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1. RESUMEN

Las proteinas fluorescentes son herramientas moleculares muy utiles en biologia celular. Se
utilizan como marcadores para estudiar procesos de expresion génica, localizacion subcelular
de proteinas de interés, interacciones proteina-proteina, o bien para sensar condiciones
intracelulares de pH o concentracién de algin mensajero importante como el i6n Ca’* o
GMPc (guanosin-monofosfato ciclico).

Todas las proteinas fluorescentes fueron aisladas de organismos marinos como medusas,
corales, copépodos, lancetas, etc. y fueron posteriormente modificadas por técnicas de
ingenieria de proteinas para adecuarlas a condiciones normales de funcionamiento de
laboratorio.

Sin embargo, algunas de estas proteinas como la denominada proteina roja fluorescente
(RFP) mKate, ademéas del pico de emision rojo principal centrado en 615 nm, también
presenta un pico de emision verde a 504 nm, generado por un cromoforo tipo proteina verde
fluorescente (GFP) que no logra madurar completamente hasta el croméforo tipo RFP. Este
contaminante de la proteina mKate representa una limitante para su uso, sobre todo cuando
se requiere monitorear dos eventos a la vez en una célula, donde uno de ellos es rastreado por
marcaje con la proteina verde fluorescente original cuya emision esta centrada entre 504-508
nm.

Para tratar de eliminar este pico de emision indeseable en mKate, en un primer experimento
realizado en nuestro laboratorio se construy6 la mutante sitio-dirigida mKate-M160Q, en
analogia a lo que se hizo con la proteina mRFP1.4 precursora de la proteina roja fluorescente
mCherry, la cual ya no presenta el pico de emision verde. Se probo esta opcion porque
mCherry y mKate presentan una homologia de 53% a nivel de secuencia de aminoacidos, y
tanto mKate como mRFP1.4 contienen el aminoacido metionina en la posicion 160. La
mutacion M160Q en mKate redujo el pico de emision verde comparado con la proteina
original, pero no lo desaparecio.

Al analizar la estructura cristalografica de la proteina mKate, se observd que el aminoacido
metionina 160 (Met160) se localizaba muy cerca del cromoforo, al igual que los aminoacidos
serina 143 (Ser143) y alanina 158 (Alal58), lo cual los convertia en buenos candidatos para
ser reemplazados por otros aminoacidos, a fin de encontrar alguna o algunas sustituciones
que lograran desaparecer el pico de emision verde.

Debido a que en el laboratorio contamos con la tecnologia para realizar sustituciones de
cualquier aminoacido silvestre por un conjunto de los 20 aminoacidos comunes, se decidid
aplicar esta aproximacion para sustituir los tres aminoacidos al mismo tiempo a fin de generar
una biblioteca combinatoria de variantes de los tres aminoacidos, la cual debia contener una
poblacion de 8,000 proteinas mutantes.



Tras ensamblar dicha biblioteca por la técnica de PCR traslapada y analizar diversas mutantes
funcionales por espectroscopia de fluorescencia, se encontrd una mutante denominada
1RFP12, Ia cual presentd un pico de emision verde muy disminuido y un pico principal de
emision roja centrado en 570 nm. Esta mutante presentd las mutaciones serina 143 por
asparagina (S143N), alanina 158 por serina (A158S) y metionina 160 por glutamina
(M160Q).

IRFP12 se aislo, purificod y caracterizd bioquimicamente, y ahora puede usarse como una
proteina reportera estrictamente roja. Ademas, se encontraron otras proteinas con fenotipos
interesantes, las cuales presentan coloraciones anaranjadas, guindas y verdes, de las cuales
algunas son fluorescentes, y otras son sdlo cromoproteinas no fluorescentes.

También se encontraron dos proteinas clasificadas como “Large Stoke Shift”, caracterizadas
por presentar picos maximos de excitacion y emision con diferencia aproximada de 100 nm,
las cuales fueron denominadas 3RFP5 y 3RFP7. La mutante 3RFP5 presenta las mutaciones
serina 143 por histidina (S143H), alanina 158 por cisteina (A158C), metionina 160 por
histidina (M160H), mientras que la mutante 3RFP7 presenta las mutaciones alanina 158 por
valina (A158V) y metionina 160 por lisina (M160K). De esta manera, estas proteinas se
excitan en la region azul (470 nm) del espectro visible y emiten en la region roja,
aproximadamente a 580 nm. Estas proteinas pueden usarse en combinacion con GFP para
analizar dos eventos intracelulares distintos, excitando con una sola longitud de onda ambos
marcadores.

2. INTRODUCCION

En los tltimos afios, la proteina verde fluorescente o GFP por sus siglas en inglés (Green
Fluorescent Protein), aislada de la medusa bioluminiscente Aequorea Victoria se ha
convertido en la proteina més estudiada en bioquimica y biologia celular, debido a su
propiedad de emitir luz verde cuando se excita con luz azul.[1] Ademas, ha sido modificada
genéticamente para emitir muchos colores en diversas longitudes de onda. Por esta
propiedad, la GFP es el marcador de excelencia en estudios de expresion genética y
localizacion de proteinas en varios sistemas biologicos.[2]

La GFP fue descubierta a principio de la década de 1960 por Osamu Shimomura en la
Universidad de Princeton, al tratar de elucidar el fendmeno que causaba la bioluminescencia
en la medusa marina Aequorea victoria. Para esta labor recortd el borde de la ciipula de miles
de medusas (Figura 1) que contenian los 6rganos de luz, exprimi6 las tiras de estos tejidos y
noto6 que el jugo extraido seguia brillando por espacio de varias horas.[3]
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FIGURA 1. Medusas marinas Aequorea Victoria. Cada medusa posee unos 100 puntos
bioluminiscentes del tamafio de una cabeza de alfiler en los bordes externos de la cipula.
Una fotoproteina llamada aequorina emite luz azul al contacto con iones calcio y excita a la
GFP contenida en los mismos 6rganos, produciendo luz verde.

Este mismo jugo presentaba un aspecto ligeramente verdoso a la luz del sol y una intensa
fluorescencia del mismo color al iluminarse con luz ultravioleta o activarse con iones calcio.
Sin embargo, cuando Osamu Shimomura y Frank H. Johnson lograron aislar la fotoproteina
activada por calcio, descubrieron que la proteina pura producia luz azul al activarse con iones
calcio, pero no producia la luz verde observada en los fotodrganos o en el jugo crudo, la
llamaron aequorina.

En cambio, una de las fracciones obtenidas durante el proceso de purificacion si presentaba
un tono ligeramente verde, pero no se activaba con iones calcio. Al paso de los afios lograron
aislar esta segunda proteina y demostraron que el fenomeno de bioluminescencia observado
en las medusas se debe a un mecanismo de transferencia de energia denominado FRET
(Forster Resonance Energy Transfer), donde la luz azul producida por la aequorina es
absorbida por la GFP y reemitida en forma de luz verde. La GFP pura también era capaz de
absorber luz ultravioleta de longitud de onda larga y reemitirla como luz verde, igual que
ocurria con el jugo crudo. El fendmeno de absorciéon de luz de un color y reemisiéon de otro
se denomina fluorescencia.

Se determind que la proteina GFP presentaba un s6lo pico maximo de emision en el espectro
visible a 508 nm, cercano al que emite el tejido vivo de la medusa, mientras que la aequorina
pura lo tenia a 470 nm en la zona azul del espectro visible, coincidiendo con uno de los dos



picos maximos de absorcion de la GFP, centrados en 395 nm y 474 nm, indicando por tanto
que la interaccion FRET entre las dos proteinas era posible.[1]

En 1969, Morin y Hastings encontraron el mismo fenémeno bioluminiscente en los
celentéreos obelia y renilla, confirmando el mecanismo de transferencia de energia sin
radiacion. De hecho, ellos fueron los que acuiaron el término proteina verde fluorescente
(GFP) para las proteinas verdes aisladas de los tres organismos marinos.[4, 5]

La GFP es una proteina monomérica relativamente pequefia, compuesta por 238 aminoacidos
y presenta un peso molecular promedio de 27 KDa. Su estructura terciaria mostrada en la
Figura 2, se denomina B-barril debido a que asemeja un barril cuyas paredes estan formadas
por 11 cadenas beta que en su interior contienen una alfa hélice, donde tres de sus
aminoacidos forman espontaneamente el croméforo en una reaccidon post-traduccional.[6]
Este cromoforo es el causante de que se produzca la fluorescencia verde al irradiar la proteina
con luz azul o ultravioleta. Los aminoacidos originales que dieron lugar al croméforo son
serina 65 (Ser65), tirosina 66 (Tyr66) y glicina 67 (Gly67). La estructura de barril es esencial
para el desarrollo y mantenimiento de la fluorescencia, en primera razon porque permite que
se lleve a cabo la formacion del cromoforo y en segunda porque una vez formado el
cromoforo lo aisla del medio ambiente acuoso que rodea a la proteina y que podria desactivar
al cromoforo cuando se encuentra en estado excitado.[1]

FIGURA 2. Estructura terciaria de la proteina verde fluorescente (GFP)

La estructura quimica del cromé6foro de GFP se muestra en la Figura 3; su nombre técnico
es 4-(p-hydroxybenzylidene)-5-imidazolinone. El radical R2 representa la parte carboxilo
del resto de la proteina a partir del aminoacido 68, mientras que el radical R1 representa la
parte amino desde el aminoacido 1 hasta el aminoacido 64 (Shimomura 1979)[7]. De esta
manera, una vez formado el cromé6foro permanece covalentemente unido al resto de la
proteina y se localiza en medio del barril.



FIGURA 3. Estructura del cromé6foro de GFP de Aequorea Victoria.

Hasta 1994, todos los estudios realizados sobre la GFP fueron hechos con proteina natural
aislada de los diversos organismos marinos. Sin embargo, tras cinco afios de investigacion,
fue en 1992 cuando el bidlogo molecular norteamericano Douglas Prasher logré aislar y
clonar el gen gfp en Escherichia coli, determinando al mismo tiempo de manera indirecta la
secuencia exacta de los 238 aminoacidos que componen a la proteina.[8] Prasher establecio
el fundamento para el uso actual de la GFP como marcador de expresion y localizacion
celular, pero lamentablemente no clono el gen en la fase de lectura apropiada y por tanto las
bacterias que lo contenian eran incapaces de producir la proteina GFP correcta y de brillar
como ocurria en los 6rganos de la medusa. Por tanto, Prasher concluyd erroneamente que
probablemente eran necesarias otras proteinas o cofactores para hacer fluorescer a la proteina,
mismos que debian estar presentes en 4. Victoria pero no en E. coli (Zimmer, 2009)[3]

En 1992 el estadounidense Martin Chalfie tuvo conocimiento de la existencia de la GFP y
comprendi6é que su capacidad para fluorescer en forma auténoma podria convertirla en un
marcador celular ideal para el estudio de los organismos que ¢l investigaba. Usando técnicas
de biologia molecular y la recién descubierta e implementada técnica de PCR (siglas en inglés
de Polymerase Chain Reaction), logrd clonar apropiadamente el gen de la GFP en un vector
de expresion, utilizdndolo para transformar tanto a la bacteria gram-negativa E. coli como al
gusano nematodo transparente Caenorhabditis elegans.[8] Tras su crecimiento, ambos
organismos resultaron fluorescentes y de esta forma se demostré que la GFP era funcional
tanto en organismos procariontes como eucariontes, sin necesidad de agregar componentes
adicionales. Este fue el primer paso en la revolucidon de la GFP y otorg6 el premio Nobel
2008 a Martin Chalfie, Osamu shimomura y Roger Tsien.[3]

A partir de este momento, todos los experimentos para lograr una mejor caracterizacion de
la GFP, asi como para su uso como marcador genético se realizaron con GFP recombinante,
es decir, GFP clonada y expresada en organismos diferentes a A. victoria.[9]

Roger Tsien, ademas de producir las primeras mutantes artificiales de GFP,[10] propuso el
mecanismo de maduracion del cromoforo de la GFP formado por los aminoacidos contiguos



65-67, considerando que sélo cuatro residuos de toda la proteina se conservan estrictamente
entre todas las GFPs naturales, independientemente de su color final. Estos aminoacidos son
Tyr66, Gly67, Arg96, y Glu222.[1]

La formacion del cromoforo verde en proteinas fluorescentes recién plegadas es robusta y no
requiere cofactores o enzimas adicionales que ayuden en el proceso. A excepcion de Gly67,
Arg96 y Glu222, el proceso de formacion del cromoéforo mejor conocido como proceso de
maduracion, puede tolerar numerosas mutaciones localizadas dentro y alrededor del
cromoforo.[11] El proceso es impulsado por la quimica altamente estereoespecifica forzada
por la estructura de la proteina. El proceso de maduracion, mostrado en la Figura 4, se lleva
a cabo en tres pasos principales (ciclizacion, deshidratacion y oxidacion), similares a los
involucrados en la ciclizacion del tripéptido de la enzima histidin-amoniaco liasa y enzimas
relacionadas.[12]
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FIGURA 4. Mecanismo de maduracion del cromoforo de GFP

Mecanismo de maduracion propuesto:

1. En el primer paso, la ciclizacion intracatenaria es favorecida por la curvatura impuesta
por la estructura B-barril sobre el centro de la a-hélice que contiene el tripéptido
activo.[13, 14] La conformacion local de la proteina acerca el nitrogeno de Gly67 en la
orientacion apropiada al grupo carbonilo de Ser65 y prepara el ataque nucleofilico inicial
que conduce a la formacion de un anillo de imidazolona. Esta primera etapa de ciclizacion
es catalizada por la carga positiva de la cadena lateral de Arg96, la cual hace mas
nucleofilico el nitrégeno de Gly67.

2. En el segundo paso, el proceso de deshidratacion convierte el anillo de imidazolona a
imidazolinona y parece ser sensible a la naturaleza aromatica del residuo 66. Este paso
se cree que conduce a la formacion de un intermediario enolato, que puede ser atrapado
por reduccién quimica anaerdbica inversa del cromdforo maduro utilizando ditionito y
otros agentes reductores.



3. Encel tercer paso, la oxidacion del enlace entre los carbonos o y B de Tyr66 con oxigeno
ambiental, completa el sistema conjugado entre el anillo de fenol de la tirosina y el anillo
de imidazolinona recién formado, produciendo la fluorescencia del cromé6foro. Durante
este paso, se cree que el carboxilato de Glu222 funciona como una base general,
facilitando la abstraccion de protones desde el Ca de Tyr66. La velocidad de maduracion
del cromoéforo y la acumulacion de fluorescencia es lenta (20-120 min), estando limitada
por la velocidad de la etapa de oxidacion, que se acompaiia de la produccion
estequiométrica de perdxido de hidrogeno.[15, 16]

Estas investigaciones fueron importantes para el avance en la evolucion artificial de las
proteinas fluorescentes (FPs). La proteina silvestre (avGFP) se modificé rapidamente para
producir variantes que emiten luz azul (BFP), cian (CFP) y amarilla (YFP) (Tsien et al.,
1998)[1, 17], e incluso algunas variantes verdes mucho mas fluorescentes como las
denominadas EGFP[18] y superfolder.[19]

Sin embargo, las regiones espectrales anaranjada y roja permanecieron inalcanzables a partir
de avGFP, y solo fueron posibles cuando se clond el gen de la primer proteina roja
fluorescente (RFP) a partir de un arrecife de coral no-bioluminescente denominado
Discosoma striata.[20] Este avance puso en marcha una segunda fase en la busqueda y
generacion de mas proteinas fluorescentes.

2.1. EVOLUCION DE LA PROTEINA ROJA FLUORESCENTE

En 1999 Sergei Lukyanov y colaboradores reportaron la primer proteina roja fluorescente,
después de haber clonado seis genes de proteinas homologas a la GFP, todas con una
identidad de 26-30% con respecto a ésta ultima.[21] Dos de ellas presentaron caracteristicas
espectrales diferentes a GFP, emitiendo luz amarilla y roja, es decir, luz de mayor longitud
de onda que la emitida por GFP. Como se menciond anteriormente, los genes de estas
proteinas fueron aislados de arrecifes de corales muy coloridos, pero no bioluminescentes. A
pesar de la baja identidad en la secuencia de aminoacidos, se predijo que las proteinas de
coral formarian B-barriles compuestos por 11 cadenas B, similares a la GFP, porque los dos
residuos cruciales que contribuyen a la formacion del cromoforo de GFP, Tyr66 y Gly67, y
algunos residuos polares importantes que estan en contacto con el croméforo como Arg96 y
Glu222 estaban conservados.[22] Sin embargo, la proteina emisora de luz roja identificada
como drFP583 o DsRed, result6 ser una proteina tetramérica, a diferencia de la GFP que es
una proteina monomérica (Figura 5); es decir, la proteina madura tiende a asociarse en grupo
de cuatro unidades. El estado oligomérico de esta proteina dificultaba su uso como etiqueta
de fusion a otras proteinas de interés, porque los grandes complejos proteicos tienden a ser
poco solubles y se agregan dentro de las células.



FIGURA 5. Estructura tridimensional del tetrdmero DsRed que muestra su estado
oligomérico. Los mondmeros se muestran en diferentes colores.

Por tanto, aunque DsRed resultaba muy atractiva para ser usada en estudios de expresion
génica y localizacion celular, porque presenta maximos de excitacion / emision a 558 y 583
nm respectivamente, y estd compuesta por 225 aminoécidos, siendo de tamaio similar a GFP,
[20] desafortunadamente no era apropiada para trabajos que requerian el manejo de imagenes
porque es tetramérica, madura lentamente y posee una alta proporcion del estado
intermediario verde, necesario para llegar al estado rojo. De hecho, Roger Tsien demostro
que el croméforo DsRed se forma por una oxidacion adicional N-acilimino del aminoacido
65, que extiende la conjugacién del cromoéforo de GFP hasta el grupo carbonilo del
aminoacido 64.[3]

DsRed forma su cromoforo a partir de tres aminodcidos secuenciales: Gln65, Tyr66 y Gly67.
[23] Uno de los mecanismos propuestos involucra una ruta ramificada que puede conducir
principalmente al cromoforo rojo como se muestra en la Figura 6, pero también al cromoforo
verde en menor proporcion.[24]
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FIGURA 6. Mecanismo de via ramificada para la formacion del cromoéforo rojo (RFP)
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Mecanismo ramificado para la formacion del cromoforo rojo
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En este mecanismo ramificado, la formacion del cromoéoforo comienza con la
ciclizacion de la cadena principal para formar un anillo intermediario heterociclico
de cinco miembros.

Este anillo se somete a una etapa inicial de oxidacion para formar una imina ciclica
hidroxilada, que se equilibra con una imina ciclica. En este punto el mecanismo se
ramifica, la deshidratacion de la imina ciclica hidroxilada conduce a la formacion del
cromoéforo fluorescente verde, mientras que la oxidacion irreversible de la imina
ciclica conduce a un intermedio con fluorescencia azul.

La deshidroxilacion y deshidratacion adicional conducen a la formacion del
cromoforo fluorescente de color rojo de DsRed.

El mecanismo de formacion del cromoéforo RFP y la influencia de su medio ambiente local
en sus propiedades espectrales, abrid6 nuevas vias para la ingenieria de proteinas
fluorescentes, generando proteinas con nuevos colores y nuevas propiedades.



Asi, por ejemplo, la mutacion K83R en DsRed produjo una mutante que presenta un maximo
de emision de 602 nm (Figura 7), con relativamente poca fluorescencia verde, aunque
desafortunadamente su maduracion es mas lenta que la proteina silvestre DsRed.[25] En

cambio, la mutacion K83M detuvo el proceso de maduracion en el estado intermediario
verde.
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FIGURA 7. Espectros de emision y exeitacion de las proteinas DsRed =) y las mutantes
K83R(-) y K83M(--)

La evolucion gradual de DsRed a un dimero y posteriormente a un monémero dié como
resultado la proteina mRFP1 (Proteina Roja Fluorescente monomérica). Para esta
construccion, cada interface entre las diferentes subunidades se vio interrumpida por la
insercion de argininas, que inicialmente destruyeron la fluorescencia de las mutantes
intermedias (Figura 8). Tras recuperarle la fluorescencia por evolucion dirigida,[26, 27]
mRFP1 contenia un total de 33 mutaciones con respecto a la DsRed nativa. [28]
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FIGURA 8. Conversion de la proteina roja fluorescente tetramérica nativa DsRed, a una
RFP monomérica propuesta por ingenieria de proteinas. (a) Representacion de la estructura
nativa tetramérica de DsRed. (b) La interrupcion de la primera interface A-B, produce un
dimero A-C intermedio y posteriormente de la interface A-C produce una RFP
monomérica. Las mutaciones en la interface son tipicamente perjudiciales para el
plegamiento correcto y maduracion del cromoforo, ya sea en el dimero intermedio o en el
monomero final; por lo tanto, estas variantes deben ser rescatadas por evolucion dirigida.

La proteina monomérica mRFP1 super6 los tres problemas criticos relacionados con la
naturaleza tetramérica de DsRed. Especificamente, mRFP1 es un monémero que madura
rapidamente y tiene una emision minima cuando se excita a longitudes de onda o6ptimas para
GFP. Esta caracteristica convirti6 a mRFP1 en la proteina fluorescente roja mas adecuada
para la construccion de proteinas de fusion, sin embargo, no era ideal para todas las
aplicaciones porque su rendimiento cuantico y coeficiente de extincion molar son bajos. [28]

El intento de mejorar el brillo de mRFP1 por sustitucién combinatoria de aminoacidos
cercanos al cromoéforo y evolucion dirigida, produjo una serie de variantes de RFP muy utiles
en Biologia Celular, conocidas como mFruits (Figura 9).[29-31]
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FIGURA 9. mFruits derivadas de mRFP1 por evolucion dirigida y por hipermutacion
somatica (SHM)

Las proteinas notables en esta serie son mAppple, mCherry y mPlum, que exhiben maximos
de emision a 592 nm, 610 nm y 649 nm respectivamente. En la Figura 10 se muestran las
mutaciones criticas para el fenotipo de cada variante de las mFruits. mApple es una de las
proteinas rojas mas brillantes, mCherry es solo la mitad de brillante pero es espectralmente
estable. Ambas proteinas son relativamente brillantes y aunque mApple presenta mayor brillo
que mCherry, muestra una fotoestabilidad compleja,[32] asi que mCherry es la més utilizada
porque funciona bien en fusiones y es buena opcion para el etiquetado multicolor en
combinacion con BFPs, CFPs, GFPs, YFPs, o FPs anaranjadas.
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FIGURA 10. Genealogia de variantes derivadas de DsRed, con mutaciones criticas para el
fenotipo de cada variante.

En la busqueda constante de proteinas fluorescentes con propiedades espectrales distintas a
DsRed, se aislaron mas RFPs de otras especies de anthozoa, especificamente de las anemonas
de mar Heteractis crispa, Condylactis gigantea, Goniopora tenuidens y Entacmaea
quadricolor. Asi, por ejemplo, la mutagénesis dirigida y aleatoria de la cromoproteina H.
Crispa dio como resultado la proteina denominada HcRed (Heteractis Crispa FP), la cual
contiene seis sustituciones con respecto a la proteina parental y exhibe maximos de excitacion
y emision a 592 nm y 645 nm, respectivamente. La comparacion directa con DsRed revelo

13



una diferencia clara entre el color anaranjado y el color rojo verdadero de HcRed, sin
embargo, todas las mutantes fluorescentes eran tetraméricas.[33, 34]

Otras variantes de la proteina nativa eqFP578 de la anemona de mar E. quadricolor, fueron
la proteina monomeérica brillante TagRFP que tiene maximos de excitacion y emision a 555
nm y 584 nm, y la proteina variante FusionRed con méaximos de excitacion y emision a 580
nm y 608 nm, mientras que en ese mismo linaje la variante mRuby (Aex 558 nm y Aem 605
nm) resultd ser una de las proteinas rojas monoméricas mas fluorescentes, aunque en algunos
casos formd dimeros u oligomeros de orden superior, que condujeron a la agregacion y
citotoxicidad cuando se fusiono6 con otras proteinas.[35, 36]

En 2004 Wang et al produjeron por hipermutaciéon somatica (SHM) la primera proteina
verdaderamente fluorescente en el rojo lejano. Esta proteina denominada "mPlum" era la
unica opciéon monomérica en el rojo lejano, en la regidén espectral de 650 nm.
Desafortunadamente, era solo 10% brillante con respecto a EGFP. Otra mutante encontrada
fue "mRaspberry" cuyo maximo de emision fue de 625 nm (Tabla 1).[37, 38]

TABLA 1. Aminoacidos reemplazados, rendimiento cuantico (QY) y coeficiente de
extincion (EC) de diferentes mutantes. Las mutantes R10D6 y R23H6 corresponden
a mRaspberry y mPlum respectivamente.[38]

QY EC 16 17 45 65 71 124 127 161 166 191

mRFP 026 80 V R K F A L T | K G
'R1OF5 013 8 C v Mmoo
R10F6 0.14 89 c M

R10D6 0.15 86 c G M

‘R14H4 010 40 E 1 T Mmoo
R14G7 011 42 E I M D
R14C12 0.11 40 E I S ™

R21F1 0.10 33 R
R23F2 0.10 37 E H I \" M
R23H6 010 41 E H R I \" M R

Recientemente se han desarrollado otras proteinas fluorescentes en el rojo lejano cuyos
maximos de emision alcanzan la barrera de los 650 nm, como HcRed14, mPluml5 y
AQ143.[39] Sin embargo, este tipo de proteinas se caracterizan también por una brillantez
pobre. Ademas, la excitacion maxima de la mayoria de las proteinas fluorescentes en el rojo
lejano se encuentra alrededor de 550-560 nm, longitud de onda a la que los tejidos vivos son
casi opacos (Figura 11) y por ello estas proteinas no pueden ser eficazmente excitadas. Por
lo tanto, habia una necesidad urgente en desarrollar proteinas fluorescentes en el rojo lejano,
que presentaran una reduccion minima de pérdida de luz y permitieran al mismo tiempo
aumentar la sensibilidad de las técnicas de imagen de todo el cuerpo.[40]
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FIGURA 11. Espectros de absorcion de los principales cromé6foros intracelulares y la
proteina roja fluorescente Katushka.

Por estas razones, Shcherbo et al. desarrollaron las proteinas fluorescentes rojas Katushka y
mkKate a partir de la evolucion dirigida de la proteina roja original tetramérica eqFP578.[40]
Katushka result6 ser una proteina dimérica, diez veces mas brillante que las espectralmente
cercanas HcRed o mPlum, y también se caracterizé por presentar una maduracion rapida,
mayor estabilidad a pH y mayor fotoestabilidad. Estas caracteristicas demostraron la
superioridad de Katushka en la visualizacion de imagenes de cuerpos completos, en
comparacion directa con las otras proteinas fluorescentes de rojo lejano. A partir de Katushka
se desarroll6 la proteina monomérica mKate, la cual se caracterizd por su alta brillantez y
fotoestabilidad, resultando ser un excelente marcador fluorescente para el etiquetado de
proteinas intracelulares no fluorescentes. Las caracteristicas espectrales de estas dos
proteinas se resumen en la Tabla 2, junto a otras RFPs.
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TABLA 2. Caracteristicas espectrales de proteinas fluorescentes rojas y rojo lejano.

_ L QY EC (l\/flcm‘l)Relative Brightne Referenc
[Protein Excitation Emission (at excitation brightnes
Maximum Maximum N a beyond es
maximum) s b
650 nm
TurboRFH553 574 0.67 92.000 1.87 42 17
TagRFP |555 584 0.48 100,000 1.46 34 17
< 65 <
sRed2 |563 588 0.55 43,800 65,000.73 38 26,27
sRed- Lsss | sse | .51 | 38000 3950059 g 28
Xpress 0.61°
eqFP611 559 611 0.45 78,000 1.06 57 29
c c
m Cherry |587 615 0.22 72,000778,000.48 42 24
- <
i;Raspber 508 625 0.15 86.000° 79,000.39 44 15
[Katushka |588 635 0.34 | 65.000 0.67 100
mKate 588 635 0.33 45,000 0.45 67
<22 2¢
mPlum 590 649 0.10 41,000722,000.12 13 15
[HcRed 594 649 0.05 70,000 0.10 20 14
IAQ143 |595 655 0.04 90,000 0.11 23 16

Tras analizar la estructura cristalina de mkate en distintas condiciones de pH, se llego a la
conclusiéon que su cromoforo es capaz de adoptar las conformaciones cis y frans. La
conformacion cis es fluorescente brillante y aumenta proporcionalmente con el pH, mientras
la conformacion trans es mas tenue y disminuye con el aumento de pH.[41]

Analizando estos isdmeros se encontr6 que la posicion Ser148 estabiliza la conformacion cis,
comun en la mayoria de las proteinas rojas fluorescentes, mientras que la conformacion trans
se estabiliza por Serl165, encontrandose principalmente en las cromoproteinas no-
fluorescentes y es similar a eqFP611.

Al realizar mutagénesis a saturacion de la posicion 165, la sustitucion S165A dio como
resultado una mutante mas fluorescente y de maduracion mas rapida. Otras mutaciones que
resultaron benéficas para la maduracion de la proteina fueron V48A y K238R. Con estos
cambios se obtuvo una proteina de maduracion rapida, mucho mas brillante, monomérica
que se nombro mkate2.[42]

Los perfiles espectrales de mKate2 son casi idénticos a los de mKate (Figura 12a), con
excitacion y emision alcanzando un méaximo de 588 y 633 nm, respectivamente. En
comparacion con mKate, la fluorescencia de mKate2 es mucho mas estable a pH (Figura
12b), aumentando asi su brillo a pH fisiolégico y haciendo mKate2 un reportero mas
confiable para la adquisicion de imagenes en organelos 4cidos, tales como los endosomas,
lisosomas tardios y de reciclaje. Por tanto, mKate2 resulté ser una proteina monomérica,
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fluorescente en el rojo lejano, casi 3 veces mas brillante que la mKate original y 10 veces
mas brillante que mPlum.[42].

Sin embargo, resultados encontrados en nuestro laboratorio mostraron que cuando mKate y
mKate2 son excitadas con luz azul a 470 nm, ademas del pico de emision rojo principal
localizado a 615 nm (no 630 nm como el reportado en la literatura),[42] también presentan
un pico de emision verde centrado en 504 nm, generado por un cromoéforo tipo GFP que no
logra madurar hasta el cromoforo tipo RFP. Este contaminante de las proteinas mKate
representa una limitante para su uso, sobre todo cuando se requiere monitorear dos eventos a
la vez en una célula, donde uno de ellos es rastreado por marcaje con la proteina verde
fluorescente original cuya emision estd centrada entre 504-508 nm. Por esta razon, en este
proyecto de tesis nos propusimos simplificar el espectro de emision de la proteina mKate2 a
través de ingenieria de proteinas y evolucion dirigida, en forma similar a la simplificacion
del espectro de mCherry a partir del mondémero mRFP1.4.[31]
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FIGURA 12. (a) Espectros normalizados de absorcion (linea continua), excitacion (----) y
emision (---+) de la proteina pura mKate2. (b) Estabilidad de fluorescencia a diferentes pHs
de las proteinas mKate2 (linea continua) y mKate (linea discontinua).

2.2. INGENIERIA DE PROTEINAS Y EVOLUCION DIRIGIDA

La ingenieria de proteinas integra la informacion sobre la estructura, secuencia, mecanismo
de reaccion, funcion y propiedades bioquimicas, para disefiar y generar variantes de proteinas
de forma racional, con la intencién de mejorar alguna de sus caracteristicas en particular.
Normalmente, en este tipo de estudio se disefian cambios especificos que se introducen
modificando el gen que codifica la proteina de interés, por medio de mutagénesis sitio
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dirigida utilizando PCR (reacciéon en cadena de la polimerasa) sobre alguno o varios
aminoacidos (Blundell et al, 1994)[43]

Una alternativa a la ingenieria de proteinas por mutagénesis sitio dirigida es la evolucion
dirigida, donde el principio de la evolucion darwiniana que involucra ciclos repetidos de
mutacion, recombinacién y seleccion puede ser aplicado y acelerado en el laboratorio para
generar proteinas mejoradas. Para la evolucion dirigida, ya sea in vivo o in vitro es necesario
tener tres componentes: primero, un método para generar la diversidad genética; segundo,
una via para enlazar el genotipo al fenotipo y finalmente un método que permita identificar
aquellas variantes con la actividad deseada. Para someter una proteina a un proceso de
evolucion in vitro se generan los genes mutados por alguna metodologia adecuada, como por
ejemplo la PCR propensa a errores. La biblioteca de genes mutados es clonada en un vector
y transformada en una cepa hospedera. Finalmente, los componentes de la biblioteca son
sometidos a un proceso de identificacion que puede ser seleccion o bisqueda diferencial de
aquellas mutantes con la caracteristica que se quiere modificar. Este proceso se repite por
varios ciclos para acumular mutaciones benéficas (Arnold F.et al, 1997)[44]

La mutagénesis dirigida por oligonucledtidos degenerados es otro método comunmente
utilizado para la preparacion de variantes de un polipéptido o proteina de interés.
Oligonucleétidos de composicion mixta se estan utilizando cada vez mas para generar
bibliotecas de variantes para el estudio de funcion biomolecular, en la busqueda de péptidos
y proteinas con propiedades mejoradas. En la preparacion de las bibliotecas proteicas,
generalmente el objetivo es introducir los 20 aminoacidos en posiciones predeterminadas de
la proteina. Aunque los esquemas de sintesis quimica de oligonucledtidos se han disefiado
para mejorar la eficiencia de este proceso, hay un limite en la precision con la que los
mononucleotidos se pueden mezclar, y debido a la degeneracion del codigo genético, solo es
posible tener un control limitado sobre la distribucion de aminoacidos.[26] Ademas, los
aminoacidos no deseados y codones de paro a menudo no se pueden evitar. La ruta mas
directa para una mutagénesis controlada es el uso de mezclas de trinucledtido-fosforamiditos
durante la sintesis de oligonucledtidos, que corresponden directamente a los codones de los
aminoacidos necesarios.[26, 45-50] Sin embargo, aunque estos reactivos son comerciales, su
costo sigue siendo elevado. Otra forma de evitar codones de paro y codones redundantes
durante la sintesis de oligonucle6tidos degenerados consiste en dividir el soporte de sintesis
en cuatro porciones diferentes como se muestra en la Figura 13: 60%, 30%, 5% y 5%. La
primer porcidon es acoplada con el codon degenerado NDT (N: A+G+C+T, D: A+G+T),
generando los codones AAT, AGT, ATT, GAT, GGT, GTT, CAT, CGT, CTT, TAT, TGT,
TTT, los cuales codifican a los 12 aminoacidos asparagina (Asn), serina (Ser), isoleucina
(Ile), aspartico (Asp), glicina (Gly), valina (Val), histidina (His), arginina (Arg), leucina
(Leu), tirosina (Tyr), cisteina (Cys) y fenilalanina (Phe) respectivamente. La segunda porcion
es acoplada con el codén degenerado VMA (V: A+C+G, M: A+C), generando la mezcla de
6 codones AAA, CAA, GAA, ACA, CCA y GCA, los cuales codifican a los 6 aminoacidos
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lisina (Lys), glutamina (Gln), glutamico (Glu), treonina (Thr), prolina (Pro) y alanina (Ala),
respectivamente. Finalmente, la tercera y cuarta porcion son acoplados de manera
independiente con los codones ATG y TGG para codificar los dos aminodcidos faltantes
metionina (Met) y triptéfano (Trp). Concluida la sintesis en las cuatro columnas, los soportes
se mezclan y se vuelven a dividir en la misma proporcion si se desea modificar otro codon,
como se ejemplificd con la proteina mKate en la region del cromoforo, para los aminoacidos
fenilalanina 62 (Phe62), metionina 63 (Met63) y tirosina 64 (Tyr64) (Gaytan et al, 2013)[51].

The resin-splitting procedure and DNA synthesis to
perform the elimination of redundant and stop codons
during the assembly of degenerate oligonucleotides.

FIGURA 13. Método de separacion de resina para la sintesis de bibliotecas de
oligonucledtidos degenerados a saturacion.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La proteina roja fluorescente mKate2, al excitarse a 474 nm, longitud de onda optima de
excitacion de GFP, genera un espectro de emision con un pico principal centrado en 510 nm,
caracteristico del cromoforo tipo GFP, y otro pico mas pequefio centrado en 615 nm
correspondiente al cromoforo tipo RFP. La presencia del cromoforo tipo GFP significa que
se trata de un intermediario que no logra madurar hasta el cromé6foro RFP. Este contaminante
de la proteina mKate2 representa una limitante para su uso, cuando se requiere monitorear
dos eventos a la vez en una célula, donde uno de ellos es rastreado por marcaje con la proteina
verde fluorescente original cuya emision esta centrada entre 504-508 nm. Por tanto, es
necesario aplicar la ingenieria de proteinas a mKate2 para tratar de eficientizar la maduracion
del cromoéforo rojo y eliminar el pico correspondiente al cromdforo intermediario verde.
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4. HIPOTESIS

Para tratar de eliminar el pico de emision indeseable en mKate2, correspondiente al
cromoforo intermediario tipo GFP, se debe construir la mutante sitio-dirigida mKate2-
M160Q, en analogia a lo que se hizo con la proteina mRFP1.4 precursora de la proteina roja
fluorescente mCherry, la cual ya no presenta el pico de emision verde.[52] Esta opcion parece
ser viable porque mCherry y mKate presentan una homologia de 53% a nivel de secuencia
de aminodacidos, y tanto mKate como mRFP1.4 contienen el aminodcido metionina en la
posicion 160.

Sin embargo, en caso de no obtener el resultado esperado, se deben reemplazar de manera
combinatoria los amino4cidos metionina 160 (Met160), serina 143 (Serl43) y alanina 158
(Alal158), los cuales se encuentran muy cerca del cromo6foro de acuerdo al analisis de la
estructura cristalografica de mKate2. Probablemente alguna o algunas sustituciones de estos
residuos lograran desaparecer el pico de emision verde.
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4.1. JUSTIFICACION

mKate? es una proteina roja fluorescente, monomérica, que emite luz en el rojo lejano y que
madura mas rapido y posee mejores propiedades fluorescentes que la proteina mCherry, la
proteina roja mas utilizada hasta el momento para marcar otras proteinas de interés o llevar
a cabo experimentos de expresion génica. Sin embargo, la maduracion de mKate hasta el
cromoforo tipo RFP es incompleta, quedando presente un intermediario tipo GFP que deberia
transformase completamente hasta el cromoforo final RFP, para que la proteina pueda tener
mayor aplicaciéon en experimentos de multimarcaje.
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5. OBJETIVOS
5.1 OBJETIVO GENERAL

Eficientizar la maduracién del cromoéforo rojo en la proteina roja fluorescente mKate2 a
través de la mutacion sitio-dirigida M160Q, o a través de mutagénesis combinatoria sitio-
dirigida a los residuos serina 143 (Ser143), alanina 158 (Alal58) y metionina 160 (Met160)
que se localizan cerca del cromoéforo en el interior del barril.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Disefiar y sintetizar quimicamente un par de oligonucledtidos complementarios para llevar
a cabo la mutacion sitio dirigida M160Q en el gen que codifica a la proteina mKate?2, a través
de PCR.

2. Clonar el gen mutante mKate2-M160Q usando técnicas ordinarias de Biologia Molecular
y determinar y analizar los espectros de absorbancia, excitacion y emision de la proteina
resultante. En caso de que el pico correspondiente al cromoéforo tipo GFP haya desaparecido,
el proyecto estaria concluido. Sin embargo, en caso de no desaparecer, pasariamos al
siguiente objetivo.

3. Disefiar y sintetizar quimicamente un oligonucleotido degenerado, reemplazando los
codones silvestres de los aminoacidos Ser143, Alal58 y Met160 por una mezcla de 20
codones diferentes, para generar una biblioteca de 8000 variantes proteicas.

4. Generar por PCR traslapada una genoteca del gen mKate2, usando el oligonucledtido
degenerado mencionado en el tercer objetivo especifico.

5. Clonar la genoteca en el pladsmido pJOQ usando técnicas de Biologia Molecular y
transformar la cepa MC1061 de Escherichia coli con la ligacion resultante de la genoteca y
el plasmido. Cultivar las transformantes en cajas petri de LB / kanamicina.

6. Visualizar las colonias fluorescentes sobre un transiluminador de luz azul, aislar y
secuenciar el gen recombinante de todas las mutantes con fenotipo fluorescente interesante.
En especial, aquellas colonias que a simple vista se vean rojas pero que al excitarse con luz
azul no fluorescan.

7. Purificar las proteinas mutantes fluorescentes mas interesantes por cromatografia de
afinidad a niquel y determinarles sus propiedades fotoquimicas.
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6. METODOS Y MATERIALES
6.1. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

En la realizacion del presente trabajo se usaron diversas técnicas de biologia molecular para
construir, clonar y expresar mutantes de la proteina fluorescente mkate2 con la composicion
de aminoacidos deseada. La estrategia experimental se muestra en la Figura 14.

f 3 f 3 f N
Disefio de los oligos que Electroporacion en Seleccion de clonas
contienen las mutaciones células competentes recombinantes con
(sentido y anti sentido) E.coli MC1061 resistencia a Kanamicina
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I Analizar clonas por
Amplificacion del gen P

R Se procede a ligar los extraccion de plasmido y
sintético por tres A . .
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é 3 f 3 f N
Verificar el tamafio de las Los fragmentos se
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FIGURA 14. Estrategia experimental
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6.2 OLIGONUCLEOTIDOS SINTETICOS

Los oligonucleétidos utilizados en esta tesis se sintetizaron en la unidad de sintesis del IBt-
UNAM, mediante el método de fosfitotriéster en fase solida, a través de una estrategia
llamada separacion de resina (Figura 13).[45]

El ensamble se llevd a cabo en un sintetizador automatico de ADN, modelo 394 de Applied
Biosystems, provisto de cuatro columnas (Figura 15). Dicho sintetizador esta equipado con
8 viales para fosforamiditos: los primeros cuatro se cargaron con las bases independientes
dA, dC, dG y dT, disueltos en acetonitrilo a concentracion 80 mM. Estas mismas soluciones
se utilizaron para preparar las siguientes mezclas de bases, tomando 1 mL de cada una de las
bases independientes: N (dA+dG+dC+dT), D (dA+dG+dT), V(dA+dC+dG) y M (dA+dC).
Las demas posiciones fueron cargadas con los siguientes reactivos: ETT (5-ethylthio-1H-
Tetrazol 0.25 M en acetonitrilo), Ac2O (anhidrido acético / tetrahidrofurano 1:9), NMI (N-
metilimidazol / piridina / tetrahidrofurano 1:1:8), TCA (acido tricloroacético 2% en
diclorometano), I> (Iodo 20 mM en tetrahidrofurano / piridina / agua 8:1:1), acetonitrilo y
acetona.

NH,,OH s\cz()

FIGURA 15. Sintetizador de ADN implementado para el ensamble de oligonucle6tidos
degenerados por el método de separacion de resina.
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Oligonucleétido mutagénico PrFw-SAM (S143X/A158X/M160X):

5’-G AAAACACTCGGCTGGGAAGCC tcc ACGGAGATGCTGTACCCGGCT
GATGGTGGCCTTGAAGGTCGT geg GAC atg GCCCTGAAACTCGTGGGTG-3°

1.- La sintesis se inici6 con 15 mg de soporte dG con porosidad de 2000 A, ensamblando la
secuencia 5’GCCCTGAAACTCGTGGGTG 3’ en una sola columna (marcada como 1) y
dejandola en modalidad tritilada (Trytil-on).

2.- Una vez concluida la sintesis del primer fragmento, la columna 1 se abri6 y el soporte fue
resuspendido en 200 pL de etilenglicol. 60 pL se transfirieron a la columna 2, mientras que
10 puL se transfirieron a las columnas 3 y 4, dejando el resto del soporte en la columna 1. El
sobrenadante de etilenglicol de cada columna se retird por succidon con una jeringa para
insulina.

3.- Cada columna se cerr6 y fue colocada en el sintetizador. A la columna 1 se le adiciono la
mezcla de codones degenerados NDT, a la columna 2 la mezcla VMA, mientras que a las
columnas 3 y 4 los codones especificos ATG y TGG respectivamente.

4.- Una vez concluida la sintesis en las cuatro columnas, éstas se abrieron y se reunieron
todos los soportes en una sola columna.

5.- Se adiciono la secuencia GAC a todo el oligonucle6tido creciente y nuevamente se dividid
la resina en cuatro porciones como se describe en el paso 2 y se adicionaron los codones
mencionados en el paso 3.

6. Se repiti6 el paso 4 y se adicion6 la secuencia ACG GAG ATG CTG TAC CCG GCT
GAT GGT GGC CTT GAA GGT CGT a todo el oligonucleotido creciente.

7. Se repitieron los pasos 2, 3 y 4 y se adiciond6 la secuencia
GAAAACACTCGGCTGGGAAGCC a todo el oligonucledtido.

El oligonucleétido mutagénico, asi como su oligonucledtido parcialmente complementario
(GGCTTCCCAGCCGAGTGTTTTC, PrRv-SAM) se desprotegiecron de manera
independiente con 750 pL de hidroxido de amonio concentrado, se incubaron a 55°C durante
12 h, y se purificaron por electroforesis en condiciones desnaturalizantes en gel de
poliacrilamida al 12%.

También se sintetizaron otros dos oligonucleoétidos convencionales que aparean en la region
del vector de clonacion pJOQ, flanqueando los sitios de restriccion de clonacion Ndel y Xhol.
Primer pJOQFw: 5’-CGGTTCTGGCAAATATTCTG-3’

Primer pJOQRv: 5’-ACTCACTATAGGGCGAATTG-3’

6.3. VECTOR DE CLONACION
Para la clonacion y expresion del gen mkate y sus mutantes se utilizo el vector pJOQ, cuyo

mapa genético se muestra en la Figura 16.[53]
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FIGURA 16. Mapa genético del vector de clonacion pJOQ.

El gen mKate2 fue clonado en el plasmido no comercial pJOQ, generosamente donado por
el Dr. Joel Osuna Quintero. Este vector de solo 2018 bp fue construido con parte del vector
comercial pET-28a y parte del plasmido pTRC99a. Contiene el gen de resistencia a
kanamicina (Km), el origen de replicacion del plasmido pBR322 y todos los genes clonados
como insertos Ndel/Xhol son transcritos a partir del promotor trc. El pldsmido que expresa
el gen mKate2 estd compuesto por 2726 bp como se muestra en el mapa. Todos los genes
clonados en pJOQ se expresan constitutivamente porque el plasmido no contiene el represor
codificado por el gen lacl y debido al origen de replicacion es un vector de alto nimero de
copias.[53]

6.4. CEPA MICROBIANA

La cepa empleada en este trabajo fue Escherichia coli MC1061, la cual contiene el siguiente
genotipo:

F-, araD139, A(ara-leu)7696, galE15, galK16, A(lac)X74, rpsL (Str®), hsdR2 (rK- mK*),
mcrA, merBl1
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6.5. MEDIOS DE CULTIVO

Luria-Bertani liquido (LB):

Extracto de levadura (BD DIFCO): 5 g
Cloruro de sodio (J.T.Baker): 5 g
Triptona (BD DIFCO): 10 g

Agua: 1L

Luria-Bertani sélido (LB):
1L de LB mas 15 g de agar (BD DIFCO)

Super Optimal Broth (SOB):

Triptona (BD DIFCO): 2 g

Extracto de levadura (BD DIFCO): 500 mg
Cloruro de sodio 1M: 1 mL

Cloruro de potasio 1M: 0.25 mL

Agua: 100 mL

6.6. ANTIBIOTICO

Kanamicina 30 mg/mL. 300 mg de sulfato de kanamicina (SIGMA) se disuelven en 10 mL
de agua miliQ estéril. La solucion se filtra con jeringa y filtro estériles de nylon de 0.22 pm
de poro, guardandose a 4°C hasta su uso.

6.7. CONSTRUCCION DE LA GENOTECA

Para la construccion del banco de genes mutantes (genoteca) SAM/XXX se uso la técnica de
PCR traslapada, consistente en hacer dos PCRs parciales cuyos productos se traslapan en
algunas bases. En la PCR final los dos productos parciales se mezclan y amplifican con los
oligos externos (pJOQfw y pJOQrv) para reconstruir los genes completos como se muestra
en la Figura 17.

PCR 1 (PCR 2):

Primer SAM 10 uM (Primer reverso SAM 10 uM): 4 uL
Primer pJOQrv 10 pM (Primer pJOQfw 10 uM): 4 uL
Templado pJOQ-mKate2 (40 ng/uL, p8779): 2 uL
Buffer 10X: 10 uL
MgCl; 100 mM: 1 uL
dNTPs 4 mM: 10 uL
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Enzima Vent DNA polimerasa (2 U/uL)
H>O:

PCR 3:

PCR 1 purificada (20 ng/uL):
PCR 2 purificada (20 ng/uL):
Primer pJOQfw 10 uM:
Primer pJOQrv 10 puM:
Buffer 10X:

MgClz 100 mM:

dNTPs 4 mM:

Enzima Vent DNA polimerasa (2 U/pL):

H»O:

1.5 uL
67.5 uL

2 ulL

2 ulL

4 uL

4 uL
10 uL

1 uL
10 uL
1.5 uL
65.5 uL

En los tres casos se usaron las siguientes condiciones de PCR:

1 ciclo: 95C --- 5 min
25 ciclos: 95C --- 1 min
58 C --- 1 min
72C --- 1 min
1 ciclo: 72C --- 5 min
pJOQ.Fw S143A158M160/ XXX . Fw
A :
: B =D
S143A158M160/XXX.COMP pJOQ.Rv
Primer PCR
— N ae \L
<
: D
Segunda PCR

v

Producto Final

FIGURA 17. Estrategia de PCR traslapada para la construccion de la genoteca. La region

modificada con los oligonucle6tidos mutagénicos esta representada por las lineas
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discontinuas. El oligonucledtido mutagénico C y el oligonucledtido B son complementarios
en sus extremos 5°. El oligonucle6tido mutagénico C contiene las mutaciones hacia el
extremo 3. Los oligonucleotidos A y D son externos al gen.

6.8. ANALISIS POR ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA

Se prepara una solucion de agarosa al 1% con amortiguador Tris-Borato-EDTA (TBE 1X),
la cual se calienta en horno de microondas hasta su disolucion total y se vierte en la charola
molde; se coloca el peine para formar los pozos y se deja gelificar a temperatura ambiente
por 30 min. Después se coloca la charola en la camara de electroforesis y se agrega buffer
TBE 1X, se colocan las muestras en los pozos (5 pl de muestra mezclada con 2 pl de colorante
de carga), asi como la mezcla de estindares de pesos moleculares conocidos. La
electroforesis se corre a 100 V y el gel, tefiido con bromuro de etidio al 0.01%, se observa
sobre un transiluminador de luz UV de longitud de onda larga a fin de analizar el tamafio de
los productos de ADN generados por PCR.

6.9. PURIFICACION DEL PRODUCTO DE PCR A PARTIR DE GEL

Los productos de ADN generados en las PCRs parciales se purificaron por el kit comercial
Bio Basic Inc. (EZ Spin column DNA Gel Extraction Kit), para lo cual, la mezcla de reaccion
se corrid primero en gel preparativo de agarosa, se localizo la banda deseada por tincion con
bromuro de etidio, se cortd con navaja de afeitar y se colocd en un tubo tipo eppendorf.
Posteriormente, se continud con la purificacion del producto de ADN siguiendo las
instrucciones del manual de usuario que proporciona el fabricante, descrito en el Anexo N°1.
Este paso de purificacion elimina el templado, los oligos que se hayan adicionado en exceso
y las sales usadas en los buffers de reaccion.

El producto de la PCR final se semipurifica por otro kit, llamado “EZ-10 Spin column for
PCR products”, a través del protocolo de desalado descrito en el Anexo N°2. Este proceso
elimina las sales del buffer utilizado en la reaccién de PCR, los oligos sobrantes y los
subproductos pequeiios de ADN generados en la reaccion.

6.10. CLONACION

Los productos de las reacciones de PCR son moléculas lineales de ADN de doble cadena,
que normalmente contienen unos cientos o miles de pares de bases nucleotidicas. Pero lo mas
importante es que contienen los cambios nucleotidicos en las posiciones deseadas, y muchas
veces contienen secuencias especificas en los extremos que son reconocidas por enzimas de
restriccion, permitiendo continuar con el proceso de clonacion en “cromosomas” circulares
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pequeiios de ADN llamados vectores o plasmidos, los cuales contienen toda la informacion
genética para autorreplicarse dentro de las células y expresar los genes clonados en ellos.

El producto de la PCR final, asi como el plasmido pJOQ se someten de manera independiente
a una doble digestion con las enzimas de restriccion Ndel (aislada de Neisseria denitrificans)
y Xhol ( aislada de xanthomonas campestris pv. Holcicola), usando las siguientes cantidades
de reactivos:

Enzima Nde I (20 U/ pl): 1.5 pL
Enzima Xho I (20 U/ pl) : 1.5 uL
buffer 4 de NEB, 10X: 8.0 uL
Muestra (producto de pcr o plasmido): 2-3 pg disuelto en agua
Agua: c.b.p. 80 ul de reaccion

La mezcla de reaccion se prepara sobre hielo, agregando las enzimas al final y mezclando
suavemente con la mano, sin agitar en el vortex. La mezcla de reaccion se incuba a 37°C
por 14 horas.

Una vez digeridos ambos productos, los cuales contienen extremos cohesivos
complementarios, se procede a su purificacion en gel de agarosa al 1% utilizando el kit
comercial Bio Basic Inc. (EZ Spin column DNA Gel Extraction Kit), siguiendo el protocolo
descrito en el Anexo N°1.

6.11. LIGACION

Los productos purificados son ligados con la enzima T4 ADN ligasa para generar un
plasmido cerrado relajado que contiene al gen codificante de la proteina recombinante.
Componentes de la reaccion:

Buffer T4 DNA ligasa 10X 2 uL
T4 DNA Ligasa (5U/ul) 1 uL
Vector de ADN 200 ng
Inserto de ADN 200 ng
H-0 c.b.p 20uL

Mezclar suavemente la reaccion e incubarla en hielo durante 16 h, empezando a 8°C y
terminando a 22°C

6.12. TRANSFORMACION

A continuacion, la ligacion es usada para transformar células electrocompetentes de la cepa
bacteriana E.Coli MC1061, preparadas como se describe en el Anexo N°5. Para la
transformacion, las células guardadas a -72°C se descongelan sobre hielo normal por 20 min,
se transfieren a una celda de electroporacion de 100 pL, se les adiciona 1.5 pL. de la reaccion
de ligacion y se colocan en el portacelda de un electroporador. Las células se someten a un
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choque eléctrico de 1.8 Kvolts, se retira la celda y el contenido se recupera con 1 mL de
medio de cultivo SOB, incubando 1 h a 37°C, bajo agitacion a 200 rpm. Durante este periodo
de espera se preparan placas de medio LB con kanamicina y se dejan secar aproximadamente
1 hora. Posteriormente, se toman 200 pl de la transformacion y se siembran en las placas
selectivas, incubandolas a 37°C por 20 h.

6.13. SELECCION DE MUTANTES

Al siguiente dia, las cajas se visualizan sobre un transiluminador de luz azul (470 nm) y se
seleccionan las colonias que muestren un fenotipo interesante. Sobre todo, aquellas colonias
que a simple vista se vean muy rojas y que no brillen cuando se irradien con la luz azul, lo
cual estaria indicando ausencia del cromoforo tipo GFP, que se excita especificamente con
este tipo de luz. Las colonias elegidas se utilizan para inocular 5 mL de LB liquido y los
cultivos se incuban 20 h a 37°C, con agitacién a 200 rpm. Al siguiente dia, se recupera
plasmido de cada uno de los cultivos (Anexo N°6) y se determina su secuencia de forma
automatizada por el método de terminador de cadena tipo Sanger.

Los datos obtenidos son analizados por el programa bio informatico disponible en linea
BioEdit. Con este programa se analizan los archivos recibidos, los cuales muestran
electroferogramas conteniendo las secuencias nucleotidicas, que a su vez se convierten en
secuencias de aminoacidos para determinar de manera indirecta la estructura primaria de las
proteinas codificadas.

6.14 PURIFICACION DE PROTEINAS

Preparar pre-indculos “overnigth” de 5 ml de cada una de las mutantes seleccionadas,
creciéndolas a 37°C bajo agitacion a 200 rpm.

Utilizar los pre-inoculos para inocular 1 L de LB/Km en matraces Fermbach. Incubar a 37°C
por 24 horas, bajo agitacion a 200 rpm.

Centrifugar los cultivos a 13000 rpm por 20 min, a 4°C. Desechar el sobrenadante.
Resuspender la pastilla celular en 35 mL de PBS 1X y sonicar la suspension en tres pulsos
de 3 min cada uno, con enfriamiento intermedio en hielo por 15 min.

Centrifugar la suspension a 13000 rpm por 20 min y filtrar el sobrenadante a través de un
filtro de nylon de 0.22 um para jeringa.

Purificar la proteina por HPLC, pasando la soluciéon por una columna HisTrap de 1 mL,
empacada con resina de Niquel (Pharmacia), usando un gradiente de imidazol de 10 mM a
300 mM en 25 min, con una corrida isocratica previa de imidazol 10 mM por 12 min. Las
soluciones de imidazol se preparan en buffer de fosfatos 100 mM, NaCl 100 mM, pH 7.
Colectar las fracciones coloridas y reunirlas en una sola fraccion.
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Concentrar la fraccion y desalarla por centrifugacion en tubos amicon con corte de 10 KDa
de poro. Lavar la proteina con PBS 1X (2 x 4 mL) para eliminar el imidazol.
Resuspender la proteina pura en 1-2 mL de PBS 1X.

6.15 CUANTIFICACION DE PROTEINAS

La concentracion de las proteinas se determina por el método de Bradford, el cual se basa en
la formacion de un complejo entre el colorante Azul Brillante G y las proteinas en solucion.
El complejo provoca un desplazamiento en el maximo de absorcion del colorante de 465 nm
a 595 nm. La cantidad de absorcion es proporcional a la proteina presente. Para determinar
la concentracion se realiza una curva de calibracion estandar, usando 5 soluciones de BSA a
distintas concentraciones conocidas, mezclando 10 pL de muestra con 1 mL de la solucién
de Bradford diluida 1:1 con agua (Thermo Scientific). Se deja reaccionar por 5 minutos y las
muestras se leen a 595 nm en un espectrofotometro de absorcidon, usando una solucién blanco
de Bradford y PBS 1X, preparada igual que las muestras estandar y las muestras problema.

6.16 ELECTROFORESIS SDS-PAGE

La calidad de todas las variantes purificadas fue analizada por electroforesis en geles de
poliacrilamida (PAGE por sus siglas en inglés) en condiciones desnaturalizantes, usando el
detergente dodecilsulfato sodico (SDS) como agente caotropico para la desnaturalizacion de
las proteinas, tanto en el gel como en el buffer de corrida. También se usé B-mercaptoetanol
para la ruptura de posibles enlaces disulfuros intermoleculares formados entre cisteinas
vecinas. Sin embargo, el B-mercaptoetanol solo se usé en el colorante de carga. La
electroforesis permite también estimar el peso molecular (PM) de una proteina, comparando
su movilidad electroforética con la de proteinas de PM conocido. La electroforesis para
analizar proteinas utiliza dos geles: un gel concentrador de poros grandes y pH 6.8, y un gel
separador de poros mas pequefios y pH 8.8.

Para montar el sistema de electroforesis se utilizan dos placas, una de vidrio y otra de
aliimina, asi como dos separadores de plastico de 0.75 mm y clips reversibles de 25 mm para
formar un sandwich de 8.3 cm x 11.0 cm x 0.75 mm.

Primeramente, se prepara el gel separador y se vierte suavemente en el “sandwich” vertical
a través del borde superior. Los otros tres bordes se deben sellar con anticipacion usando
agarosa fundida, o colocando el “sandwich” en un molde comercial apropiado, sellando con
bandas especiales de hule y presion. Detener el llenado 1-2 cm antes del borde superior. Dejar
gelificar por aproximadamente 20-30 minutos.
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GEL SEPARADOR:

Acrilamida 30% 3mL
Buffer de tris 1.5M pH 8.8 2 mL
Agua milliQ 3mL
TEMED 6 uL

Persulfato de amonio 48 uL

A continuacion, el gel se lava con agua, se seca con papel filtro y se adiciona la mezcla de
acrilamida que dara lugar al gel concentrador. Llenar hasta el borde superior ¢ insertar un
peine de teflon con los dientes suficientes que permitan generar los pozos necesarios para
analizar las muestras deseadas. Dejar gelificar y retirar el peine bajo el chorro de agua.

GEL CONCENTRADOR:

Acrilamida 30% 300 uL
Buffer de tris1.5M pH 6.8 500 pL
Agua milliQ 1.2 mL
SDS 10% 20 puL
TEMED 3uL
Persulfato amonico 24 uL

Las muestras se preparan con 2 uL de proteina (1-5 pg/ul), 13 puL de buffer de corrida con
SDS, 5 uL de buffer de carga (40% glicerol, 20% buffer Tris pH 6.8%, 20% -
mercaptoetanol, 2% SDS y una pizca de azul de bromofenol como colorante) y son hervidas
por 5 min para desnaturalizar completamente la proteina.

Una vez aplicadas las muestras, los geles se corren con buffer Tris: glicina: SDS al
1%:1:%:0.1% a 4 watts constantes.

Los geles se tifieron con azul de coomassie al 0.001% en una solucion de metanol al 50% y
acido acético al 10% por 20 min. Finalmente, los geles se destifieron con una solucion de
etanol al 20% y acido acético al 5% por 1 h, con lo cual las proteinas se visualizaron como
bandas azul marino en un fondo ligeramente azul.

Las mismas muestras también se analizaron en condiciones semi-desnaturalizantes,
preparandolas igual que para el gel desnaturalizante, pero se cargaron sin hervir. Estas
condiciones permiten analizar la posible formacion de estructura cuaternaria entre las
variantes.

6.17. ESPECTROS DE ABSORBANCIA

Los espectros de absorcion de luz UV-visible de las proteinas de interés se determinaron en
un espectrofotometro, diluyendo las muestras con buffer PBS 1X hasta que la absorbancia
en el maximo de absorcidn se encontrara entre 0.1 y 0.5
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Este ensayo permitié determinar el maximo de absorcion de cada una de las proteinas
variantes, el cual para un compuesto puro debe ser igual al maximo de excitacion
determinado en un espectrofluorimetro.

6.18. ESPECTROS DE EXCITACION Y EMISION

La adquisicion de los espectros de excitacion-emision se llevd a cabo en un
espectrofluorimetro LB50 marca Perkin-Elmer, analizando 20 pL de proteina cruda diluida
con 580 pL de buffer salino PBS 1X, o bien, 1 pL de proteina pura diluida con 600 pL de
PBS 1X. Para determinar el espectro de emision, la longitud de onda de excitacion se fijé en
el maximo de absorcion determinado previamente y se empezo a registrar la emision 10 nm
arriba, hasta 700 nm. Una vez determinado el maximo de emision, este se fijo en el equipo y
se empez0 a registrar el espectro de excitacion desde 350 nm hasta 10 nm abajo del maximo
de emision.

6.19. DETERMINACION DEL COEFICIENTE DE EXTINCION MOLAR Y DEL
RENDIMIENTO CUANTICO

El coeficiente de extincion molar (¢) de las proteinas mas interesantes se determind en su
maximo de absorcion de luz visible. Para esta determinacion se prepararon seis diluciones
por duplicado, desde 0.5 uM hasta 3.0 uM, determinando su absorbancia en la longitud de
onda méxima. Al graficar la concentracion contra la absorbancia se obtiene una recta cuya
pendiente representa & en unidades uM™.

Para determinar el rendimiento cuantico (¢) de cada una de las proteinas de interés, las
diluciones usadas para medir € se diluyeron 25 veces con buffer PBS y se les midio la
intensidad de emision (en su maximo) cuando se excitaron en su maximo de absorcion. Para
las mediciones se usaron ventanas de excitacion y emision de 5 nm. Al graficar la absorbancia
de las soluciones concentradas contra la fluorescencia de las soluciones diluidas se obtiene
una linea recta con una pendiente X. Los mismos andlisis de absorbancia y fluorescencia con
la proteina parental mKate2 cuyo ¢ reportado es 0.40, permiten determinar el rendimiento
cuantico de las diferentes variantes dividiendo la pendiente X entre la pendiente obtenida con
mKate2 y multiplicando por 0.40.[42]
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ANEXOS

1. PURIFICACION DE PRODUCTOS DE PCR POR GEL DE AGAROSA, USANDO
EL KIT “EZ-10 SPIN COLUMN DNA GEL EXTRACTION”

La reaccion de PCR se mezcla con 15 pL de buffer de carga (usando azul de bromofenol
como colorante) y se carga en un gel preparativo de agarosa de bajo punto de fusion al 1%,
usando buffer TBE 1X como buffer de corrida. El gel se corre a 100 volts y transcurridos 20
min se retira de la camara de electroforesis, se tifie en 50 mL de una solucidén de bromuro de
etidio (EtBr) al 0.01 % en agua, por 3 min, se lava en agua varias veces para remover el
exceso de EtBr y se corre otros 20 min en la camara de electroforesis. El gel se retira de la
camara, se coloca sobre un transiluminador de luz UV de longitud de onda larga y la banda
esperada (normalmente la mas intensa) se corta con una navaja y se coloca en un tubo
eppendorf de 1.5 mL.

El trozo de gel se pesa en balanza analitica y por cada 100 mg de agarosa se adiciona 300 pL
de la solucion de union y disolucion de agarosa (#1), del kit EZ-10.

La muestra se incuba a 55°C por 20 minutos para fundir la agarosa, agitandola en el “vortex”
eventualmente.

La solucidn se transfiere a la columna de adsorcion incluida en el kit, la cual se coloca en un
tubo de recoleccion también incluido en el kit.

Centrifugar por 1 minuto a 13000 rpm, desechar el filtrado.

Adicionar a la columna de adsorcion 500 pL de la solucion #2 y centrifugar por 1 min para
lavar el producto adsorbido en la fase estacionaria. Tirar el filtrado y repetir el lavado una
Vez mas.

Tirar el filtrado y centrifugar en seco para eliminar trazas de la solucion 2.

Eluir el producto con 70 pL de agua grado mili Q en un tubo colector nuevo.

Cuantificar por espectroscopia UV a 260 nm, utilizando 2 pL de muestra directa en el Nano
Drop ND-1000. Considerar que 1 OD de material recuperado equivale a 50 ng de ADN de
doble cadena.

2. DESALIFICACION DE PRODUCTOS DE PCR POR EL KIT “EZ-10 SPIN
COLUMN PCR PRODUCTS PURIFICATION KIT”

1. Transferir la mezcla de reaccion de PCR a un tubo de microcentrifuga eppendorf de
1.5 mL y afiadir 300 pL de la solucion #1, correspondiente al buffer de union.

2. Lasolucion se transfiere a la columna de adsorcion incluida en el kit, la cual se coloca
en un tubo de recoleccion también incluido en el kit.

3. Centrifugar por 1 minuto a 13000 rpm, desechar el filtrado.

4. Adicionar a la columna de adsorcion 500 pL de la solucion #2, correspondiente a la
solucion de lavado y centrifugar por 1 min para lavar el producto adsorbido en la fase
estacionaria. Tirar el filtrado y repetir el lavado una vez mas.

5. Tirar el filtrado y centrifugar en seco para eliminar trazas de la solucion #2.
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6. Eluir el producto con 70 pL de agua grado mili Q en un tubo colector nuevo.

7. Cuantificar por espectroscopia UV a 260 nm, utilizando 2 pL. de muestra directa en
el Nano Drop ND-1000. Considerar que 1 OD de material recuperado equivale a 50
ng de DNA de doble cadena.

3. PREPARACION DE CELULAS ELECTROCOMPETENTES DE E. coli.
Material

1.- Medio LB bajo en sales. Disolver 4 g de triptona, 2 g de NaCl y 2 g de extracto de
levadura en 400 ml de agua grado milli-Q.

2.- Preparar 500 mL de glicerol al 10%.

3.- Preparar 100 mL de GYT (Glicerol 10%, extracto de levadura 0.125% y triptona
0.25%).

4.- Colocar 60 tubos tipo eppendorf de 0.6 mL en un frasco de vidrio.

5.- 2 botes de 250 mL para centrifuga.

Los medios de cultivo, el material de vidrio, de plastico y las soluciones se esterilizan en
una autoclave.

Meétodo

1.- La cepa E. coli MC1061 se re-estria dos dias seguidos en cajas de LB, incubandose a
37°C por 16 h.

2.- Se toma una colonia aislada y se inocula en un volumen de 4 mL de LB. Se incuba a
30°C por 16 h, bajo agitacion a 200 rpm.

3.- El cultivo anterior se utiliza para inocular el LB de 400 mL al siguiente dia y se deja
crecer a 37°C hasta que alcance una densidad optica aproximada de 0.6-0.9 a 600 nm. A
continuacion, se coloca el matraz en hielo por 10 min.

4.- En cada tubo para centrifuga se colocan 200 mL del cultivo y se centrifugan a 5000 rpm
durante 10 min.

5.- Se retira el sobrenadante y el pellet se resuspende suavemente con 100 ml de glicerol al
10%, se centrifuga durante 10 min a 5000 rpm.

6.- Retirar el sobrenadante y resuspender el pellet suavemente con 50 mL de glicerol al
10%. Se centrifuga durante 10 minutos a 5000 rpm.

7.- Se repite el paso anterior utilizando 25 mL de glicerol al 10%.

8.- Descartar el sobrenadante y resuspender el pellet con 500 pL de glicerol al 10% y 500
pL de GYT (ambos deben estar frios).

9.- Se hacen alicuotas de 60 pL, se congelan en hielo seco por aproximadamente 20 min y
se almacenan a -70°C (todo se realiza en campana de flujo laminar).
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4. PURIFICACION DE PLASMIDO

Para verificar la construccion molecular correcta de cada una de las mutantes, tres colonias
resultantes de cada transformacion se incubaron a 37°C por 20 h, bajo agitacién a 200 rpm,
en 5 mL de LB conteniendo Kanamicina a 30 pg/mL. Para este proceso se usaron tubos de
ensaye estériles desechables de 15 mL de fondo redondo.

El plasmido de cada uno de los cultivos fue recuperado y purificado usando el Kit para
Purificacion de Plasmidos de Roche, cuyo procedimiento se describe a continuacion.
-Centrifugar el cultivo 5 min a 13000 rpm. Desechar el sobrenadante.

-Resuspender la pastilla celular en 250 pL del buffer de suspension (solucion #1) usando
vortex.

-Adicionar 250 pL del buffer de lisis (solucion #2) y agitar suavemente con la mano. Incubar
a temperatura ambiente por 5 min.

-Afiadir 350 pL de buffer de neutralizacién (solucion #3) previamente enfriado, agitar
suavemente con la mano e incubar en hielo por 5 min.

-Centrifugar por 5 minutos a 13000 rpm.

-Transferir el sobrenadante a una columna de adsorcion desechable, de silica gel, contenida
en el kit de purificacion y centrifugar 1 min a 13000 rpm. Desechar el filtrado.

-Afiadir 500 pL del primer buffer de lavado (solucion #4) y centrifugar a 13000 rpm por 1
minuto. Desechar el filtrado.

-Repetir el paso anterior pero con 700 pL del segundo buffer de lavado (solucion #5).
-Centrifugar en seco para remover cualquier traza de la segunda solucion de lavado.

-Eluir el plasmido con 100 pL de agua desionizada, estéril, en un tubo eppendorf nuevo de
1.5 mL.

-Cuantificar por espectroscopia UV a 260 nm, considerando que 1 OD de ADN de doble
cadena equivale a 50 ng de material.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

Segun el reporte original, la proteina mkate2 es una proteina roja fluorescente que emite luz
en la region lejana del espectro visible a 630 nm.[42] Es monomérica y fue generada a partir
de la proteina tetramérica parental eqFP578, aislada de la anemona marina Entacmaea
quadricolor. Sin embargo, tras sintetizar en nuestro laboratorio el gen que codifica a la
proteina mKate2, clonarlo en un vector apropiado y expresar la proteina y purificarla,
encontramos que la proteina efectivamente era roja pero el pico de emision maxima estaba
centrado en 615 nm (Figura 18) y no en 630 nm como se reportd originalmente. También
encontramos que cuando la proteina se excita con luz azul a 474 nm, ademas del pico de
emision rojo se genera un pico de emision verde (centrado alrededor de 510 nm) en
proporciones 1:3 respectivamente, donde GFP representa un intermediario en la via de
maduracion del croméforo rojo como se ha reportado previamente para otras proteinas RFPs.
[54] La presencia del intermediario puede ser un obstaculo en experimentos de multimarcaje
donde uno de los marcadores sea GFP. Por tanto, en la presente tesis tratamos de eficientizar
la maduracion del cromoéforo rojo de mKate2 a través de diferentes aproximaciones
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FIGURA 18. Espectros de excitacion y emision de las proteinas rojas fluorescentes
mKate2 (A) y mCherry (B).

Para tratar de eliminar este pico de emision indeseable en mKate2, en un primer experimento
construimos la mutante sitio-dirigida mKate-M160Q, en analogia a lo que se hizo con la
proteina mRFP1.4 precursora de la proteina roja fluorescente mCherry, la cual ya no presenta
el pico de emision verde como se observa en la Figura.[52]
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Se probo esta opcion porque mCherry y mKate2 presentan una homologia de 53% a nivel de
secuencia de aminoacidos, y tanto mKate2 como mRFP1.4 contienen el aminoacido

metionina en la posicion 160 como se muestra en el alineamiento de la Figura 19.

5 15 25 35 45 55
mCherry MVSKGEEDNM ATITKEFMRFK VHMEGSVNGH EFEIEGEGEG RPYEGTQTAK LKVTKGGPLP
mRFP1.4 MVSKGEENNM AIIKEFMRFK VRMEGSVNGH EFEIEGEGEG RPYEGTQTAK LKVTKGGPLP
mKate?2 M-S---—--- ELITENMHMK LYMEGTVNNH HFKCTSEGEG KPYEGTQTMR IKVVEGGPLP
Clustal CO * ok :*‘* *::* ***:**‘* '*: '**** :******* :**‘:*****
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mKate2 FAFDILATSF MYGSKTFINH TQGIPDFFKQ SFPEGFTWER VTTYEDGGVL TATQDTSLQD
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FIGURA 19. Comparacion entre las secuencias de mKate2, mCherry y mRFP1. Metionina

160 en la numeracion secuencial de mKate2 equivale a metionina 168 en mRFP1.4. La
mutacion M168Q en mRFP1 hizo mas eficiente la maduracion del croméforo rojo,
reduciendo la presencia del intermediario tipo GFP en mCherry. Los aminoacidos
formadores del croméforo estan resaltados en amarillo.

La mutante mKate2-M160Q se construy6 por mutagénesis sitio dirigida usando el método
de PCR traslapada, consistente en realizar tres reacciones de PCR. En las primeras dos PCRs
se inserta la mutacion deseada en el gen blanco a través de dos amplificaciones de ADN in
vitro, usando oligonucledtidos especificos. En la primer PCR, usando el gen mKate2 como
templado, la combinacion de los oligonucledtidos pJOQfw y M160Q-rv generd un fragmento
de 570 bp como se observa en el carril 1 del gel de agarosa mostrado en la Figura 20, mientras
que en la segunda PCR, la combinacion de los oligonucledtidos M160Q-fw y pJOQrv generd
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un fragmento de 300 bp analizado en el carril 2. Estos dos fragmentos de ADN fueron
purificados por gel preparativo de agarosa, se mezclaron, y en una tercer PCR se amplificaron
de manera conjunta con los oligonucledtidos externos pJOQfw y pJOQrv, para generar un
fragmento de 900 bp (carril 3) que contiene el gen mutante completo, ademas de los sitios de
restriccion Ndel en la terminal 5 y Xhol en la terminal 3°.

3000

1000

500

100

FIGURA 20. Gel de agarosa al 1% mostrando los fragmentos de ADN amplificados por
las tres reacciones de PCR para ensamblar el gen mutante mKate2-M160Q. M: marcador de
pesos moleculares. 1) PCR1, 2) PCR 2, 3) PCR 3.

El producto final (Figura 20B) se digiri6 con las enzimas de restriccion Ndel/Xhol y se clono
en el vector procarionte pJOQ que contiene resistencia a kanamicina. Tras el proceso de
transformacion bacteriana, las colonias de E. coli que expresaron el gen mutante mostraron
un fenotipo “rosa mexicano”, muy diferente al fenotipo “bugambilia” generado por la
proteina parental mKate2 como se observa en la caja de petri mostrada en la Figura 21. Este
resultado claramente indicaba que la mutacion M160Q habia generado un cambio en la
funcién de la proteina parental.
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FIGURA 21. Fenotipo de bacterias E. coli expresando los genes fluorescentes EGFP,

Luz azul

mCherry, mKate2, mKate2-M160Q y el gen no fluorescente mKate2-M160*, cuya proteina

codificada posee un codon de paro en la posicion 160. Las cajas se fotografiaron bajo luz

visible y bajo luz azul.

A continuacion, la proteina heterologa mKate2-M160Q fue purificada por cromatografia de

afinidad usando una columna de Niquel y fue analizada por espectroscopia de fluorescencia
(Figura 22). Claramente, la mutacion M160Q en mKate2 redujo el pico de emision verde en
comparacion con la proteina parental, practicamente a nivel 1:1 con respecto a la proteina

roja esperada, pero no lo desaparecio. Esto significa que la maduracion del croméforo rojo

fue més eficiente que en mKate2 y por tanto el efecto ocasionado por la mutacion M160Q en

mRFP1.4 para generar mCherry fue similar al ocasionado en mKate2, un resultado esperado

en base a la homologia de las secuencias, pero el pico verde no desaparecio.

Fluorescence / Excitation

= —— — Ex Sp (Em 600 nm)
300

Excitation and emission spectra of the pure
mutant protein mKate2-M160Q

Em Sp (Ex 474 nm) Ex Sp (Em 498 nm)
Em Sp (Ex 560 nm)

550 600 650 700
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FIGURA 22. Espectros de excitacion y emision de la mutante mKate2-M160Q.
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Al analizar la estructura cristalografica de la proteina mKate2 (Figura 23),[41] observamos
que el aminoacido metionina 160 (Met160) se localiza muy cerca del cromoéforo, al igual que
los aminoacidos serina 143 (Ser143) y alanina 158 (Alal58), lo cual los convertia en buenos
candidatos para ser reemplazados al azar, a fin de encontrar alguna o algunas sustituciones
que lograran desaparecer el pico de emision verde.

FIGURA 23. Estructura cristalografica de la proteina mKate2, mostrando los aminoécidos
cercanos al cromoéforo.

Debido a que en el laboratorio contamos con la tecnologia para realizar sustituciones de
cualquier aminodacido silvestre por un conjunto de los 20 aminoacidos comunes,[45] descrita
en la parte introductoria de esta tesis, se decidio aplicar esta aproximacion para sustituir los
tres aminoacidos al mismo tiempo a través del ensamble del oligonucledtido mutagénico
PrFw-SAM, cuya sintesis describimos de manera detallada en la seccion de materiales y
métodos. Este oligonucledtido debia generar una biblioteca combinatoria de 8,000 proteinas
variantes. Asimismo, fue necesario sintetizar un oligonucledtido parcialmente
complementario a PrFw-SAM, al cual llamamos PrRv-SAM, para poder completar la
estrategia de ensamble de la genoteca por PCR traslapada.

La biblioteca se ensambl6 en forma muy parecida a la mutante mKate2-M160Q. En la primer
PCR se amplifico el par de oligos pJOQfw / PrRv-SAM, mientras que en la segunda PCR se
amplifico el par PrFw-SAM / pJOQrv, usando en ambos casos el gen mKate2-M160* como
templado (* representa un codon de paro). Para la tercer PCR, las dos primeras fueron
purificadas, mezcladas en cantidades pequefias y amplificadas con los oligonucleétidos
externos pJOQfw y pJOQrv a fin de generar la genoteca completa. Tras clonar la biblioteca
y expresarla en células de E. coli, se observd que aproximadamente 90 % de las colonias
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presentaba fenotipo blanco, indicando que la mayoria de las mutaciones hicieron que los
genes perdieran su funcién, ya sea porque las proteinas codificadas perdieron su capacidad
de plegarse correctamente o porque afectaron la maduracién del cromoforo (Figura 24). Sin
embargo, el resto de las colonias presentaban fenotipo rojo, guinda, verde, amarillo y

anaranjado.

FIGURA 24. Bacterias de E. coli expresando el banco de genes mutantes de mKate2
donde se reemplazaron al azar los codones que codifican a los aminoécidos serina 143,

alanina 158 y metionina 160.

A continuacion, seleccionamos 40 colonias por sus fenotipos coloridos y pusimos cultivos
celulares de cada una de ellas, incubandolos bajo agitacion a 37°C por 20 h. Una fraccion de
cada cultivo fue utilizada para extraer plasmido y secuenciar su ADN, a fin de conocer las
mutaciones que generaron el cambio de fenotipo (Figura 25), mientras que otra fraccion fue
utilizada para adquirir sus espectros de excitacion y emision de luz (Figura 26), asi como
para analizar el nivel de expresion de cada una de ellas por electroforesis desnaturalizante

(Figura 27).
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9359 1RFP22
9361 1RFP24
9458 2RFP1
9459 2RFP2
9460 2RFP3
9461 2RFPA4
9462 2RFP5
9463 2RFP6
9465 2RFP8
9467 2RFP10
9468 2RFP11
9469 2RFP12
9891 3RFP1
9892 3RFP2
9893 3RFP3
9894 3RFPA4
9895 3RFPS5
9896 3RFP6
9897 3RFP7
9898 3RFP8
9899 3RFPI
9900 3RFP10
9902 3RFP12

mKate2

9338 1RFP1

9339 1RFP2

9341 1RFP4

9342 1RFP5

9343 1RFP6

9344 1RFP7

9346 _1RFP9

9347 1RFP10
9349 1RFP12
9351 1RFP14
9353 1RFP16
9354 1RFP17
9355 1RFP18
9356 1RFP19
9357 1RFP20
9358 1RFP21
9359 1RFP22
9361 1RFP24
9458 2RFP1

9459 2RFP2

9460 2RFP3

9461 2RFP4

9462 2RFP5S

9463 2RFP6

9465 2RFP8

9467 2RFP10
9468 2RFP11
9469 2RFP12
9891 3RFP1

9892 3RFP2

9893 3RFP3

9894 3RFP4

9895 3RFP5S

9896 3RFP6

9897 3RFP7
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9898 3RFP8 SFMYGSKTFINHTQGIPDFFKQSFPEGFTWERVTITYEDGGVLTATQDTSLODGCLIYNVK
9899 3RFPY SFMYGSKTFINHTQGIPDFFKQSFPEGEFTWERVITYEDGGVLTATQDTSLODGCLIYNVK
9900 3RFP10 SFMYGSKTFINHTQGIPDFFKQSFPEGFTWERVTTYEDGGVLTATQDTSLODGCLIYNVK
9902 3RFP12 SFMYGSKTFINHTQGIPDFFKQSFPEGFTWERVTTYEDGGVLTATQDTSLQDGCLIYNVK
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121 143 158 160 180

1 i Lol 1
mKate2 IRGVNFPSNGPVMQKKTLGWEASTEMLY PADGGLEGRADMALKLVGGGHLICNLKTTYRS MORADO
9338 1RFP1 IRGVNFPSNGPVMQOKKTLGWEASTEMLY PADGGLEGRADQALKLVGGGHLICNLKTTYRS ROSA MEX
9339_1RFP2 IRGVNFPSNGPVMQOKKTLGWEACTEMLY PADGGLEGRSDCALKLVGGGHLICNLKTTYRS GUINDA
9341 1RFP4 IRGVNFPSNGPVMOKKTLGWEASTEMLY PADGGLEGRGDCALKLVGGGHLICNLKTTYRS ROSA MEX
9342 1RFP5S IRGVNFPSNGPVMQOKKTLGWEASTEMLY PADGGLEGRSDCALKLVGGGHLICNLKTTYRS ROJA/ROSA
9343 _1RFP6 IRGVNFPSNGPVMQKKTLGWEASTEMLY PADGGLEGRMDHALKLVGGGHLICNLKTTYRS GUINDA
9344 1RFP7 IRGVNFPSNGPVMQKKTLGWEASTEMLY PADGGLEGRADMALKLVGGGHLICNLKTTYRS MORADO
9346 _1RFP9 IRGVNFPSNGPVMOKKTLGWEASTEMLYPADGGLEGRMDSALKLVGGGHLICNLKTTYRS GUINDA
9347 _1RFP10 IRGVNFPSNGPVMQKKTLGWEATTEMLYPADGGLEGRSDCALKLVGGGHLICNLKTTYRS GUINDA
9349_1RFP12 IRGVNFPSNGPVMQOKKTLGWEANTEMLYPADGGLEGRSDQALKLVGGGHLICNLKTTYRS GUINDA
9351 _1RFP14 IRGVNFPSNGPVMQKKTLGWEASTEMLYPADGGLEGRGDTALKLVGGGHLICNLKTTYRS ROSA
9353 _1RFP16 IRGVNFPSNGPVMQKKTLGWEASTEMLYPADGGLEGRNDCALKLVGGGHLICNLKTTYRS LIGER. ROSA
9354 1RFP17 IRGVNFPSNGPVMQKKTLGWEASTEMLYPADGGLEGRSDVALKLVGGGHLICNLKTTYRS GUINDA
9355 _1RFP18 IRGVNFPSNGPVMQKKTLGWEASTEMLYPADGGLEGRFDHALKLVGGGHLICNLKTTYRS LIGER. ROSA
9356_1RFP19 IRGVNFPSNGPVMQOKKTLGWEASTEMLYPADGGLEGRCDCALKLVGGGHLICNLKTTYRS ROSA/ROJA
9357_1RFP20 IRGVNFPSNGPVMQKKTLGWEASTEMLYPADGGLEGRVDSALKLVGGGHLICNLKTTYRS ROSA
9358 1RFP21 IRGVNFPSNGPVMQKKTLGWEASTEMLYPADGGLEGRMDSALKLVGGGHLICNLKTTYRS GUINDA
9359 1RFP22 IRGVNFPSNGPVMQOKKTLGWEASTEMLYPADGGLEGRTDQALKLVGGGHLICNLKTTYRS ROSA MEX
9361 1RFP24 IRGVNFPSNGPVMQKKTLGWEASTEMLYPADGGLEGRSDCALKLVGGGHLICNLKTTYRS ROJA/ROSA
9458 2RFP1 IRGVNFPSNGPVMQKKTLGWEATTEMLY PADGGLEGRSDCALKLVGGGHLICNLKTTYRS GUINDA
9459 2RFP2 IRGVNFPSNGPVMOKKTLGWEASTEMLY PADGGLEGRLDHALKLVGGGHLICNLKTTYRS NARANJA
9460 2RFP3 IRGVNFPSNGPVMQKKTLGWEASTEMLY PADGGLEGRSDQALKLVGGGHLICNLKTTYRS GUINDA
9461 2RFP4 IRGVNFPSNGPVMOKKTLGWEAMTEMLYPADGGLEGRSDCALKLVGGGHLICNLKTTYRS GUINDA
9462 2RFP5S IRGVNFPSNGPVMQOKKTLGWEASTEMLY PADGGLEGRLDNALKLVGGGHLICNLKTTYRS GUINDA TENUE
9463 _2RFP6 IRGVNFPSNGPVMOKKTLGWEAHTEMLYPADGGLEGRCDGALKLVGGGHLICNLKTTYRS ROSA TENUE
9465 2RFP8 IRGVNFPSNGPVMOKKTLGWEANTEMLY PADGGLEGRSDQALKLVGGGHLICNLKTTYRS GUINDA
9467_2RFP10 IRGVNFPSNGPVMOKKTLGWEANTEMLYPADGGLEGRSDMALKLVGGGHLICNLKTTYRS AMARILLA
9468_2RFP1l IRGVNFPSNGPVMOKKTLGWEACTEMLYPADGGLEGRLDMALKLVGGGHLICNLKTTYRS AMAR. CAFE
9469 _2RFP12 IRGVNFPSNGPVMQOKKTLGWEACTEMLYPADGGLEGRDDGALKLVGGGHLICNLKTTYRS LIGER. AMAR.
9891 3RFP1 TRGVNFPSNGPVMOKKTLGWEASTEMLY PADGGLEGRNDCALKLVGGGHLICNLKTTYRS LIGER. ROSA
9892 3RFP2 IRGVNFPSNGPVMQKKTLGWEANTEMLY PADGGLEGRCDSALKLVGGGHLICNLKTTYRS GUINDA TENUE
9893_3RFP3 IRGVNFPSNGPVMOKKTLGWEACTEMLYPADGGLEGRCDQALKLVGGGHLICNLKTTYRS AMARIL GRIS
9894 3RFP4 IRGVNFPSNGPVMQKKTLGWEAHTEMLY PADGGLEGRVDMALKLVGGGHLICNLKTTYRS ROSA
9895_3RFP5 IRGVNFPSNGPVMQKKTLGWEAHTEMLY PADGGLEGRCDHALKLVGGGHLICNLKTTYRS LIGER. AMAR.
9896 3RFP6 IRGVNFPSNGPVMQKKTLGWEASTEMLY PADGGLEGRCDIALKLVGGGHLICNLKTTYRS LIGER GUINDA
9897_3RFP7 IRGVNFPSNGPVMQKKTLGWEASTEMLY PADGGLEGRVDKALKLVGGGHLICNLKTTYRS NARANJA
9898 3RFP8 IRGVNFPSNGPVMOKKTLGWEATTEMLY PADGGLEGRVDQALKLVGGGHLICNLKTTYRS BLANCA
9899 3RFPY IRGVNFPSNGPVMQKKTLGWEAHTEMLY PADGGLEGRTDQALKLVGGGHLICNLKTTYRS LIGER. ROSA
9900 3RFP10 IRGVNFPSNGPVMQKKTLGWEASTEMLYPADGGLEGRSDPALKLVGGGHLICNLKTTYRS GUINDA
9902 3RFP12 IRGVNFPSNGPVMQKKTLGWEASTEMLYPADGGLEGRCDNALKLVGGGHLICNLKTTYRS ROSA/ROJA
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mKate2 KKPAKNLKMPGVYYVDRRLERIKEADKETYVEQHEVAVARYCDLPSKLGHKLN-—-—-—--—

9338 1RFP1 KKPAKNLKMPGVYYVDRRLERIKEADKETYVEQHEVAVARYCDLPSKLGHKLNSGGSHHHHHH
9339 1RFP2 KKPAKNLKMPGVYYVDRRLERIKEADKETYVEQHEVAVARYCDLPSKLGHKLNSGGSHHHHHH
9341 1RFP4 KKPAKNLKMPGVYYVDRRLERIKEADKETYVEQHEVAVARYCDLPSKLGHKLNSGGSHHHHHH
9342 1RFP5 KKPAKNLKMPGVYYVDRRLERIKEADKETYVEQHEVAVARYCDLPSKLGHKLNSGGSHHHHHH
9343 1RFP6 KKPAKNLKMPGVYYVDRRLERIKEADKETYVEQHEVAVARYCDLPSKLGHKLNSGGSHHHHHH
9344 1RFP7 KKPAKNLKMPGVYYVDRRLERIKEADKETYVEQHEVAVARYCDLPSKLGHKLNSGGSHHHHHH
9346 1RFPY9 KKPAKNLKMPGVYYVDRRLERIKEADKETYVEQHEVAVARYCDLPSKLGHKLNSGGSHHHHHH
9347 _1RFP10 KKPAKNLKMPGVYYVDRRLERIKEADKETYVEQHEVAVARYCDLPSKLGHKLNSGGSHHHHHH
9349 1RFP12 KKPAKNLKMPGVYYVDRRLERIKEADKETYVEQHEVAVARYCDLPSKLGHKLNSGGSHHHHHH
9351 1RFP14 KKPAKNLKMPGVYYVDRRLERIKEADKETYVEQHEVAVARYCDLPSKLGHKLNSGGSHHHHHH
9353 1RFP16 KKPAKNLKMPGVYYVDRRLERIKEADKETYVEQHEVAVARYCDLPSKLGHKLNSGGSHHHHHH
9354 1RFP17 KKPAKNLKMPGVYYVDRRLERIKEADKETYVEQHEVAVARYCDLPSKLGHKLNSGGSHHHHHH
9355 1RFP18 KKPAKNLKMPGVYYVDRRLERIKEADKETYVEQHEVAVARYCDLPSKLGHKLNSGGSHHHHHH
9356 _1RFP19 KKPAKNLKMPGVYYVDRRLERIKEADKETYVEQHEVAVARYCDLPSKLGHKLNSGGSHHHHHH
9357 1RFP20 KKPAKNLKMPGVYYVDRRLERIKEADKETYVEQHEVAVARYCDLPSKLGHKLNSGGSHHHHHH
9358 1RFP21 KKPAKNLKMPGVYYVDRRLERIKEADKETYVEQHEVAVARYCDLPSKLGHKLNSGGSHHHHHH
9359 1RFP22 KKPAKNLKMPGVYYVDRRLERIKEADKETYVEQHEVAVARYCDLPSKLGHKLNSGGSHHHHHH



9361_1RFP24
9458 2RFP1
9459 2RFP2
9460 2RFP3
9461 2RFPA4
9462 2RFP5
9463 2RFP6
9465 2RFPS
9467 2RFP10
9468 2RFP11
9469 2RFP12
9891 3RFP1
9892 3RFP2
9893 3RFP3
9894 3RFP4
9895 3RFP5
9896 3RFP6
9897 3RFP7
9898 3RFP8
9899 3RFPI
9900 3RFP10
9902 3RFP12

FIGURA 25. Secuencia primaria de aminoacidos de diversas mutantes que mostraron
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fenotipos interesantes durante el monitoreo visual, cuando las bacterias que las expresaron
fueron irradiadas con luz azul. Cada una de las colonias analizadas fue etiquetada con una
clave, indicando el nimero de lote y el nimero de muestra. Las mutaciones estan resaltadas

en letras negritas, mientras que el fenotipo de las colonias analizadas esta indicado a la
derecha de los aminoacidos 121-180. Los tres aminoécidos que dan lugar al cromdforo

estan resaltados en amarillo.
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FIGURA 26. Espectros de emision de las variantes fluorescentes de mKate2, excitandolas
a 460 nm. Las muestras fueron seleccionadas por screening con luz azul y se analizaron en
forma cruda, analizando la fraccion soluble diluida en PBS.
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SDS-PAGE 12%

Fxtracto total de proteinas
de mutantes SAM.

M. Marcador de protefnas
1. L-RFPI

2. 1-RFP2
3.1-RFP3
4. 1-RFP4

5. L-RFPS
6. 1-RFP6
7. 1-RFP7
8. L-RFP8

9. LLRFPY
10.1-RFP10
11. 1-RFP11
12. 1-RFP12

Preparacion de muestras:

2ul de muestra + 14ul buffer
desnaturalizante + dul loading
buffer desnatoralizante, La
mezela se hirvio por Smin § se
cargaron 3ul por carril

FIGURA 27. Analisis electroforético de las variantes fluorescentes de mKate2. Se analizo
la fraccion soluble en condiciones desnaturalizantes.

SDS-PAGE 12%

Extracto total de proteias de
mutantes SAM.

M. Marcador de proteinas
I-RIP13
I-RFPI4
1-RFPI3
1-REP1G
1-REPI?
1-RFP18
1-RFP19
I-R[P20
9. 1-RTP21
10.1-RFP22
11. 1-REP23
12 1-RFP24

Rl N S

*

Preparacion de muesta:

2 ulde mwestra - 14 ol buffer desnatura-
Jizante + 4 ul de loading butter desnatura
Jizante. La mezcla e hirvid por 5 min.
Se cargaron 3ul de cada mercla.
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SDS-PAGE 12%

Extracto total de proteinas
de mutantes SAM.

M. Marcador de proteinas
L. 2-RFP1
2,2.RFP2
3.2-RFP3
4.2.RFP4
5.2-RFP5

6. 2-RFP§
7.2-RFP7

8. 2-RFPS
9,2-RFPY
10. 2-RFP10
11, 2-RFP11
12.2RFPI2

Preparacion de muestras:

2ul de muestra + 14ul de buffer

desnaturalizante + 4ul de loa-
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Figura 27. Analisis electroforético de las variantes fluorescentes de mKate2. Se analizo la
fraccion soluble en condiciones desnaturalizantes.
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Figura 27. Analisis electroforético de las variantes fluorescentes de mKate2. Se analizé la
fraccion soluble en condiciones desnaturalizantes.

50



8. ANALISIS DE LOS RESULTADOS

De estos resultados podemos concluir:

1.

El método de mutagénesis fue exitoso porque los tres aminoacidos seleccionados para
el estudio Ser143, Ala158 y Met160 sufrieron mutaciones por diversos aminoacidos.
Simplemente, en las pocas mutantes analizadas Ser143 cambid por Thr (T), Asn (N),
Met (M), His (H) y Cys (C), Alal58 por Ser (S), Gly (G), Met (M), Asn (N), Phe (F),
Cys (C), Val (V), Met (M), Thr (T), Leu (L) y Asp (D), Met160 por Gln (N), Asn (N)
Cys (C), His (H), Ser (S), Thr (T), Val (V), His (H), Gly (G), Ile (I), Lys (K) y Pro
(P). Las mutaciones faltantes probablemente no las encontramos porque el tamafio de
muestra analizada fue pequefio o porque esas mutaciones afectaban el plegamiento
de la proteina o la maduracion del cromoéforo. Para encontrar las mutaciones faltantes
probablemente hubiera sido necesario secuenciar colonias con fenotipo blanco.

En general, la posicion 143 es mads restrictiva que las otras dos. En mutantes
funcionales los reemplazos tolerados son preferentemente conservados, en este caso
un aminodcido polar es reemplazado por otro polar como Thr (T), Asn (N), His (H)
y Cys (C). La excepcion fue la mutacion S143M.

Las otras dos posiciones 158 y 160 son mas tolerantes y aceptan reemplazos de
cualquier tipo de aminoacido, a pesar de que las cadenas laterales estan dirigidas hacia
el interior del barril donde prevalece un ambiente hidrofébico.

Segun el analisis electroforético de la fraccion soluble de extractos crudos, casi todas
las variantes proteicas fueron muy solubles, encontrandose en niveles similares a la
proteina parental mKate2 representada por la variante 1RPF7. La excepcion fueron
las mutantes 1RFP18, 3RFPS5, 3RFP8, 3RFP9 y 3RFP10, en las cuales probablemente
alguna de sus mutaciones afectd la velocidad de plegamiento de la proteina,
impactando su produccion final.

Algunas variantes como 1RFP23, 2RFP4, 2RFP7, 3RFP3, 3RFP4 y 3RFPI11
produjeron una proporcion importante de bandas proteicas de menor peso molecular
que la proteina completa. Estas bandas corresponden a productos hidrolizados
durante el proceso de plegamiento de la proteina, una ruta alterna a la maduracion del
cromoforo.[55, 56]

Al analizar los espectros de emision de todas las variantes, excitdndolas a 460 nm, se
observo que muchas de ellas continuaron presentando una alta proporcion del pico de
emision verde, incluso més que la proteina parental mKate2. Ejemplo de ello fueron
las mutantes 1RFP16, IRFP17, 1RFP19, 1RFP24, 2RFP5, 2RFP9, 3RFP6, 3RFP9 y
3RFP12. Esto significa que en estas mutantes la maduracion del croméforo rojo fue
menos eficiente.

Otras tantas mutantes como 1RFP4, 1RFP6, 1RFP10 y 2RFP1 mostraron una
proporcion similar a mKate2, representada por la variante 1RFP7.
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8. Otras mutantes mas presentaron una proporcion similar del pico verde y del pico rojo,
revelando una mejor maduracion del cromoforo rojo. Tal fue el caso de las variantes
IRFP1, 1RFP14 y 2RFP4.

9. Otras mutantes como 1RFP12, 2RFP3, 2RFP6, 2RFP12, 3RFPS y 3RFP9 mostraron
una menor proporcion del pico verde con respecto al rojo indicando una conversion
mas eficiente del cromoforo rojo.

Tras estos resultados, decidimos continuar trabajando solo con las proteinas IRFP1 (mKate2-
M160Q), 1RFP2, 1RFP4, 1RFP12, 1RFP18, 1RFP22, 2RFP2, 2RFP3, 2RFP6, 2RFP10,
2RFP11, 2RFP12, 3RFP3, 3RFPS, 3RFP7, 3RFP9 y 3RFP12 ya sea porque presentaron una
menor proporcion del pico verde, por sus fenotipos interesantes o por el tipo de mutaciones
que presentaron a nivel de aminoacidos. Para una caracterizacion mas detallada de cada una
de estas proteinas mutantes, decidimos purificarlas por cromatografia de afinidad a niquel
usando un HPLC para el proceso de elucion. Todas nuestras proteinas heterdlogas son afines
aniquel porque presentan una etiqueta de 6 histidinas contiguas al final de la secuencia, capaz
de formar complejos con dicho metal. El niquel se encuentra unido a la fase estacionaria. La
mayoria de proteinas purificadas fueron muy coloridas y fluorescentes cuando se excitaron
con luz azul, como se observa en la Figura 28, suponiendo una importante proporcion del
cromoforo verde en la proteina purificada. Sin embargo, algunas de ellas como 1RFP2,
1RFP12, 2RFP3, 2RFP11 y 3RFP3 también fueron muy coloridas a simple vista, pero en
cambio, fueron poco fluorescentes cuando se excitaron con luz azul, intuyendo una baja
proporciéon del croméforo verde. Otras tres proteinas 2RFP10, 2RFP12 y 3RFP5 también
resultaron poco fluorescentes, aunque no fueron rojas como la proteina parental, o verde
oscuras como la cromoproteina de referencia mKate-S143C. Para tratar de entender estos
fenotipos, a cada proteina se le determind su espectro de absorbancia en dos condiciones de
pH (7 y 11) para conocer el estado ionico de los cromoforos presentes, asi como su espectro
de excitacion / emision a pH 7, excitando las proteinas a la longitud de onda optima de
excitacion de GFP (474 nm) y a la longitud de onda méaxima obtenida en el espectro de
absorcion (Figura 29).
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FIGURA 28. Proteinas purificadas por HPLC, fotografiadas con luz natural (primer y
tercer panel) y con luz azul / filtro anaranjado (segundo y cuarto panel). Los aminoacidos
indicados abajo del nombre de cada proteina corresponden a las mutaciones S143X,
A158X y M160X con respecto a la proteina parental mKate2, mismas que adquirieron
durante el proceso de mutagénesis.
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Absorbance spectra of the pure protein mCherry Excitation and emission spectra of the pure
at different pHs protein mCherry
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FIGURA 29. Espectros de absorcion, excitacion y emision de algunas variantes de
mKate2 purificadas por HPLC, junto con las proteinas de referencia mCherry, mKate2 y la

mutante

mKate2-M160Q (IRPF1).
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Absorbance spectra of the pure mutant protein
1RFP1 (SAM->SAQ) at different pHs
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Absorbance spectra of the pure protein 1RFP4
(SAM->SGC) at different pHs
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Absorbance spectra of the pure mutant protein Emission spectra of the pure protein 1RFP18
1RFP18 at different pHs (SAM-->SFH) at different pH, with excitation at
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Absorbance spectra of the pure mutant protein Exc and spectra of the pure
2RFP2 (SAM->SLH) at different pHs mutant protein 2RFP2 (SAM-->SLH)
—pH 7 (mamey fuerte) - e eeEx Sp (Em: 500 nm)
s pH 11 (mamey tenue) — Em Sp (Ex: 460 nm)
"= v wewEx Sp (Em: 600 nm)
— Em Sp (Ex: 560 nm)
700
0.12 4
§ s00
2
8
3 $ 500
% 0.08 @
-y ~
§ 8 s00
= §
<
X
g 300
0.04 ‘i_‘
200
100
] T T T T T °
350 400 450 500 550 600 650 350 450 550 650 750
Wavelength (nm) Wavelength (nm)
Absorbance spectra of the pure mutant protein Exc and ission spectra of the pure
2RFP3 (SAM-->SSQ) at different pHs mutant protein 2RFP3 (SAM-->SSQ)
—pH 7.2 (morado) 10
— 1 Ex 438 567
w—pH 11 (guinda) Em ss: :h a74 2; 592
0.6 q 572 —— Em Sp (Ex 572 nm) ¢
— — —Ex Sp (Em 515 nm) 4‘
84 — — —ExSp(Em 600nm)
0.5 -
§
0.4 B,
a
g ~
£ 0.3 g
5 &
2
< ¥ 4 N
; ’
0.2 A E
|
y
0.1 438 2 (
Ml
0 T T T T T —
350 400 450 500 550 600 650 ° . . . . . r
350 400 450 500 550 600 650 700
Wavelength (nm) Wavelength (nm)

Figura 29. Continuacion...

58




Absorbance spectra of the pure mutant protein
2RFP6 (SAM-->HCG) at different pHs

Excitation and emission spectra of the pure
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Absorbance spectra of the pure protein 2RFP11
(S143,A158,M160 --> CLM) at different pHs
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Absorbance spectra of the pure protein 3RFP3
(S143,A158,M160 --> CCQ) at different pHs
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Absorbance spectra of the pure protein 3RFP7
(S143,A158,M160 --> SVK) at different pHs
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Absorbance spectra of the pure mutant protein Excitation and emission spectra of the pure
3RFP12 (SAM->SCN) at different pHs mutant protein 3RFP12 (SAM-->SCN)
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Al analizar los espectros de absorcion notamos que muchas de las variantes proteicas
presentaban mas de un pico de absorcion, que podian ser 2, 3 o 4. Idealmente deberia existir
un solo pico de absorcion si la proteina roja logra madurarse completamente y se encuentra
en un solo estado i6nico como en el caso de la proteina mCherry. De las variantes analizadas,
solo dos cumplieron con esta caracteristica: IRFP12 y 2RFP3. La presencia de dos picos que
se transforman en uno solo de mayor longitud de onda cuando se incrementa el pH, como en
el caso de las variantes 1RFP2, 2RFP6, 2RPF10 y 3RFP3, significa que en estos casos la
maduracion de la proteina roja también se completd, pero el cromoéforo rojo se encuentra en
equilibrio entre el estado protonado o neutro correspondiente al pico de menor longitud de
onda, y el estado i6nico correspondiente al pico de mayor longitud de onda. Sin embargo, la
presencia de dos picos cuya proporcion no cambia al incrementar el pH, como en el caso de
2RFP2, significa que existe una alta proporcion del intermediario tipo GFP con absorcion
maxima centrada en 460 nm, pero también una alta proporcion del cromoéforo rojo cuya
absorcion esta centrada en 565 nm. Ambos cromoéforos se encuentran en estado i6nico y por
eso son insensibles al aumento de pH. Por tanto, la maduracion de la proteina 2RFP2 fue
mucho menos eficiente que la proteina parental mKate2. La ausencia de picos tipo GFP en
las variantes 1RFP2, 2RFP6, 2RPF10 y 3RFP3 significa que los genes de estas proteinas
podrian servir de templado para continuar el proceso de evolucion in vitro con el objetivo de
producir una proteina derivada de mKate2, estrictamente roja cuyo cromoforo se encuentre
totalmente ionizado a pH neutro, en forma similar a la generacion de la proteina EGFP
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(enhanced GFP) a partir de la proteina original GFP que también presentaba dos picos de
absorcion.[18]

Por otra parte, el cambio de pH de proteinas cuyo croméforo se encuentra en equilibrio entre
el estado neutro y el estado i6nico, algunas veces conlleva un cambio de coloracion de la
proteina. Por ejemplo, a pH 7 1RFP2 es color anaranjado oscuro pero a pH 11 es morada.
2RFP10 cambia de amarillo a morada. Esto significa que éste tipo de proteinas podrian
funcionar como indicadores de pH a nivel intracelular, analizando el cambio de coloracion
por microscopia confocal.[57]

En la ruta de maduracion del cromoéforo tipo RFP se han propuesto dos intermediarios: el
croméforo verde tipo GFP y el croméforo azul tipo mTagBFP (Figura 6). La existencia de 3
0 4 picos en el espectro de absorcion significa que tanto el intermediario como el producto
final se encuentran presentes en la solucion proteica final, pero pueden estar en estado neutro,
en estado i6nico o en ambos estados.[58]

Claramente, el intermediario azul mTagBFP se encuentra presente en las mutantes 2RFP11
(S143C y A158L) y 3RFP9 (S143H, A158T y M160Q), con picos de absorcion centrados en
392 y 398 nm respectivamente. Aunque estos picos no son los mas abundantes en ambos
espectros de absorcion, cuando la proteina se excita a las diferentes longitudes de onda
maxima encontradas en cada espectro, el pico de emision mas intenso es el correspondiente
al cromoéforo tipo mTagBFP centrado a aproximadamente 455 nm, correlacionando con los
maximos de excitacion y emision reportados para la proteina pura mTagBFP, centrados en
399 y 456 nm respectivamente.

Al analizar los espectros de excitacion / emision de las proteinas IRFP12 y 2RFP3 notamos
que solo 1RFP12 era fluorescente, presentando un pico de excitacion centrado en 552 nm y
un pico de emision en 573 nm. 2RFP3 a pesar de ser muy colorida dio una sefial de emision
muy baja cuando se excit6 a su longitud de onda méxima de absorcion (567 nm). Por tanto,
2RFP3, al igual que las proteinas 1RFP2 y 2RFP6 podrian ser clasificadas como
cromoproteinas: proteinas muy coloridas pero no fluorescentes que pueden ser usadas como
apagadores de fluorescencia en experimentos FRET. 1RFP2 contiene las mutaciones serina
143 por cisteina (S143C), alanina 158 por serina (A158S) y metionina 160 por cisteina
(M160C), mientras que 2RFP3 contiene solo dos mutaciones: alanina 158 por serina
(A158S) y metionina 160 por glutamina (M160Q). 2RFP6 contiene las mutaciones serina
143 por histidina (S143H), alanina 158 por cisteina (A158C) y metionina 160 por glicina
(M160G). Probablemente, las mutaciones adquiridas en estas variantes favorecieron la
formacion del isomero trans durante el proceso de oxidacion del cromoéforo, debido a la
presencia de un residuo polar en la posicion 158, capaz de formar puentes de hidrogeno con
el fenolato de la tirosina 66 localizada en el centro del cromo6foro. Como se menciond
anteriormente, residuos polares en la posicion 140 favorecen la conformacion fluorescente
cis, mientras que residuos polares en la posicion 158 favorecen la conformacion trans no
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fluorescente, destruyendo la coplanaridad entre el anillo fendlico de Tyr66 y el anillo de
imidazolinona generado en los primeros dos pasos de formacion del cromoforo, evitando una
resonancia electronica efectiva entre ambos anillos aromaticos y en consecuencia el
fenémeno de fluorescencia.

Al excitar a 460 nm todas las proteinas purificadas (longitud de onda de excitacion cercana
al maximo de EGFP), confirmamos que la mutante 1RFP12 era la tinica variante que
presentaba un pico de emision verde muy disminuido y un pico principal de emision roja
centrado en 570 nm. Esta mutante presentd las mutaciones serina 143 por asparagina
(S143N), alanina 158 por serina (A158S) y metionina 160 por glutamina (M160Q). Debido
a que esta variante es una triple mutante con respecto a la proteina parental mKate2, nos
preguntamos cual de las tres mutaciones fue la determinante del cambio de fenotipo y
mejoramiento de maduracion del cromoéforo tipo RFP. A través de la mutante mKate-
M160Q, la cual contiene solo la mutacion M160Q, confirmamos que dicha mutacion reducia
el pico de emision verde al mismo nivel que el pico de emision roja cuando la proteina se
excitaba a 460 nm, pero no lo desaparecia. Por tanto, la mutacion M160Q es un importante
contribuyente al mejoramiento de maduracion en la mutante 1RFP1 y también en la mutante
1RFP12, como lo confirm6 la mutante 2RFP10. Esta mutante amarilla contiene la reversion
Q160M con respecto a IRFP12 y su espectro de absorcion a pH 7 contiene un pico maximo
centrado en 450 nm y un pico de menor intensidad centrado en 567 nm; ambos se transforman
en un solo pico de 567 nm cuando el pH se incrementa a 11. Por tanto, en el escenario de
1IRFP12 Q160 es importante para lograr la ionizacion completa del croméforo a pH neutro.
Sin embargo, al excitar ambas proteinas a 460 nm, en el caso de 1RFP12 se observa
claramente la separacion de los dos picos de emision correspondientes al croméforo verde
(intermediario GFP) y al croméforo rojo (producto final), pero en el caso de 2RFP10 s6lo se
observa un pico de emision ensanchado, centrado en 521 nm, que no corresponde al
intermediario tipo GFP, sino mas bien a un pico amarillo. Por tanto, parece que el croméforo
protonado tipo RFP en 2RFP10, no es capaz de sufrir el proceso de ESPT y por ello emite
luz a una longitud de onda mas corta que su contraparte ionizada, como sucede en muchas
variantes de GFP cuyo croméforo protonado produce luz azul en vez de luz verde.

Por ultimo, la tnica diferencia a nivel de estructura primaria entre la proteina fluorescente
IRFP12 y la cromoproteina 2RFP3 es el aminoéacido localizado en la posicion 143:
asparagina en la primera y serina en la segunda. Ambas proteinas presentan espectros de
absorcion muy parecidos, con picos que corresponden a cromoéforos ionizados tanto a pH 7
como a pH 11. Sin embargo, sus espectros de fluorescencia son muy distintos: 2RFP3 es
poco fluorescente y cuando la proteina se excita a 474 nm, se observa que el intermediario
tipo GFP emite una sefal de intensidad similar al cromoéforo rojo. Por tanto, asparagina en la
posicion 143 en 1RFP12 también parece ser importante para el fenotipo de la proteina,
ayudando a lograr una maduracién mas eficiente del cromoéforo rojo, permitiendo adoptar
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una conformacion que lo hace mas fluorescente. Sin embargo, para conocer la conformacion
exacta de los cromoforos tanto de IRFP12 como de 2RFP3 sera necesario cristalizar ambas
proteinas y elucidar su estructura tridimensional.

Finalmente, para elucidar el papel de serina 158 (S158) en 1RFP12 sera necesario construir
la mutante 1RFP12-S158A para analizar sus caracteristicas fluorescentes, aunque lo mas
probable es que dicha proteina sea fluorescente porque la cadena lateral de alanina es un
grupo metilo que no puede formar puentes de hidrégeno con el hidroxilo fendlico del
cromoforo y por tanto no puede estabilizar la conformacion trans que daria lugar al
cromoforo no fluorescente.

Propiedades fluorescentes de 1IRFP12

La brillantez de una molécula esta determinada por dos propiedades opticas: el coeficiente
de extincion molar (€) y el rendimiento cuantico (). El coeficiente de extincion molar se
define como la fuerza con que una sustancia absorbe Iuz a una determinada longitud de onda,
mientras que el rendimiento cuantico se define como la proporcién entre el nimero de
protones emitidos y el nimero de protones absorbidos por una sustancia fluorescente. La
brillantez se obtiene multiplicando el coeficiente de extincion molar por el rendimiento
cuantico y dividiendo entre 1000. Aqui es importante mencionar que muchos compuestos
son coloridos (cromogénicos) porque absorben luz en la region visible del espectro
electromagnético, pero no son fluorescentes porque no son capaces de estabilizar los
electrones en los estados excitados como lo hacen los compuestos que si son fluorescentes.

Tras determinar las propiedades fluorescentes de 1RFP12, la mutante sencilla mKate2-
M160Q y la proteina parental mKate2, resumidas en la Tabla 3, encontramos que 1RFP12
fue la mutante mas colorida, presentando el mayor coeficiente de extincion, pero también fue
la menos fluorescente mostrando el menor rendimiento cuantico y por tanto fue la variante
menos brillante. En cambio, la mutante mKate2-M160Q fue la variante menos colorida pero
fue la mas fluorescente y mas brillante.

Por tanto, aunque logramos el objetivo de eliminar el pico de emision verde presente en la
proteina parental e intermediario en la formacién del cromoforo rojo final, definitivamente
la proteina 1RFP12 se volvié menos fluorescente y ahora restaria recuperarle esta propiedad
a través de un proceso de evolucion dirigida, labor que quedard pendiente para un trabajo
futuro.
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TABLA 3. Propiedades dpticas de las mutantes 1RFP1y 1RFP12 comparadas con la proteina

parental mKate2.

Proteina | Mutaciones | Amax | EXmax | Emmax | EC (¢) | QY | Brillantez EmRFP/EmOFP
(nm) | (nm) | (nm) | (L (p) | (EC*QY/1000)
mol!
cm™)
mKate2 | SAM 587 | 587 615 42087 | 0.40 | 16.83 0.33
IRFP1 | SAQ 563 | 563 | 600 32700 | 0.58 | 18.96 0.91
IRFP12 | NSQ 549 | 552 | 573 44,653 | 0.14 | 6.25 2.86
+
1,615

CONCLUSIONES

1.

La mutacién sitio-dirigida M160Q en la proteina mKate2 incremento la eficiencia de
maduracion de la proteina, al observarse una menor proporcion del pico de emision
del intermediario GFP, con respecto al pico de emision del cromoforo rojo final.
Tendriamos que conocer el mecanismo exacto de maduracion para saber como operod
este mejoramiento.

Los aminoacidos serina 143, alanina 158 y metionina 160, localizados en la periferia
de la proteina interactuan directamente con el cromoéforo. Por esta razon muchas
mutaciones en ellos generaron cambios en sus propiedades fisicas.

La mutante 1RFP12, conteniendo las mutaciones S143N, A158S y M160Q, presento
la menor proporcién del intermediario verde con respecto al producto final rojo. En
esta mutante Q160 fue importante para lograr una mejor maduracion, pero N143 fue
importante para obtener una ionizaciéon completa del cromoéforo rojo. Aun resta
determinar el efecto de la mutacion A158S.

Se obtuvieron mutantes con propiedades interesantes adicionales. Por ejemplo,
cromoproteinas no fluorescentes (2RFP3, IRFP2, 2RFP6) y proteinas con distancias
grandes entre la longitud de onda de excitacion y emision (LSS por sus siglas en
inglés; 2RFP12 y 3RFP5), las cuales pueden tener aplicacion en experimentos FRET
y multimarcaje.

Por ultimo, queda por estudiar la proteina 3RFP7, proteina que presenta un fenotipo
anaranjado intenso y cuyo espectro de emision con un pico maximo centrado en 483
nm indicaria que la proteina deberia ser azul cian y no aranjada.
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mpZ8hWXbKvtu3+JxuSA3rv3hH86pTZBP2AsuCgt6INsPIB4GWHcJx6dm35zdkmJiHOXF3t8/LapJNp/bnF10ONRshXv5Bcg0eRRZrsyF+c/QDovV+ccEDwfDuw0g83YtJK20EOBQ
nTE7bOe5RILMp9Y AbptRt23jVFpPqG1s0CZvBWypMY XmBt+eSqw+OVoh2azxpPGscqYLgp90w==

VICTOR MANUEL NOGUEIRA Y CARDIN | Fecha:2022-01-21 13:37:19 | Firmante
MQB9mUII9eRIDaKnucsVZ2WD10U/FOh9J74wRqlLc9cb84gqWapqEPpySgfqj+mW6EsTP3M72P2jg8CkzkEFUGraY4hzBXHxeH5mmECAGbjgwPnkaZ9hx3zUb3fh362+HZuPNV
7IcONDywFkrrFc/39bjnkaSDDuulMbKtTdQJgX0S9A6z7c4ph1uEHRP7kJs1pYkog4digfp7aa0XP1j8X/Uus7ZGzZ/8zwRypO00skgQIPOBmMVIEIZrTzI3czw T6hCQnsGpT2vu7mnnyv
xnyjaAHvP+cl8WaoDru8a3r/jotYzRXBPqWccSdDalP03Yg71boNdewOK/u9TAHky4DCAg==

GENOVEVA BUSTOS RIVERA BAHENA | Fecha:2022-01-21 18:51:42 | Firmante
xW2096k5J9KmPcvgBPPv8EIkryoDIRUk1ECbaaeudRKzbwkBKhdgAILx9wY8GVd7IN3i5DYzogd TDfEVXrQWrCz+cSTXgD2DYM|BUFZIjTySDCOSYjU+GLrBTUVWXIQ11Z9aU3
379UyW35ICjADgxIW0d3QRk4IFsDQwLgNW/fDJEQyFMn1Uy+25PAQCStyj32HQ99d9aPkW/LThOLmMT011G+JGSHoELdmPJAu6zug2ljcutEVru1M985tOVDTJ6GIN3FMmxsGa
194CqXCQZzDSIC+pGR1JHDJvt+ae6Prj1igN1ROfccJyWdX4rEmgAe5Cc1FLZyFRUY8TEVIOEHW==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direcciéon electrénica o
escaneando el c6digo QR ingresando la siguiente clave:

08a1GpyWK

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/QRVK2U53XqVUZul5EaO7w2RoMODePyE4
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