
es leida en tripletes y traducida al lenguaje de los aminoacidos mediante el
codigo genético. Dado que el ARN esta formado por cuatro bases nitrogenadas
(Adenina, Citosina, Guanina y Uracilo) existen 64 posibles tripletes para
codificar los 20 aminoéacidos. El cdédigo genético es degenerado, lo cual
significa que un aminoacido puede estar codificado por mas de un triplete o
codén. Ademas, tres de estos 64 codones indican el final del proceso de

elongacién del polipéptido, por lo que se denominan “codones stop”.

Los codones que codifican para el mismo aminoacido se denominan
“sinbnimos”. No todos los codones sindénimos son utilizados de igual manera,

sino que existe un uso diferencial de los mismos.

Algunos de los factores que influyen en el sesgo en el uso de codones son:
seleccién para una alta velocidad y una mayor precision en el proceso de

traduccion, tipo de funcion génica, tamafio del gen y contexto en el genoma,



sesgo GC, sesgo mutacional especifico de hebra, conservacion de
aminoacidos, hidropatia proteica, seleccion transcripcional e incluso la
estructura y estabilidad del ARN [9].

El sesgo en el uso de codones es diferente para cada organismo [10, 11], esto
significa que cada organismo utiliza mas frecuentemente un determinado codon
para codificar un aminoacido. Estudios in silico sobre genes humanos sugieren
gue existe un sesgo en el uso de codones tejido especifico [12], por lo que
habria una preferencia en el uso de codones dependiendo del lugar de

expresion dentro de un mismo organismo.

La frecuencia con la que es utilizado un codén dado en una célula u organismo
puede ser estimado por la frecuencia en la que éste es utilizado en proteinas
con alto nivel de expresion, como las proteinas ribosomales [13]. Debido a que
las proteinas ribosomales poseen un alto nivel de expresion, la frecuencia con
la que utilizan determinados codones refleja la frecuencia de uso de codones a

nivel celular.

En algunos organismos se ha mostrado que existe una fuerte correlacion entre
el uso preferencial de codones y la frecuencia relativa de los ARN de
transferencia correspondientes [14], lo cual significa que la mayor frecuencia de
uso de un determinado codén se debe a una mayor concentracién de su ARNt.
Esta idea es hoy en dia aceptada, a pesar de haber sido puesta en discusion la

existencia de dicha correlacion [15].

Mediante varios estudios se ha observado que el uso de codones sinGnimos
afecta la expresion proteica, ya que se ve afectada la solubilidad de la proteina
expresada [16]. En estudios realizados con la enzima cloranfenicol
acetiltransferasa expresada in vitro, se observé que al reemplazar codones
sinénimos raros por frecuentes aumenta el nivel de expresion pero la actividad
enziméatica disminuye [17]. A su vez, mediante ensayos de expresion in vitro de
las proteinas CAT y rodanasa se observo que la cinética de traduccidn no era
constante y que existian pausas durante dicho proceso ya que se observan
varias bandas con distinto peso molecular y un patron determinado en el
analisis por SDS-PAGE, un fendmeno que fue descripto por Hardesty y

colaboradores [18]. Estudios realizados con la proteina EQFABP1 (Proteina de
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unién a acidos grasos de Echinococcus granulosus), donde se sustituyeron
gradualmente codones sindnimos en un loop entre dos alfa hélices, mostraron
gue dichas mutaciones silentes afectan la solubilidad de la enzima al ser
expresada en E. coli, y que este cambio es capaz de inducir el stress celular
[19].

Estudios més recientes sobre la a-hemolisina expresada en E. Coli [20]
evidenciaron que existen cinco codones que influyen de manera significativa
sobre el nivel de exocitosis de dicha proteina. Cuando estos codones son
sustituidos por codones mas abundantes, aumenta la concentracion intracelular
de a-hemolisina, mientras que cuando éstos codones son cambiados por los
menos frecuentes disminuyen en un 50%-~ los niveles de a-hemolisina
intracelular. A su vez, en ambos casos, la a-hemolisina intracelular se
encuentra formando cuerpos de inclusion, lo que denota la importancia del
cambio de codones sindnimos en este contexto. Por otro lado, en un intento por
mejorar los niveles de expresion del Factor de necrosis tumoral (TNFa) se
sustituyeron aproximadamente el 80% de sus codones raros por los mas

frecuentes resultando en una proteina téxica al expresarla en E. coli [21].

Para investigar si la velocidad de traduccién afecta la estructura proteica, es
necesario medir dicha velocidad. Hay varios estudios in silico que se pueden
realizar para estimar tedricamente la velocidad relativa de traduccion, como por
ejemplo el algoritmo MinMax% [1]. A partir de la frecuencia de uso de codones,
el algoritmo MinMax permite determinar la velocidad de traduccion a lo largo de
toda la secuencia codificante que se desea analizar, pudiéndose determinar
zonas enriquecidas en codones raros y zonas con predominancia de codones

frecuentes.

Otro método para estudiar agrupaciones de codones raros y frecuentes es el
indice de adaptacién de codones (CAlI — Codon Adaptation Index). El CAI fue
empleado para estudiar el uso de codones y la estructura de varias proteinas;
en dicho estudio se analizo la distribucion de los codones lentos dentro del
ARNmM y se observo que dichos codones se ubican preferentemente en los
limites de los dominios proteicos [22]. Ademas se observdé que hay una
tendencia de los codones rapidos a codificar alfa hélices, mientras que de los



codones mas lentos tienden a codificar regiones conectoras y extremos de

segmentos [23].

2.3 Enfermedades conformacionales

Muchas proteinas biolégicamente activas, por ejemplo la actina y la tubulina, se
encuentran formando oligomeros [Figura 1], en donde éstas se ensamblan
formado un sofisticado complejo supramolecular que puede cumplir roles
importantes en la célula, pero la formacién de éstas estructuras se encuentra
sumamente controlada y regulada. Por otra parte, varios estudios muestran que
durante el proceso de plegamiento, las estructuras secundarias y el grado de
compactacion del polipéptido varian enormemente, lo cual sugiere que existen
varios estados intermedios desde el la cadena totalmente desplegada hasta la
proteina nativa [24, 25]. Estos estados conformacionales de la cadena
polipeptidica son los precursores de los agregados, que eventualmente llevan a

la formacion de fibras amiloides [26].

La acumulacién de agregados proteicos es comunmente asociada con una
severa degeneracion celular en los sitios de deposicion, pero los mecanismos
precisos que llevan a la agregacion proteica aun no han sido elucidados. No
esta claro si la formacién de agregados conduce a la degeneracioén celular, o si
simplemente son producto de ésta en la patologia. Sin embargo, se ha
establecido que el mal plegamiento y la agregacion junto con la degeneracion

celular son procesos acoplados [27].

En las ultimos décadas, varias enfermedades humanas han sido asociadas al
mal plegamiento proteico por lo que se las ha agrupado bajo el nombre de
PCDs de protein conformational disorders. Dentro de este grupo se encuentran
la enfermedad de Alzheimer, Encefalopatias espongiformes, la enfermedad de
Huntington, fibrosis quistica, diabetes de tipo 2, la enfermedad de Parkinson y

la esclerosis lateral amiotréfica (ELA) entre otras [28].

Las posibles causas de estas enfermedades no han sido establecidas

completamente pero se ha propuesto que podrian deberse a mutaciones en la



estructura primaria de las proteinas involucradas, variaciones en las
modificaciones post-traduccionales, entre otros, lo cual llevaria en muchos

casos la formacion de agregados insolubles en las células [29].

En general la formaciobn de agregados proteicos insolubles en las
enfermedades conformacionales no se producen en todos los tejidos donde se
expresa dicha proteina, sino que la agregacion ocurre en un tejido en particular
[30]. A pesar de los grandes avances, alun no se conocen totalmente los
mecanismos involucrados en la formacién de estos agregados, ni como estos

serian los causantes de las diferentes patologias [28].
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Figura 1. Representacion esquematica del proceso de auto-agregacién proteica. La
asociacién de proteinas propensas a la agregacion puede llevar a la formacion de distintos
tipos de agregados, como los agregados amorfos, oligdbmeros globulares, oligomeros
anulares y fibras amiloides [7].



2.4 Esclerosis lateral amiotrofica

La Esclerosis Lateral Amiotréfica (ELA) es una enfermedad neurodegenerativa
caracterizada por la muerte selectiva de las motoneuronas, que provoca atrofia
muscular, paralisis y eventualmente la muerte del individuo. Aproximadamente,
un 10% de los casos de ELA son familiares (ELAf), de los cuales un 20% han
sido asociados a mutaciones en el gen 1 de la superéxido dismutasa, que
codifica para la enzima superoxido dismutasa citosdlica [31]. Se han
encontrado mas de 100 mutaciones en la region codificante del gen sodl
[Figura 2], entre las cuales hay predominantemente mutaciones puntuales, pero
también se han encontrado deleciones e inserciones [32]. Ademas, dicha
enfermedad se ha asociado a un mal plegamiento y agregacion del
homodimero Cu/Zn SOD [33]. Sin embargo, aun no se ha dilucidado el o los

mecanismos por los cuales se promueve la agregacion de la enzima [34].
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Figura 2. Representacion de la estructura secundaria de la enzima SOD1 [13]. El diagrama
muestra la ubicacién de las mutaciones asociadas a casos de ELAf (A) y la estructura del
monomero de SOD1 (B). Los iones de cobre y zinc se muestran como esferas verdes y grises
respectivamente y los puentes disulfuro de muestran en rojo. Las mutaciones puntuales,
deleciones e inserciones son indicadas con una linea, mientras que las mutaciones que causan
extremos C-terminales truncos se esquematizan con una tijera.
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Solamente un 2-3% de los pacientes con ELA poseen mutaciones en el gen
sodl [35]. Aunque esta es una pequefia proporcion del total de los casos de
ELA, la evidencia sugiere que los casos mas frecuentes de ELA, denominados
esporadicos, podria ocurrir por un mecanismo similar que involucra a la
proteina salvaje [35, 36], lo cual sugiere que el plegamiento de la hSOD salvaje
se ve afectado por factores extrinsecos a su secuencia aminoacidica en

pacientes con ELA esporadica.

La similitud entre los casos de ELA esporadicos y los casos de ELA familiar
causados por mutaciones en el gen sodl han impulsado el disefio de modelos
de ratas y ratones transgénicos para sodl-ELAf. Estos animales desarrollan
sintomas que se asemejan estrechamente a la enfermedad humana, es por ello
que son una importante herramienta para estudiar la patologia y asi por
establecer cuales son los mecanismos moleculares que estan implicados en
dicha enfermedad [37].

2.5 Cu/Zn Superoxido dismutasa (SOD)

La Cu/Zn superéxido dismutasa (Cu/Zn SOD o SOD1) es la enzima
antioxidante mas importante presente en el citosol, peroxisomas, y el espacio
intermembrana de la mitocondria en células eucaritticas. La Cu/Zn SOD
humana es un homodimero de 32 kDa constituido por monémeros de 153
aminoécidos, cada uno con un ién Cu?* y otro de Zn*' y un puente disulfuro
intramolecular. El ién Cu?* de cada subunidad se posiciona en el centro
catalitico que es encargado de generar peréxido de hidrogeno (H,0,) y oxigeno
molecular (O2) a partir de anion superoxido (Oy). El zinc juega un rol importante
en el mantenimiento de la actividad catalitica en un amplio rango de pH y en la

estabilizacion de la estructura de la Cu/Zn SOD [32].

La cadena polipeptidica de la SOD1 se pliega en un motivo de barril de 8
cadenas beta intercaladas por loops de los cuales, dos son largos y tienen
importancia funcional, el loop electrostatico y el loop de Zinc. La estructura de
barril beta es una propiedad fundamental del polipéptido y puede observarse

aun en ausencia de los cofactores metéalicos y del puente disulfuro [38]. La

11



formacion del puente disulfuro y la unidn de los metales incrementa la fuerza de
las interacciones entre las subunidades del homodimero, y proporcionan la
estructura de loops, especialmente del loop electrostatico y el de zinc [39]. El
loop de zinc contiene tres residuos de histidina y uno de aspartato que
coordinan el ion zinc; una de estas histidinas también se une al i6bn cobre junto

con otros tres residuos de histidina [32].

Importantes estudios bioquimicos realizados sobre SOD1 muestran la
contribucion de las modificaciones postraduccionales en su estabilidad. La
maduracion de este polipéptido implica los siguientes pasos luego de la
traduccion: acetilacion del extremo N-terminal, insercion del cobre y del zinc y

formacion del puente disulfuro en cada subunidad, y dimerizacion [36].

La enorme estabilidad estructural que posee la enzima Cu/Zn SOD se debe
fundamentalmente a la correcta coordinaciéon de los iones Cu?* y zZn*'. La
ausencia de estos cofactores parece ser clave en el desarrollo patologico en la

ELA debido a que se produce un plegamiento incorrecto de la enzima [40].

Una de las mutaciones mas ampliamente estudiadas en el gen sodl es la
G93A, la cual implica la sustitucion del aminoacido glicina en la posicion 93 por
el aminoacido alanina. Esta ha sido utilizada como modelo de ELA en ratones y
ratas transgénicas que expresan la Cu/Zn SOD G93A humana [41]. Aunque los
efectos de las mutaciones han sido ampliamente estudiados en modelos
animales, poco se sabe sobre el mecanismo que lleva a la agregacion de esta

proteina en la enfermedad.

En el presente trabajo nos proponemos abordar este tema desde el punto de
vista del uso de codones y la cinética local de traduccion, debido a que el
entorno celular podria estar jugando un rol importante en el mal plegamiento
proteico de este enzima. Con este propdsito se realizé un estudio in silico para
determinar regiones enriquecidas en codones raros dentro de la secuencia
codificante de la hSOD. Dentro de un agrupamiento de cuatro codones poco
frecuentes se realizaron dos mutantes sinénimos en los cuales se sustituyeron
los codones poco frecuentes por los mas frecuentes para esos aminoacidos.
Los mutantes sindbnimos de hSOD fueron expresados en E. coli para evaluar si

las modificaciones efectuadas afectan la solubilidad de dicha proteina. La
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variacion en la solubilidad de una proteina nos da un indicio de alguna

modificacién a nivel estructural.
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3 Objetivos

En general, en este trabajo, se pretende profundizar en los mecanismos que
llevan a la formacion de agregados proteicos a través del estudio de la
modificacion de codones sinénimos. El objetivo general de este trabajo es
contribuir al conocimiento de los mecanismos que determinan el plegamiento
de proteinas en la célula, y en particular nos proponemos determinar cual es la
contribucion de la cinética traduccional en la conformacién adoptada por esta

proteina.

El objetivo especifico de este proyecto es determinar si cambios de codones
sindnimos en la secuencia codificante de la Cu/Zn SOD humana expresada en

E.coli pueden conducir a cambios de solubilidad de la proteina.

4 Estrategia experimental

Con el objetivo de determinar si alteraciones de la cinética traduccional en la
secuencia codificante de la Cu/Zn SOD humana pueden alterar su solubilidad,
se analizara el uso de codones y la distribucion de agrupamiento de codones
raros en dicha secuencia. Una vez ubicadas las agrupaciones de codones
raros, se realizardn mutantes sinénimas sustituyendo codones sinGnimos raros
por codones frecuentes. Se expresara la Cu/Zn SOD humana codificada por
estos mutantes en la cepa BL21-star DE3 de E. coli y se analizara la solubilidad
de la enzima mediante fraccionamiento soluble-insoluble de las proteinas y

visualizacion por SDS-PAGE y Western Blot.
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5 Materiales y métodos

5.1 Materiales

5.1.1 Cepas de Escherichia coli

e XL1-Blue (Stratagene)
Genotipo:

endAl gyrA96(nal®) thi-1 recAl relAl lac gInV44 F'[::Tn10proAB*lacl®
A(lacZ)M15] hsdR17(rk mg™*)

Las células XL1-Blue no contienen el gen de endonucleasa (endA), lo que
mejora notablemente la calidad de la minipreparacién. Tampoco pueden
recombinar ya que son recA deficientes, aumentando la estabilidad del inserto.
La mutacion hsdR previene el clivaje del ADN clonado por la endonucleasa
EcoK; y el gen laclgZAM15 permite la deteccion de colonias con plasmido que

incorporaron inserto por el método blanco-azul.
* DHb5a

F—  ®80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl endAl hsdR17  (rK-,
mK+) phoA supE44 A thi-1 gyrA96 relAl

El marcador ¢80dlacZAM15 ofrece a-complementacion con el gen de [-
galactosidasa de pUC o vectores similares y, por lo tanto, puede ser utilizado
para la seleccién blanco/azul de colonias en placas que contengan X-gal. DH5a
es capaz de ser transformada con grandes plasmidos

e BL21 (DE3) star (Invitrogen)
F- omp ThsdSB (rB-mB) gal dcm rnel31 (DE3)

La designacion DE3 indica que las células contienen lisdgeno que porta el gen
de la ARN polimerasa T7 bajo el control del promotor lacUV5. Se requiere IPTG

para inducir la expresion de la ARN polimerasa T7.
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Esta cepa contiene una mutacion en el gen rne (rnel31) que codifica para la
enzima RNasa E truncada, por lo que carece de la capacidad de degradar el
ARNmM, resultando en un aumento de la estabilidad del mismo.

Esta cepa no contiene la proteasa lon y también es deficiente de la proteasa

OmpT, lo que reduce la degradacion de proteinas heterélogas.

5.1.2 Medios de cultivo (ver anexo)

5.1.3 Vectores plasmidicos

» pET-3D SOD

Este vector ya contiene la secuencia codificante de la Cu/Zn SOD humana
clonada. Este tiene una longitud de 4637 pb. La region de clonado/expresion es
transcripta por la ARN polimerasa T7. El vector pET-3d confiere resistencia a
ampicilina a las bacterias transformadas con el. En el laboratorio hay un
plasmido pET-3d clonado con la secuencia de la Cu/Zn SOD salvaje y otro

clonado con la secuencia de la Cu/Zn SOD mutante G93A.

5.1.4 Enzimas de restriccion

* EcoRI (Promega)

La endonucleasa EcoRlI digiere la molécula de ADN en la secuencia especifica
G/AATTC. Esta enzima presenta 100% de actividad cuando es incubada a
37<C en buffer H de Promega, y en el buffer 3BNEB qu e fue el utilizado en este
trabajo. En condiciones de baja fuerza i6nica (menor a 25mM), alta
concentracion enzimatica, una concentracion de glicerol mayor al 5%, o pH

mayor a 8,0 pueden provocar star activity.
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5.1.5 Anticuerpos

* Anticuerpo primario

Para el revelado del Western Blot se utilizd6 un anticuerpo primario policlonal:
anti SOD elucién glicina, especifico para SOD humana, producido en nuestro
laboratorio previamente [42]. Se realizé una dilucion 1:500 en buffer de bloqueo

para la solucion de trabajo.
* Anticuerpo secundario

Se utiliz6 un anticuerpo anti-inmunoglobulinas de conejo conjugado a HRP de
SIGMA. Se realiz6 una dilucién 1:5000 en buffer de bloqueo para la solucion de

trabajo.

5.2 Métodos

5.2.1 Preparacion de células competentes

Se inocula un tubo de precultivo de 3mL de LB con una colonia aislada de la
cepa deseada, se crece over nigth (0.n.) a 37C. Se inocula un matraz de 1
litro, conteniendo 250 mL de medio LB, con el precultivo crecido o.n. con 2,5
mL del precultivo. Se crece a 37T hasta que la DO gponm Sea 0,300. Luego se
centrifuga durante 10 minutos a 3000 g a 4C. A partir de este punto, las
células y el material siempre deben estar a 4C. Se descarta el sobrenadante y
se lava el sedimento con 100mL de CaCl, 0,1M. Se centrifuga nuevamente 10
minutos a 3000 g. Se descarta el sobrenadante, luego se resuspende el
sedimento en 100mL de CaCl, y se incuba 1 hora. Finalmente se vuelve a
centrifugar 10 minutos a 3000 g, se resuspende el pellet en 3 mL de CaCl,
0,1M con 20% de glicerol y se guarda a -80C en ali cuotas de 50-200 pL en

tubos de centrifuga de 1,5 mL pre-enfriados.
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5.2.2 Transformacion de bacterias

Se descongelan células competentes y se incuban en hielo 10 minutos.
Posteriormente se agrega el ADN en un volumen igual o menos a 1/5 del
volumen de las células competentes, en este caso 1 pL (50 ng/uL), y se incuba
en hielo 15 minutos. Se realiza un shock térmico de 90 segundos a 42C o 120
segundos a 37T y se incuba durante unos minutos en hielo. Luego se agregan
4 volimenes de LB y se incuba a 37C con agitacion suave durante 50
minutos. Pasado este tiempo se plaquea en placas de LB Agar + ampicilina
100uM.

5.2.3 Minipreparacion de ADN por lisis alcalina

Se inocula un tubo de precultivo con 3 mL de LB con ampicilina con una colonia
de una placa fresca. El precultivo de deja crecer o.n. a 37C con agitacion.
Luego se centrifuga 30 segundos a 5000 g (en dos veces con el mismo tubo,
para colectar todo el cultivo), se centrifuga unos segundos y se seca el
sedimento con pipeta. El sedimento se resuspende en 200uL Tris-HClI 50mM
pH 8,0, EDTA 10 mM (Solucién 1). Una vez resuspendido el sedimento se
adicionan 5uL de RNAsa 10 mg/mL. Luego se agregan 200uL de NaOH
200mM, SDS1% (Solucion 2), se mezcla por inversion suavemente y se deja 5
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se agregan 200uL de Acetato
de potasio 3 M pH 4.8 fria (Solucion 3: 60mL de acetato de potasio 5M, 11.5mL
de acido acético glacial y 28.5 mL H,0), se mezcla y se deja 5 minutos en
hielo. Luego se centrifuga 15 minutos a 13000 g, éste paso se repite una vez.
Se recupera el sobrenadante, se le agregan 0.6 volimenes de isopropanol y se
deja 15 minutos en la mesada. Se centrifuga 20 minutos a 13000 g a 4T, se
descarta el sobrenadante y el pellet se lava con 1 mL de EtOH 70%; si no se ve
el sedimento de plasmido, se vuelve a centrifugar 5 minutos a temperatura
ambiente. Luego se descarta el sobrenadante y se seca con pipeta, después se

seca bajo lampara y se resuspende en 35uL de H,O miliQ.
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5.2.4 Electroforesis en gel de agarosa

Se calientan 0,5g de agarosa en 50 mL de buffer TAE en microondas hasta que
se funda completamente. Luego se deja entibiar y se mezcla con Gel Red, 2,5
puL cada 50 mL de solucion TAE-Agarosa. Posteriormente se coloca la solucion
en la camilla con el peine adecuado hasta que gelifigue. Una vez gelificado se
coloca la camilla en la cuba, se siembra la muestra, y marcador de peso
molecular. La corrida electroforética se realiza a 100 voltios. Cuando el frente
de avance marcado por el azul de bromofenol ha migrado lo suficiente se

revela el gel bajo luz ultravioleta.

5.2.5 Digestion de ADN plasmidico con la enzima de restriccion EcoRl

En un tubo eppendorf de 1,5 mL se colocan 12 pL de H,O mili Q, 2 uL de buffer
3 NEB, 5 pL de ADN y 1 pL de enzima EcoRI (Promega). Se incuba a 37C
durante 1 hora. Para cuantificar la reaccion se realiza una electroforesis de

agarosa 1%.

5.2.6 Mutagénesis dirigida

Se utilizé el Kit “QuikChange® Il Site-Directed Mutagenesis Kit” de Stratagene.

En esta reaccion se utiliza el ADN molde sobre el cual se quiere realizar la
mutacion y los primers con la mutacion deseada en el centro y regiones
flanqueantes de igual tamafio hacia ambos extremos. En la reaccion de
mutagénesis estos primers se unen al ADN molde y se inicia la reaccion de
sintesis. Luego de varios ciclos de extension, se digiere el ADN parental
(salvaje) con la enzima Dpnl y se transforman células super-competentes con
el plasmido sintetizado a partir de los primers que contienen la mutacion

deseada.
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% Eleccion de primers

Los oligonucleétidos necesarios deben ser disefiados de acuerdo a la mutacion

deseada, teniendo cuenta las siguientes consideraciones:

e Ambos cebadores deben contener la mutacibn deseada y ser
complementarios a las hebras opuestas en el plasmido.

* Los cebadores deberia tener un largo de 25 a 45 pares de bases, con
una temperatura de melting = 78<C.

» La siguiente férmula es comunmente usada para estimar la Ty, de los
cebadores:

Tm =815+ 0,41(%GC) — 675/N - Yomismatch

Para calcular laTn,:
- N es el largo de los cebadores en pares de bases.

* La mutacion deseada debe estar en la mitad del cebador con 10-15
bases a ambos lados.

* Los cebadores oOptimos deben tener un contenido minimo de GC del
40% y deben terminar en C o G.

* Los cebadores deben ser purificados o por Fast Polynucleotide Liquid
Chromatography (FPLC) o por Polyacrilamide Gel Electrophoresis
(PAGE).

Los primers disefiados para la construccion de los mutantes fueron los

siguientes:

Oligos Mutante 1:

5" TCGAGCAGAAGGAATCTAACGGTCCGGTGAAGGTGTGGGG 3
3" AGCTCGTCTTCCTTAGATTGCCAGGCCACTTCCACACCCC 5’

Oligos Mutante 2:

5" CAGAAGGAAAGTAATGGTCCAGTGAAGGTGTGG 3
3 GTCTTCCTTTCATTACCAGGTCACTTCCACACC %’
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% Reaccion de sintesis del ADN mutante
El ADN molde debe ser aislado de una cepa de E. coli dam®.
Preparacion de la mezcla de reaccion:
Sintesis del Mutante 1:

= 5 L buffer de reaccion 10x

= 2 uL (49,8 ng) ds ADN molde
= 1pL SOD mut 1F (10 uM)

= 1 puL SOD mut 1R (10 uM)

= 1 pL dNTP mix

= 40 pL ddHO

Sintesis del mutante 2:

= 5 L buffer de reaccion 10x

= 2 uL (49,8 ng) ds ADN molde
= 1 pL SOD mut 2F (10 uM)

= 1 pL SOD mut2R (10 pM)

= 1 pL dNTP mix

= 40 pL ddHO

Luego se agrega a ambos tubos 1 pL de Pfu Ultra HF ADN polimerasa.

Los parametros del termociclador para la reaccion se detallan en la tabla 1.

Segmento Ciclos Temperatura Tiempo
1 1 95<C 30 segundos
95<C 30 segundos

2 12 a 18 55C 1 minuto
o Amnory




Luego de la reaccion incubar durante 2 minutos el tubo hasta que la

temperatura del mismo descienda a < 37<C.

% Digestion con Dpn | de los productos de amplificaci on

Agregar 1 uL de Dpn I (10 U/uL), mezclar suavemente con pipeta. Centrifugar
durante 1 minuto en microcentrifuga e inmediatamente incubar cada reaccion a

37<C por 1 hora para digerir el dsADN parental supe renrrollado.

 Transformacion de células XL1-Blue supercompetentes

Las células XL1-Blue son resistentes a tetraciclina. Si el plasmido
mutagenizado contiene solo resistencia tet® debe utilizarse una cepa alternativa

sensible a tetraciclina.

En primer lugar se descongelan las células XL1-Blue y se hacen alicuotas de
50 pL en tubos Falcon de 15 mL. Se agrega 1 puL de cada muestra tratada con
Dpn 1 a alicuotas separadas de células supercompetentes. Luego se mezcla
suavemente y se deja en hielo por 30 minutos. Posteriormente se incuba a

42<C durante 45 segundos y luego se deja en hielo 2 minutos.

Luego del shock térmico se agregan 500 pL de medio LB precalentado (42<C)
suplementado con 37,5 uL de MgCl, 1M, 37,5 pL de MgSO4 1M y 60 uL de
Glucosa 20 %, y se incuba a 37C y 200 rpm durante 1 hora. Se plaquean 250
uL de cada muestra en placas LB-ampi preparadas en el momento y se
incuban 0. n. a 37C.

Se espera un numero de colonias entre 10 y 1000, dependiendo de la
composicion de bases y el largo del ADN molde utilizado. El inserto de interés
debe ser secuenciado para verificar que los clones seleccionados contienen la

mutacion deseada.
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5.2.7 Secuenciacion

La secuenciacion de los productos de la Mutagénesis fue realizada en el
Instituto Pasteur de Montevideo. Para la misma se utilizé el oligonucle6tido T7

de pBluescript.

5.2.8 Expresion de las proteinas Cu/Zn SOD salvaje, Cu/Zn SOD mutante
G93A, Cu/Zn SOD mutante 1 y Cu/Zn SOD mutante 2 hum anas

Se inocula un tubo de precultivo de 3mL de medio LB + ampicilina 100 pug/mL
con una colonia de una placa fresca que contenga el plasmido con la secuencia
codificante de la proteina de interés. Se deja creciendo 0. n. a 37C y 200 rpm.
Posteriormente se inocula un matraz con 50 mL de medio LB + 100 pg/mL de
ampicilina con el precultivo crecido de manera que la DOgoonm del matraz sea
0,03. El cultivo se crece a 37C y 200 rpm hasta qu e alcanza una DOggonm €ntre
0,6 y 0,8. Una vez crecido el cultivo, se agrega ZnCl, y CuSO, quedando estos
en una concentracion 0,1 mM y 50 uM respectivamente, y se induce la
expresion con IPTG 1 mM. La expresion se realiza durante 2 horas a 30<C.
Cuando culmina el tiempo de expresion, se centrifuga el medio crecido en tubo
falcon de 50 mL a 5000 rpm durante 10 minutos, se descarta el sobrenadante,

y si no se va a utilizar inmediatamente se guarda el precipitado a -80C.

5.2.9 Fraccionamiento soluble-insoluble

Se transfieren 6 mL de cultivo con una DOgyponm de 1,5 (o el volumen
equivalente a esa cantidad de células, y se centrifuga a 3500 rpm 10 minutos.
Luego se seca el sedimento sobre papel y se resuspende en 0,45 mL de buffer
(20mM de Tris-HCI pH 8,0) a 4. Alternativamente, se resuspende en 5 mL de
buffer por gramo de sedimento. Se agregan 50 pL solucion de lisozima 2
mg/mL fresca en 0,1 M EDTA pH 8,0. La muestra se sonica con microtip 60% 6
veces por 20 segundos con intervalos de 1 minuto. Cuando la muestra no
contiene mas precipitados, se centrifuga 30 minutos a 14000 g, se recupera el
sobrenadante que constituye la fraccion soluble. Se lava el precipitado, con
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cuidado de no removerlo, con 0,45 mL de buffer y se centrifuga 20 minutos a
14000 g. Luego se descarta el sobrenadante y el precipitado se resuspende en
0,45 mL de urea 8M, esto constituye la fraccién insoluble.

5.2.10 Electroforesis de Proteinas SDS-PAGE (15 %)

Para la preparacion del gel separador se mezclan, en un tubo falcon de 50 mL,
7,5 mL de acrilamida 30%/bis acrilamida 0,8%, 3,75 mL de Tris-Cl/SDS 4x y
3,75 mL de H,O miliQ. Se agregan 100 pL de persulfato de amonio 10% y 20
uL de TEMED, se mezclan rapidamente y se coloca entre los vidrios que le dan
forma al gel. Luego se cubre con Butanol saturado en agua. Se prepara el gel
concentrador mezclando 0,65 mL de acrilamida 30%/bis acrilamida 0,8%, 1,25
mL de Tris-HCI 4x pH 6,8 y 3,05 mL de H,O miliQ. Cuando el gel separador
gelifico, se seca el butanol de la superficie, se agregan los catalizadores al gel
concentrador y este se coloca encima del otro. Antes que gelifique, se coloca el

peine.

Las muestras que se desean correr en el gel se mezclan con el buffer de
muestra (Anexo) en una relacidon 3:1 respectivamente. Luego se hierven
durante 5 minutos y se siembra le volumen deseado en cada pocillo. También
se siembra el marcador de peso molecular. La corrida electroforética se realiza
en cuba BioRad a 80 voltios, hasta que la muestra pase el gel concentrador y

luego a 140 voltios hasta que el frente de avance llegue al final del gel.

5.2.11 Western Blot

Luego de la electroforesis, se transfiere la muestra del gel a la membrana
Hybond-C (Amersham) en Cuba de transferencia Bio-Rad a 200 mA durante 2
horas en buffer de transferencia. La membrana se coloca en solucion de
bloqueo durante 1 hora y se deja en buffer TBST hasta el momento del

revelado.
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Para el revelado, la membrana se cubre con el anticuerpo primario anti-SOD
humana (elucion glicina) 1/500 en buffer de blogueo. Se incuba a temperatura
ambiente durante 2 horas. Luego se hacen 6 lavados de 5 minutos con TBST a
temperatura ambiente con agitacidon constante, para evitar interacciones
inespecificas. Se incuba con anticuerpo secundario anti-lg anti-Rabbti (SIGMA)
1/5000 en buffer de bloqueo durante 1 hora a temperatura ambiente. Sse
hacen 12 lavados de 5 minutos con buffer TBST a temperatura ambiente con

agitacion constante.

La solucion de revelado SIGMA se prepara 30 minutos antes de colocarla
sobre la membrana, mezclando partes iguales de las soluciones 1 y 2. La
mezcla se coloca sobre la membrana y se deja actuar durante 5 minutos en
cuarto obscuro. La membrana se coloca dentro de una bolsa trasparente y se
expone una placa para quimioluminiscencia SIGMA durante unos segundos.
Posteriormente la placa se coloca en buffer de revelado (MediQ) hasta la
aparicion de las bandas. Se enjuaga la placa con agua, se sumerge en
solucion fijadora (MediQ) y se vuelve a lavar con agua.
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6 Resultados y Discusion

6.1 Andlisis del uso de codones en la secuencia cod ificante de
la hSOD

Con el proposito de determinar las regiones enriquecidas en codones raros
dentro de la secuencia codificante de la hSOD, se estudio la frecuencia de uso
de codones aplicando el algoritmo %MinMax [1]. El algoritmo %MinMax define
la relacion entre una secuencia de ARNm dada y secuencias hipotéticas que
codifican la misma proteina utilizando los codones menos frecuentes (minimo)
o los mas frecuentes (maximo) como una funcion de la medida aritmética de
todas la frecuencias posibles de uso de codones. El mismo se calcula como lo

indica la Figura 3, utilizando ventanas deslizantes de 18 nucleétidos.

Protein mRNA  frequency/1000 codons 5 codon average
M AUG 26.2
K AAG 12.7
Actual E
S > UCG —] 8.5 o143 seMax=ACabAYG
R |codons | aGG 29 _ ax-Avg
T|used facc| [21.7 -
AUG|  [26.2 .
AAA 35.4 Max o
» AGC —»15.0 »23.6 >
most  cgu| [19.8
common ACC 21.7
codons
AuG| [26.2 9Min = AVO-ACtual g5
AAG 12.7 Min L, Avg-Min
| »{UCG — 8.5 »11.9
east | AGG 2.2 -
common |~ 9.7 .
codons
26.2 I
_ 128{15 _ Z(codon frequency) L al16.7 |Avg
average 9.2 ~ number of codons ’
frequency 13; >

Figura 3. Andlisis %MinMax para el pentapéptido MKS  RT [1]. A partir
de la frecuencia de uso para cada coddn se calcula el %Min y el %Max
para la ventana determinada. Se ilustra en la figura el célculo para un
pentapéptido. Para una proteina (polipéptido) se calcula el %Min y el
%Max para ventanas deslizantes de 18 nucledtidos.

26



Luego de calcular el %Min y %Max se establece cual de estos valores
aparecera en la grafica; cuando %Max es mayor que %Min se grafica %Max;
en cambio, cuando %Min es mayor que %Max se grafica -1*(%Min). De esta
forma, cuando prevalezcan los codones raros sobre los frecuentes dentro de la
ventana, el valor en la grafica sera negativo, mientras que cuando prevalezcan

los codones frecuentes, el valor en el grafico seré positivo.

Se aplicé el algoritmo %MinMax sobre la secuencia codificante de hSOD
utilizando la frecuencia de uso de codones de E. coli y Humanos calculadas a
partir de proteinas ribosomales, este estudio se realiz6 con la base de datos
“Codon Usage Database” (http://www.kazusa.or.jp/codon/); las tablas

empleadas se encuentran en el anexo “Tablas de datos”. Es importante aplicar
este algoritmo tanto con la frecuencia de uso de codones de E. coli como con la
de Humanos ya que nos interesa comparar ambos sistemas para evaluar si se
podria afectar la expresion de la enzima por el solo hecho de expresarse en un

sistema heterélogo.

La figura 4 muestra los valores del algoritmo MinMax% en funcion de la
posicion media de la ventana deslizante de 18 nucle6tidos, representada con la
letra del aminoacido codificado en el punto medio de dicha ventana. Los
valores del grafico por debajo de cero corresponden a agrupaciones de
codones raros, mientras que los valores del grafico positivos corresponden a
agrupaciones de codones frecuentes. Los valores del algoritmo %MinMax
calculados con los datos de frecuencia de uso de codones de ARNm Humanos
se muestran en rojo, mientras que los de E. coli en azul. Si bien ambos
%MinMax tienen valores diferentes para varios puntos del grafico, puede
observarse una tendencia similar en cuanto al aumento y disminucion de las
frecuencias de uso de codones en distintas zonas del ARNm. Por ejemplo, en
la parte superior del grafico, que corresponde al primer tercio de la secuencia
codificante, los valores de %MinMax para E. coli estdn mucho més cercanos al
cero que los valores para Humanos, pero para ambos se observa un pequefio
aumento al principio y luego un descenso bien marcado. La region media del
grafico muestra valores similares para ambos. Se puede observar que no hay

grandes agrupaciones de codones raros en esta proteina.
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El interés en comparar los valores de %MinMax de E. coli y de Humanos de la
secuencia codificante de la Cu/Zn SOD es para determinar similitudes entre
ambos sistemas para la expresion de la hSOD. Nuestro sistema de expresion
experimental es E. coli, y en particular nos interesa determinar regiones
enriquecidas de codones raros cuando la enzima humana se expresa en dicho

sistema.

Analizando en detalle coddn por codoén se identificé un agrupamiento de cuatro
codones consecutivos que tienen una frecuencia de uso mas baja para los
codones de E. coli; estos cuatro codones corresponden a la Serina 26, la

Asparagina 27, la Glicina 28 y la Prolina 29.

Nos interes6 analizar cual seria el efecto de sustituir codones sinébnimos para

estos aminoacidos, por varias razones:

1. Estos aminoacidos estan ubicados en un loop entre dos alfa hélices. Se
ha reportado en estas estructuras una mayor presencia de codones
poco frecuentes [23].

2. Para estos cuatro codones el valor de %MinMax es mas negativo
cuando se considera las frecuencias de uso de codones de E. coli, por lo
qgue la variacién de codones raros por codones frecuentes puede ser
importante en el sistema de expresion que sera utilizado.

3. Entre estos residuos hay wuna prolina, aminoacido que posee
caracteristicas particulares interesantes en relacion al plegamiento de
proteinas. Al analizar la frecuencia de uso de codones a lo largo de la
secuencia se observa que la mayoria de las glicinas estan codificadas
por su coddén menos frecuente en E. coli, por lo que también es

interesante sustituir éste coddn por el mas frecuente de E. coli.
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Figura 4. Algoritmo %MinMax aplicado a la secuencia codificante de la proteina
hSOD. Se muestra el grafico %MinMax realizado considerando el uso de codones de
las proteinas ribosomales de E. coli (en azul) y las humanas (en rojo). El eje de las “x”
representa los aminoacidos de la proteina mientras que el eje de las “y” representa
los valores de %MinMax. ElI primer aminoacido representado en la gréfica
corresponde a la novena posicion del polipéptido, y corresponde al punto medio de la
primera ventana deslizante. De la misma forma, el grafico termina 9 aminoacidos
antes del extremo Carboxilo terminal. La region seleccionada para estudiar y realizar
la mutagénesis esté indicada con un recuadro negro.
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Para codificar el tetrapéptido seleccionado hay 192 posibilidades de acuerdo al
codigo genético. Considerando el uso de codones de E. coli, como primera
aproximacion se decidié analizar dos mutaciones sinébnimas. En el Mutante 1
se cambiaron los cuatro codones por los mas frecuentes en E.coli de cada
aminoacido, mientras que en el Mutante 2, se cambio solo el codon que
codifica para el aminoacido Glicina por su codon mas frecuente también en E.

coli [Figura 5].

Grupo de codones raros hSOD wt
S N G P
AGT AAT GGA CCA
Mutante 1
S N G P
TCT AAC GGr CCG
Mutante 2
S N G P
AGT AAT GGT CCA

Figura 5. En el panel superior se muestran los
codones que codifican los aminoacidos Serina,
Asparagina, Glicina y Prolina en la hSOD salvaje
(wild type -wt-). En el panel del medio, se muestra la
secuencia de cada coddn en el Mutante 1, y en el
panel inferior la secuencia de cada coddn en el
Mutante 2. Ambos mutantes se disefaron
considerando las frecuencias de uso de codones de
E. coli.

6.2 Mutagénesis. Preparacion del ADN molde

La secuencia codificante de la hSOD salvaje esta clonada en el plasmido pET-
3D, por lo que éste constituye el ADN molde para la mutagénesis dirigida. Para
realizar la reaccion de mutagénesis es importante tener una preparacion de

plasmido de buena calidad.
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Se amplificé dicho plasmido en bacterias E.coli XL1-Blue. Se creci6 una colonia
procedente de la transformacion, en un precultivo de 3 mL de LB y ampicilina
100 pg/mL y se realizé una minipreparacion de ADN plasmidico por el método
de lisis alcalina. La preparacion de ADN plasmidico fue analizada por
electroforesis de agarosa [Figura 6]. En paralelo a la transformacion y
amplificacion del pET-3d + hSOD salvaje se realiz6 el mismo procedimiento
para el plasmido pET-3d + hSOD G93A, ya que otro se utilizard como control

de agregacion de la SOD en los ensayos de expresion en E coli.

O >
S & &
P OGNS
& & 3
i
—— 12000pb
.-
& ) —— 4000pb
S# — 3000pb
-

Figura 6. Andlisis de la preparacion
plasmidica mediante electroforesis.
Electroforesis de agarosa 1%. En el
carril 1 se sembré el plasmido pET-
3d+hSODwt y en el 2 el plasmido
pPET-3d+hSODG93A. En el carril 3 se
sembré6 el marcador de peso
molecular (12 kb, Stratagene).

Como se muestra en la figura 6, el plasmido pET-3d+hSODwt migré menos (a
la altura de 11000 pb) que el pET-3d+hSODG93A (a la altura de 3500 pb) en la
electroforesis. Sabiendo que los dos vectores tienen el mismo tamafio (4637

pb) lo esperable era que migraran a la misma velocidad.
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Para corroborar la identidad y tamafio del plasmido y analizar la calidad de las
preparaciones se realizé una digestion con la enzima de restriccion EcoRl. Esta
enzima corta una sola vez el plasmido y por lo tanto podremos saber si ambos
poseen el mismo peso molecular [Figura 7]. La digestion con EcoRI se realizo
en un volumen total de 20 uL (4uL miniprep, 2 uL Buffer 3 NEB, 1 uL EcoRI
Promega y 13 uL H,O mQ), se incub6 1 hora a 37<.

Q
Q ‘bv ‘bv Q
N R Qef\
I
> & & at
QQ/ QQ/ Q Q N
- — 12000pb
— 4000pb

Figura 7. Andlisis de la digestién del plasmido pET-
3d + hSOD mediante electroforesis de agarosa 1%.
Se sembraron 2 uL de cada miniprep sin digerir, 20
uL de cada digestion y 6 uL de marcador de peso
molecular 12 kb Stratagene. Las muestras se
sembraron en el siguiente orden: carril 1, pET-
3d+hSODwt, carril 2, pET-3d+hSODwt digerido con
EcoRl, carril 3, pET-3d+hSODG93A, carril 4, pET-
3d+hSODG93A digerido con EcoRIl, y carril 5,
marcador de peso molecular. No se observan bandas
de ADN en los carriles 2 y 4.

Durante la reaccion de digestion se degradd el ADN plasmidico por lo que
supusimos que la preparacion de ADN estaba contaminada con alguna DNAsa.
Por ello realizamos un control negativo de la digestién, para descartar que el
buffer de la enzima fuese el que estaba causando problemas [Figura 8], pero el
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ADN se degradd nuevamente. Se repitio varias veces la extraccion del ADN
plasmidico y siempre se obtuvieron los mismos resultados, por ello decidimos
cambiar de cepa de amplificacion, en vez de XL1-Blue transformamos bacterias

de la cepa DH5a y se volvié a realizar la preparaciéon de ADN plasmidico.

Esta vez se tomo la precaucion de realizar los controles negativos sin enzima
[Figura 9]. A partir de estos resultados llegamos a la conclusion de que la cepa
XL1 no estaba funcionando bien y seguimos trabajando con la DH5a. Ademas
se corrobord que tanto el plasmido que contiene la hSOD salvaje como el que
contiene la hSOD G93A poseen el mismo peso molecular, por lo tanto la
diferencia de migracion puede deberse a diferencias en el empaquetamiento o

a formacion de estructuras de mayor peso molecular.

Como se menciond anteriormente, es necesario tener bien cuantificado el
plasmido para realizar la mutagénesis. Debido a que la muestra procede de
una preparacion de ADN plasmidico en la cual quedan restos de ARN, la
cuantificacion ~ mediante  determinacion de la  absorbancia  por
espectrofotometria a A = 260 no daria un resultado fiable. Se realiz6 entonces
una electroforesis de gel de agarosa con una dilucion 1:4 del plasmido y se
compararon con el estdndar de peso molecular para estimar su concentracion
[Figura 9]. De acuerdo a la migracion en el gel, para cuantificar la muestra se
comparo con la intensidad de la banda con mayor peso molecular del marcador
de peso molecular y se estim6 que la muestra problema tiene una
concentracion de aproximadamente 150 ng/uL de plasmido. Para la reaccién
de mutagénesis se necesitan aproximadamente 50 — 100 ng de ADN molde,

por lo que la concentracion del plasmido resulta adecuada.

6.3 Mutagénesis dirigida

Con el proposito de sustituir los codones poco frecuentes seleccionados que
codifican los aminoacidos S, N, G y P, se realiz6 una mutagénesis dirigida
sobre la secuencia codificante de la hSODwt clonada en el plasmido pET-3d.
Para ello se utilizé el kit QuikChange®Site-Directed Mutagenesis de Stratagene;

el protocolo se realizo de acuerdo a las indicaciones del fabricante.
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Figura 8. Andlisis del rendimiento de la purificacién de ADN plasmidico
XL1-Blue vs. DH5a mediante electroforesis. Las muestras sembradas los
geles de la izquierda y derecha corresponden a ADN aislado a partir de E.
coli XL1-Blue y DH5a respectivamente. Se sembraron 2 uL de cada
miniprep sin digerir, y los 20 uL de las digestiones y los controles negativos
sin enzima de restriccion. Las muestras se sembraron en el siguiente
orden: 1, marcador de peso molecular (12kb Stratagene), 2, pET-
3d+hSODwt sin digerir, 3, pET-3d+hSODwt digestion, 4, pET-3d+hSODwt
incubacion sin enzima. En los carriles 5, 6 y 7 se sembraron las muestras
de pET-3d+hSODG93A en el mismo orden que para pET-3d+hSODwt.

Al transformar con el producto final de la reaccion de mutagénesis tratada con
Dpnl se obtuvieron numerosas colonias por placa, aproximadamente 50 para el
mutante 1 y mas de 250 para el mutante 2.

Para analizar el producto obtenido se picaron 6 colonias aisladas de cada
mutante, se crecieron en cultivos de 3 mL de LB y se extrajo el ADN
plasmidico por lisis alcalina. Los plasmidos fueron analizados por Electroforesis
en gel de agarosa [Figura 10].
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Figura 9. Estimacibn de la cuantificacion de la
minipreparacion de ADN plasmidico mediante
electroforesis. Se sembraron 2 uL de cada dilucion 1:4
de la minipreparacion de ADN plasmidico a ser
cuantificada, y 3 uL de marcador de peso molecular
12Kb Stratagene. Se sembré por duplicado la dilucion
1:4 en los carriles 1 y 2, y en el carril 3 el marcador de
peso molecular. Segun la concentracion de ADN de la
banda superior del marcador de paso molecular (33,2
ng/uL), la concentracion estimada de la muestra es 150
ng/ulL.

Se eligieron al azar una preparacion del Mutante 1 (1.3) y otra del Mutante 2
(2.3) para secuenciar. La secuenciacion se realizé en el Instituto Pasteur de
Montevideo con el primer T7 de pBluescript. Las secuencias obtenidas fueron

de buena calidad, abarcando el total de la secuencia codificante de la hSOD.

Las secuencias fueron analizadas utilizando el programa Bioedit alineando la

secuencia problema con la secuencia salvaje de la hSOD y con la secuencia de
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los oligos. Como se muestra en la figura se comprobé que ambas tenian la
mutacion deseada [Figura 11].

12N TN 2N SR, SRR - R SN NER, VRN, S S BN
O N N I N
FFFgEHETTSI

4000 kb —— T 1R 'N-.“..

Figura 10. Analisis de los clones obtenidos en la mutagénesis
dirigida mediante electroforesis. Se sembraron 2 uL de cada
muestra y 6 uL de marcador de paso molecular 12Kb
Stratagene. En el carrii 1 se sembré el marcador de peso
molecular; en los carriles 2-7 se sembraron las 6 minipreps del
mutante 1, y en los carriles 8-13 se sembraron las 6 minipreps
del mutante 2.

6.4 Expresion de los mutantes sindbnimos de hSOD en E. coli

El sistema de expresion utilizado es la cepa BL21star DE3 de E. coli. Se
transformaron estas bacterias con pET-3d+ hSODwt, hSODG93A, hSOD
Mutante 1 y hSOD Mutante 2. Se transformaron alicuotas de 50 uL de BL21star

DE3 quimiocompetentes con 1 uL de ADN plasmidico en cada caso. De cada
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transformacion se plaquearon 3 volumenes distintos (50, 100 y 300 ulL) en

placas de LB + ampicilina.

A partir de las colonias obtenidas se sigui6 el protocolo de expresion detallado
en materiales y métodos. La expresion de hSOD salvaje asi como la de la
hSODG93A fueron previamente puestas a punto. Anteriormente en nuestro
laboratorio se ha visto que a 30T la hSOD salvaje se expresa de forma
soluble, mientras que la hSOD G93A lo hace de forma parcialmente soluble en
una relacion 1:1 soluble:insoluble, por tanto la expresion de la hSODwt y la
G93A fue utilizada como control de solubilidad. Luego de las 2 horas de
induccion, cuando la DOgoonm alcanzé aproximadamente un valor de 1,5, se
centrifugaron las bacterias, se extrajeron las proteinas y se realizd el
fraccionamiento soluble-insoluble, segun el protocolo descrito en materiales y

métodos.

/Mutantel \
TTTT|TTTTITTTTITTTT|TTTT|TTTT|TTTT|TTTT|TTTT
100 110 120 130 1
TT T CGLGEAGLLGRLATCTALCGETCCRGTRALGRTATREEGRLL
................ e S
mutantez \
|TTTTITTTT|TTTTITTTT|TTTT|TTTT|TTTT|TTTT|TTT
100 110 120 130
T CGAGCAGA LR A AGTALTGETCCAGTEEEAGGTATGEGRAL
kY
------------------------ Sla w s w o w s o s w s wsw s wnww

Figura 11. Alineamiento de la secuencia de los mutantes 1
(superior) y 2 (inferior) con la secuencia de la hSOD salvaje
y el oligo utilizado en la mutagénesis. Dentro de cada uno
de los dos paneles, la secuencia superior corresponde al
mutante, la del medio a la hSOD salvaje y la inferior a la del
oligo; en la secuencia del medio pueden verse las bases
gue fueron modificadas.

Para la normalizacion de las muestras proteicas, los sedimentos bacterianos
fueron resuspendidos en un volumen equivalente a la cantidad de células (0,45
mL cada 9 DOggp). Luego se realizo el fraccionamiento a partir de volumenes
iguales 1 mL y la fraccion insoluble fue resuspendida también en 1 mL. Se

realizd dicha normalizacion debido a que nos interesa analizar las proteinas
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con respecto al niumero de células y no con respecto a las proteinas totales.
Las muestras fueron analizadas por electroforesis SDS-PAGE y Western Blot

sembrando el mismo volumen de cada muestra [Figura 12].

Como se observa en la parte A de la figura 12, la hSOD salvaje se encuentra
totalmente soluble, mientras que la hSOD G93A se reparte entre ambas
fracciones. El mutante 1 de la hSOD se encuentra totalmente soluble, mientras
que el mutante 2 también esta presente en la fraccion insoluble. Recordemos
gue el mutante 2 posee solo uno de los cuatro codones cambiados, y que el
mutante 1 contiene la mutacién presente en el mutante dos ademas de otras

tres.

Al analizar el Western Blot (Figura 12, parte B) podemos ver los mismos
resultados observados en la parte A, salvo por el mutante dos, que en este
caso no aparece en la fraccién insoluble. Podemos concluir entonces que la
banda que se observa en el carril correspondiente a la fraccién insoluble del
mutante 2 no es hSOD sino que es otra proteina con un peso molecular similar,

0 bien ocurrioé un error de manipulacion.

Este resultado indica que las mutaciones sindnimas ensayadas no estarian
afectando la solubilidad de la proteina en forma significativa, en las condiciones

experimentales utilizadas.

Considerando que la temperatura es un factor relevante en la fisiologia celular,
y en la traduccion en particular, se repitid el mismo estudio de expresion a

37T [Figura 13]. En este caso se analizé solamente por SDS-PAGE.
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Figura 10. Analisis de las fracciones total, soluble e insoluble de las expresiones de hSOD en E. coli mediante
SDS-PAGE y Western blot. En la parte A se muestra la SDS-PAGE revelada con coomassie y en la B el
Western Blot. Las muestras fueron sembradas en el mismo orden en la SDS-PAGE y en el Western Blot. En el
gel de la izquierda se sembr6 el mutante 1 y en el de la derecha el mutante 2. En cada experimento se sembré
como control hSODwt y hSOD G93A. Las muestras se sembraron en el siguiente orden, 1: marcador de peso
molecular pre-tefiido (Promega), 2: hSOD salvaje fraccion total, 3: hSOD salvaje fraccion soluble, 4: hSOD
salvaje fraccion insoluble, 5: hSOD mutante sinénimo fraccion total (izquierda: mutante 1, derecha: mutante 2),

6: mutante sinénimo fraccién soluble, 7: mutante sinénimo fraccién insoluble, 8: hSOD G93A fraccién total, 9:
hSOD G93A fraccién soluble, 10: hSOD G93A fraccion insoluble.
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Al expresar los mutantes a 37C se observaron difer encias de solubilidad con
respecto a la expresion a 30C. Si bien la hSOD apa rece con menos intensidad
se puede ver su distribucion. En este caso, la hSOD salvaje aparece
solamente en la fraccién soluble y la hSOD G93A sigue apareciendo en ambas
fracciones, pero el mutante 1, (el que posee los cuatro codones mutados),
aparece en la fraccion insoluble, mientras que el mutante 2 es mayormente

soluble. Este resultado no se ve claramente en la figura.

116
66,2

45,0
35,0

25,0

18,4

14,0

Figura 13. SDS-PAGE 15%. Las muestras analizadas corresponden al ensayo de expresion a 37<C.
En el gel de la izquierda se sembré el mutante 1 y en el gel de la derecha el mutante dos, cada uno
con los controles de hSOD salvaje y hSOD G93A. Las mismas se sembraron en el siguiente orden,
carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: hSOD salvaje fraccion total, carril 3: hSOD salvaje
fraccion soluble, carril 4: hSOD salvaje fraccion insoluble, carril 5: hSOD mutante sinénimo fraccion
total ( izquierda: mutante 1, derecha: mutante 2), carril 6: mutante sinénimo fraccién soluble, carril 7:
mutante sinénimo fraccién insoluble, carril 8: hSOD G93A fraccién total, carril 9: hSOD G93A fraccion
soluble, carril 10: hSOD G93A fraccién insoluble.

Esta observacion podria no ser sorprendente ya que el mutante solamente
posee una mutacion sindnima, mientras que el mutante 1 posee los cuatro
codones sustituidos. Estudios realizados por Cortazzo et al. [19] sobre la
proteina EQFABP1 donde se realizaron varias mutaciones sinénimas dentro de
un loop entre dos alfa hélices, mostraron que el mutante que contenia los 3
codones internos del loop con mutaciones silentes aparecia en la fraccion
insoluble, mientras que un mutante que contenia ademas de estos tres, otros
dos codones mutados, aparecia solamente en la fraccion proteica soluble. Esto
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es coherente con el hecho de que la modificacion de un solo coddn raro por su
sinbnimo mas frecuente puede afectar la solubilidad de la proteina, mientras
que la modificacién de los cuatro codones del cluster no tenga un efecto tan

notorio.

Si bien se observan diferencias de solubilidad en el mutante 1 al expresarlo a
37T, no se sabe cual es la modificacion estructura |l que provoca dicho cambio.
Para verificar que dicha variacion se debe a un cambio estructural hay que
realizar estudios bioquimicos y fisicoquimicos que nos permitan determinar de
gué manera afectan estas mutaciones sindnimas a la estructura y actividad de
la enzima Cu/Zn SOD.

Es importante tener en cuenta que estos resultados son preliminares, es
necesario realizar el western blot de las muestras correspondientes a la
expresion a 37T y repetir todos los experimentos para confirmar estos
resultados.
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7 Conclusiones

Este trabajo se centr6 en el estudio del efecto de la sustitucion de codones
sindbnimos en la solubilidad de la hSOD. Con este propésito se realizd un
estudio in silico de la frecuencia de uso de codones con el algoritmo %MinMax
que determina regiones enriquecidas en codones raros. Posteriormente se
construyeron dos mutantes dentro de un agrupameinto de cuatro codones
raros, en los cuales se modificaron dichos codones por los mas frecuentes de
cada aminoacido. Estos mutantes fueron expresados en E. coli y
posteriormente se analizé su solubilidad mediante SDS-PAGE y Western Blot

de las fracciones proteicas obtenidas por fraccionamiento soluble-insoluble.

En relacion a la solubilidad de esta enzima y sus mutantes sinénimos, en las
condiciones experimentales ensayadas no se encontraron diferencias al
expresarlos a 30C, segun el western blot, pero al expresarlas a 37T se
observaron diferencias en la solubilidad del mutante que posee los cuatro
codones optimizados. Este mutante se distribuye entre las fracciones soluble e
insoluble de forma similar al mutante hSOD G93A, mientras que el mutante que
posee solamente el codon para glicina mas frecuente en E. coli esta presente
en la fraccion soluble, al igual que la hSOD salvaje. Es necesario realizar el
western blot de las expresiones a 37T para confirm ar estos resultados, debido
a que en el SDS-PAGE no se observa claramente. Ademas hay que repetir
tanto las expresiones a 30C como a 37T y ver si | os resultados son

reproducibles.

Con este resultado preliminar no podemos afirmar que la diferencia de
solubilidad se debe a un cambio estructural de la enzima. Para ello se
deberian realizar estudios bioquimicos y fisicoquimicos que permitan contestar
que es lo que causa la variacion en la solubilidad. Por ejemplo, seria importante
realizar ensayos de actividad enzimatica para analizar los cambios que pudiera
haber a este nivel. Estudios como dicroismo circular y fluorescencia intrinseca
y extrinseca nos permitirian analizar las modificaciones estructurales en la
estructura secundaria y terciaria que podrian estar provocando las mutaciones

sinénimas.
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8 Perspectivas

Los resultados preliminares obtenidos indican que una de las mutaciones
sinbnimas realizadas lleva a un cambio de solubilidad en la hSOD. Para
confirmar estos resultados es necesario realizar el western blot de las muestras

correspondientes a las expresiones a 37T y repetir los experimentos.

Si se confirman los resultados obtenidos seria interesante estudiar en
profundidad a que se debe el cambio de solubilidad y si el mismo afecta la
actividad de la enzima, ya que muchas veces, en las enfermedades
conformacionales se da una ganancia de funcidén junto con la agregacion.
Ademas de realizar ensayos de actividad sera necesario realizar estudios

fisicoquimicos que permitan analizar la estructura de los mutantes.

Mas adelante seria interesante expresar estos mutantes sinGnimos en cultivos
celulares de células humanas, como por ejemplo neuronas. En una primera
instancia se puede analizar el perfil de solubilidad de la enzima; al tener un
anticuerpo especifico se podrian realizar estudios inmunolégicos con las
células en cultivo y asi analizar la distribuciéon de los mutantes sinGnimos a
nivel celular. Por otro lado, el fenotipo celular inducido por los mutantes es un
estudio crucial para ver si el mecanismo patolégico es analogo al observado en

la Esclerosis Lateral Amiotrofica.
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9 Anexo — Buffers y Medios de cultivo

Medios de cultivo

Luria-Bertoni (LB): 10g de triptona, 5g de extracto de levadura y 10g de NaCl

por litro.

LB-Agar: 159 de agar por litro de medio LB.

Soluciones

Ampicilina: Se realiza una solucion de 100mg/ml

Isopropil B-D-1-tiogalactopiranosido (IPTG): se realiza una solucion de 100mM.

Buffer de muestra 6x para ADN: 0,25% Azul de bromofenol, 0,25% Azul de

xilencianol, 30% Glicerol.

Azul de Coomassie: 0,05% Coomassie Brilliant Blue R-250, 45% EtOH, 10%

acido acético.

Buffer Tris-acetato (TAE) 50x para geles de agarosa: 242g de Tris base,
57,1mL de &cido acético glacial y 10 mL de EDTA 0,5 M pH8 por litro.

Buffer de electroforesis SDS-PAGE 10x: 1449 de glicina, 30,19 de Tris y 10g de
SDS por litro.

Buffer de muestra para SDS-PAGE 4x: 200mM TrisHCI pH 6,8, 400mM DTT,
8% SDS, 0,4% de Azul de bromofenol y 40% de glicerol.

Buffer de transferencia para Western Blot: 100mL de Buffer de electroforesis
SDS-PAGE 10x, 200mL de EtOH 95°en un litro de H ;0O destilada.

Buffer TBST: 30mL NaCl 5M, 10mL Tris-HCI 1M pH 7,5y 5 mL Tween 20 20%
por litro de H,O destilada.

Buffer de bloqueo: 5% leche descremada en polvo en TBST.
Solucion decolorante: 30% EtOH y 70% acido acético.

Solucion I: Tris-HCI 25mM pH 8 y EDTA 10 mM pH 8.
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Solucion 1l: NaOH 0,2 My SDS 1%.

Solucion 1lI: Acido acético glacial (5,75mL), Acetato de potasio 5M pH 5,2
(30mL) y H,O (14,25mL)
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10 Anexo — Tablas de datos

« Tabla de frecuencia de uso de codones en proteinas ribosomales

de E. coli
Uuu 7,2 F ucu 173 S UAU 43 Y UGU 1,3 C
uuc 223 F ucc 11,8 S UAC 13,4 Y UGC 38 C
UUA 2,1 L UCA 1,1 S UAA 7 * UGA 06 *
UUG 29 L UucG 06 S UAG 0 * UGG 56 W
Cuu 33 L CCU 49 P CAU 56 H CGU 585 R
cuc 28 L ccC 03 P CAC 152 H CGC 27 R
CUA 01 L CCA 43 P CAA 7,7 Q CGA 03 R
CUG 582 L cCCG 223 P CAG 248 Q CGG 04 R
AUU 13,9 | ACU 244 T AAU 47 N AGU 2,1 S
AUC 40,7 | ACC 219 T AAC 30,5 N AGC 116 S
AUA 0,1 | ACA 19 T AAA 66,7 K AGA 06 R
AUG 244 M ACG 25 T AAG 28 K AGG 0 R
GUU 482 V GCU 50,4 A GAU 17 D GGU 479 G
GUuC 88 V GCC 95 A GAC 273 D GGC 305 G
GUA 248 V GCA 292 A GAA 485 E GGA 06 G
GUG 11,8 V GCG 17,8 A GAG 16,3 E GGG 1 G

Tabla 1. Tabla de frecuencia de uso de codones de Escherichia col. En la tabla se
muestran los 64 codones a la izquierda de cada cuadrado; en el medio se muestra la
frecuencia por mil correspondiente a cada codén y finalmente el aminoacido que codifica.
Los codones STOP estan indicados con un asterisco. Esta tabla fue obtenida de la base
de datos Codon Usage Database ( http://www.kazusa.or.jp/codon/).




« Tabla de uso de frecuencia de uso de codones en pro  teinas
ribosomales de Humanos

Uuu 12,1 F ucu 11,4 S UAU 11,7 Y UGU 66 C
uuc 17,7 F ucc 132 S UAC 16,2 Y UusC 73 C
UUA 26 L UCA 44 S UAA 39 * UGA 1,2 *
UuG 98 L ucc 2 S UAG 0,7 * UusG 7,7 W
CUU 126 L ccU 16 P CAU 7,7 H CGU 12,1 R
cuc 14 L ccc 152 P CAC 16,3 H CGC 22 R
CUA 39 L CCA 104 P CAA 66 Q CGA 11,9 R
CUG 309 L CCG 42 P CAG 27,1 Q CGG 16,1 R
AUU 21,7 | ACU 147 T AAU 149 N AGU 55 S
AUC 29,9 | ACC 195 T AAC 21 N AGC 88 S
AUA 33 | ACA 102 T AAA 398 K AGA 158 R
AUG 241 M ACG 43 T AAG 825 K AGG 14,3 R
GUU 1555 V GCU 282 A GAU 196 D GGU 19 G
GUC 191 V GCC 322 A GAC 185 D GGC 279 G
GUA 7,7 V GCA 142 A GAA 214 E GGA 144 G
GUG 31 V GCG 48 A GAG 30 E GGG 105 G

Tabla 2. Tabla de frecuencia de uso de codones de Escherichia col. En la tabla se
muestran los 64 codones a la izquierda de cada cuadrado; en el medio se muestra la
frecuencia por mil correspondiente a cada codén y finalmente el aminoacido que codifica.
Los codones STOP estan indicados con un asterisco. Esta tabla fue obtenida de la base
de datos Codon Usage Database ( http://www.kazusa.or.jp/codon/).
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