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|1.D.- METODOS DE DNA RECOMBINANTE

[1.D.1.- Secuencia clonada de la glucanasa silvestre
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Sph 1
CATGCTGACA
GTACGACTGT

RUP

TTCTCTACAC CAAATTCTTG AAACAAAGAG AAAGCGACCT
AAGAGATGIG GITTAAGAAC TTTGITTCTC TTTCGCTGGA

TCCTTTTCCA TGATGCTTCA CCTTCTTTAC CTTCATCCAC CTTGCACGTA

AGGAAAAGGT ACTACGAAGT

TTCTTTCATT TTCATTAGGA
AAGAAAGTAA AAGTAATCCT

TTTTTTACCT ATCAATTTTC
AAAAAATGCGA TAGITAAAAG
-35
TCCATTTTGA GAGAATCATG
AGGTAAAACT CTCTTAGTAC

TCTTACCGTG TAAAACGAAT
AGAATGGECAC ATTTTCGCTTA

CAAGTGCCTC GGCACAAACG

CTTCAATTTC

Hnd 111
5' - TTGTGAGCGG ATAACAATTT CACACAGGAA ACAGCTATGA CCATGATTAC GCCAACGCTTG
3' - AACACTCGCC TATTGITAAA GIGIGTCCTT TGTCGATACT GGTACTAATG CGGTTCGAAC

CTTTCCAATA

GAAGTTAAAG GAAAGGTITAT

TCTCTATGIG TAAATCAAAT

GGAAGAAATG GAAGTAGGTG

CAATTGTACC GGTATTATCT
GITAACATGG CCATAATAGA

GAACGTGCAT AGAGATACAC

TACGGACAAC TGTCCCTTTG
ATGCCTGITG ACAGCGAAAC

TTTTCATTGT
AAAAGTAAGA

TATGATCAAA
ATACTAGITT

GITGATGCTG
CAACTACGAC

GGECGGEGTCGT

GITCACGGAG CCGTGITTGC CCGCCCAGCA

AAAAGCAGAT
TTTTCGTCTA

GGGTACTCGA
CCCATGAGCT

TCGITAGEEG AAATGCGATT
AGCAATCCCC TTTACGCTAA

ATGGAAACAT
TACCTTTGTA

ATCGCTCACA
TAGCGAGTGT

ATTAAAAAAA

TAATTTTTTT
-10

AAGAAAACGC

CACACTGITT
GTGTGACAAA

TTTCAAAAAA

TTCTTTTGCG AAAGTTTTTT

CTTGICACTG GATTATTCTT

ATCATTATTT
TAGTAATAAA
RBS

GAGAGGGGEAA
CTCTCCCCTT

AAGTTTGICC

ATTTAGITTA

TCAATCATTA
AGTTAGTAAT

AGACCGATTT
TCTGCCTAAA

gen
TGCCTACATG
ACGGATGTAC

ACATTTGCTG

GAACAGTGAC

TTTATGAACC

CTAATAAGAA

GTTCAACAAC

TTCAAACAGG TGTAAACGAC

TATAATACGG GGTTATGGCA

AAATACTTGG CAAGITGITG ATATTATGCC

GITTAACTGT
CAAATTGACA

AGTCCTTCCT
TCAGGAAGGA

CCGTTCAAAC
GECAAGITTG

TTCGITCTTT
AAGCAAGAAA

AAAGATACGA
TTTCTATGCT

TTGGITTTGA
AACCAAAACT

TGIGGACGGT
ACACCTGCCA

GIACGGCTAT
CATGCCGATA

GGCCTATATG AAGTCAACAT

CCCGATATAC

ACTTATACGG GACCGACTGA
TGAATATGCC CTGGCTGACT

TTCAGITGTA

TGGTACGCCT
ACCATGCGGA

ACGTGECGTG
TGCACCGCAC

ATAATAAGTT
TATTATTCAA

GAAACCAGCC
CTTTGGTCGG

TGCGATGAAA
ACCCTACTTT

CAAACAATGT
GITTGITACA

TGACTGCGRA
ACTGACGCCT

CCAATACCGT

CTCCATGACG
GAGGTACTGC

GAAAACCGCT
CTTTTGGECERA

AAAAATGITG GGATCGTGTC

CAAAGGTTCA
GITTCCAAGT

GITTAATTAT
CAAATTAATA

TATACCAATG GTGICGGAAA

TTTTTACAAC

TCGACATCGA
AGCTGTAGCT

TCATGAAAAA

TGCAGCAAAC TCTTATCACA
ACGTCGITTG AGAATAGTGT

CAATTAAAAC ATACGGECTAC
GITAATTTTG TATGCCGATG

ATATGGITAC

CATATGCGTT

CACAGCCTTT

AGTACTTTTT

CGACTGGCAG CCTAACTCAA

GIATACGCAA GCTGACCGTIC

TTATGGAATG GTGCAGGTGT
AATACCTTAC CACGICCACA

ACAATTGGEGT

GCGITACACA

TGITAACCCA CGCAATGIGT
Sac | EcoR |
TTTAAATAGA GCTCGAATTC
AAATTTATCT CGAGCTTAAG
FUP
AACTTAATCG CCTTGCAGCA
TTGAATTAGC GGAACGTCGT

CGATGAATGG
GCTACTTACC

AAAAGATAAC
TTTTCTATTG

ACTGECCGTIC
TGACCGGCAG

CATCCCCCTT

TACTCAAATC

CCTCAAACAC

GGATTGAGIT

CGGGAAAGAT

ATGAGITTAG GGAGITTGIG GCCCTTTCTA

CTCGECTCCT
GAGCCGAGGA

CACATCACAA
GIGTAGIGIT

ACAACGGTGT
TGITGCCACA

AACCTGIGAC

TACTCCACTT
ATGAGGTGAA

CCTAGCACAG

ATTTCTAGERA
TAAAGATCCT

ATCGTCAACC
TAGCAGITGG

TTAAATGGTA
AATTTACCAT

TATGATGAAC
ATACTACTTG

TACGCTCATT
ATGCGAGTAA

AAGTCACAGG TTTTTCTTCA

TTGGACACTG TTCAGIGICC

GITTTACAAC GICGTGACTG
CAAAATGITG CAGCACTGAC

TCGCCAGCTG GCGTAATAGC

GGAAAACCCT
CCTTTTGGRA

GAAGAGGECCC

AAAAAGAAGT

GGECGITACCC
CCGCAATGEG

GCACCGATCG

GIrAGGGGEGAA AGCGGTCGAC CGCATTATCG CTTCTCCGEG CGTGECTAGC

Figurall.2.: Inserto contenido en el plasmido pUC119, conocido como pD6-2 (Planas et al., 1992).

bgl
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[1.D.2.- Normas bésicas en la manipulacién de DNA

Utilizar siempre material estéril, tanto las puntas como los eppendorfs, o autoclavarlo si
no lo fuese. Manipular el material usando guantes, procurando siempre trabajar en las
condiciones mas estériles posibles.

[1.D.3.- Constructo con € que trabajamos

El pldsmido que actualmente utilizamos y sobre e que hemos redizado la inmensa
mayoria de las mutagénesis y expresion es el pD6-2. En él la glucanasa esta clonada en un
PUC119 insertando un fragmento de 1.2 kb de DNA proveniente de B. licheniformis cortado con
sph |y Sac | que contenia el propio promotor de Bacillus. Este promotor es de hecho es el que se
usa para expresar la proteina.

[1.D.4.- Obtencion de DNA plasmidico por lisis alcalina

Este protocolo se usa para obtener DNA plasmidico para digestiones con enzimas de
restriccién, para usar como molde en los PCRs, subclongjes y transformacién. Se trata de una
modificacion del protocolo (Sambrook et al., 1989) que a su vez se basa en el propuesto por Ish-
Horowicsy Burke (1981) y el de Birboimy Doly (1979).

El procedimiento aprovecha que apH entre 12 y 12.5 el DNA lineal se desnaturaizay el
DNA circular covalentemente cerrado no, esto unido a uso de un detergente como e SDS
(dodecil sulfato sodico), hace que la célula se lise. EI DNA cromosdémico se desnaturaliza,
muchas proteinas forman compl e os proteina-SDS.

Cuando neutralizamos la disolucion con acetato sodico, el DNA cromosomal renaturaliza
y agrega en una marana insoluble junto alas membranasy paredes celulares de E.coli, gran parte
de las proteinas con detergente y €l RNA de alto peso molecular, quedando en disolucién del
DNA plasmidico.

Para eliminar el resto de proteina que puedan quedar en disoluciéon se redliza una
extraccion con fenol y se precipitael DNA plasmidico con restos de RNA con etanol.

Para eliminar también el RNA de bajo peso molecular bastara con usar una RNAsa.
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Disoluciones:
DISOLUCION I:
Glucosa 50 mM
Tris-HCI (pH 8) 25mM
EDTA 10 mM
*Ajustar pH a 8. Autoclavar y conservar a4 °C.
DISOLUCION Il
NaOH 0.2M
SDS 1%
*Tiende a precipitar, por 10 que es recomendabl e prepararlo justo antes de su uso.
DISOLUCION III:
Acetato Potésico 5M 60 ml
Acido acético glacia 11.5ml
H20 destilada 28.5ml
Tampon TE:
TrissHCl pH 8 10 mM
EDTA 1mM

[1.D.5.- Procedimiento de obtencién de DNA a peguefia escala

1.

N

9.

Tomamos 1.5 ml de cultivo, de la cepa transformada crecida en medio 2xYT con 50
ng/ml, en un Eppendorf y se centrifuga a 14000 rpm durante 2 minutos en una
microcentrifuga Eppendorf.

Eliminamos el sobrenadante por aspiracion.

Resuspendemos el precipitado con 100 m de Disolucién I, por agitacién usado un
vortex.

Afiadimos 200 m de disolucion |1 recién preparada a partir de soluciones madres de
NaOH y SDS. Mezclar suavemente por inversion o usando la punta de la pipeta,
evitar agitacion violenta. Mantener en hielo durante 3 minutos.

Afiadir 150 m de Disolucién Ill. Mezclar por inversion los tubos varias veces.
Mantener en hielo 5 minutos.

Centrifugar a 14000 rpm en microcentrifuga durante 5 minutos. Transferir el
sobrenadante a un Eppendorf nuevo.

Afadir 200 m de fenol:cloraformo:alcohol isomilico (25:24:1), y agitar
enérgicamente usando un vortex. Usar, en este paso, eppendorfs no autoclavados ya
gue los autoclavados estan ligeramente deformados, y no son herméticos, es muy facil
perder parte del contenido durante la agitacion.

Centrifugar a 14000 rpm en microcentrifuga durante 2 minutos y transferir a un
Eppendorf nuevo la fase acuosa superior. Descartando tanto el fenol del fondo como
lainterfase proteica.

Para acabar de precipitar todas las proteinas repetir pasos 7y 8.

10. Afadir al DNA plasmidico 2.5 volimenes de etanol absoluto atemperatura ambiente
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11.
12.
13.

14.
15.

16.

Centrifugar a 14000 prm en microcentrifuga durante 4 minutos.

Eliminar por aspiracion el sobrenadante.

Lavar para eliminar exceso de salesy restos de fenol del DNA del precipitado con
500 m etanol al 70 % a temperatura ambiente.

Eliminar por aspiracion el sobrenadante.

Resuspender en 10 a50 m de TE con RNAsa a una concentracion final de 20 ng/ml.
Agitar suavemente con el vortex y dejar 1 horaa 4°C para que se acabe de resustender
todo el precipitado.

Conservar a-200-80°C

El rendimiento para un pldsmido de alto nimero de copias como en pUC119 es de entre 2
a5 ng por ml de cultivo.

[1.D.6.- Procedimiento de obtencién de DNA agran escala

N

>

10.

11.
12.
13.
14.
15.

16.
17.

18.

Tomamos 12 ml de cultivo, de la cepa transformada crecida en medio 2xYT con 50
ng/ml, y la centrifugamos a 2500 g durante 10 minutos.

Eliminamos el sobrenadante por aspiracion.

Resuspendemos el precipitado con 500 m de Disolucién |, por agitacién usado un
vortex, y transferir aun Eppendorf.

Centrifugar a 14000 rpm en microcentrifuga, y aspirar sobrenadante.

Resuspendemos el precipitado con 200 m de Disolucién I, por agitacién usado un
vortex.

Afiadimos 400 m de disolucion |1 recién preparada a partir de soluciones madres de
NaOH y SDS. Mezclar suavemente por inversion o usando la punta de la pipeta,
evitar agitacion violenta. Mantener en hielo durante 3 minutos.

Afiadir 300 m de Disolucién Ill. Mezclar por inversion los tubos varias veces.
Mantener en hielo 5 minutos.

Centrifugar a 14000 rpm en microcentrifuga durante 5 minutos. Transferir el
sobrenadante a un Eppendorf nuevo.

Afadir 200 m de fenol:cloraformo:alcohol isomilico (25:24:1), y agitar
enérgicamente usando un vortex. Usar, en este paso, eppendorfs no autoclavados ya
gue los autoclavados estan ligeramente deformados, y no son herméticos, es muy facil
perder parte del contenido durante la agitacion.

Centrifugar a 14000 rpm en microcentrifuga durante 2 minutos y transferir a un
Eppendorf nuevo la fase acuosa superior. Descartando tanto el fenol del fondo como
lainterfase proteica.

Repetir pasos 9y 10.

Afadir al DNA plasmidico 2.5 volimenes de etanol absoluto a temperatura ambiente
Centrifugar a 14000 prm en microcentrifuga durante 4 minutos.

Eliminar por aspiracion el sobrenadante.

Lavar para eliminar exceso de salesy restos de fenol del DNA del precipitado con
500 m etanol al 70 % a temperatura ambiente.

Eliminar por aspiracion el sobrenadante.

Resuspender en 50 a 150 ml de TE con RNAsa a una concentracién final de 20
ng/ml. Agitar suavemente con el vortex y degjar 1 hora a 4°C para que se acabe de
resustender todo el precipitado.

Conservar a-20 o0 -80 °C.
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[1.D.7.- Mutagénesis Dirigida por amplificacién de bandas, (método clasico)

Durante la tesis he usado varios métodos de mutagénesis dirigida, al principio usaba una
variante que integraba varios procedimientos (Landt et al, 1990; Sharrocksy Shaw, 1992; Barik
et al, 1993; La et al, 1993) puesta a punto por el grupo (Juncosa et al., 1993b; Pons et al.,
19952), usando la reaccién encadena de la polimerasa. Partiendo de un dsDNA molde este
método sblo requiere un cebador universal de secuenciacion, flanqueado en sentido inverso y
confluente en laregion a mutar.

Unareaccion tipica podria ser :

10 i1 Tampon Deep Vent

4 11 dNTPs

5 il Oligonuclettido 5’3" (Stock 5 pM/il) Primer “Universal Primer”
5 il Oligonuclettido 3'5" (Stock 5 pM/il) Oligo Mutagénico

7211 de Agua

0511 Deep Vent

Realizar todo el proceso de mezclar los diferentes componentes en hielo para minimizar
la actividad correctora de la Deep Vent que podria digerir parcialmente los oligos, hecho que
podria contribuir a aumentar e nimero de silvestres por digestién de la regién mutada del
oligonucledtido. Después se ha de introducir rdpidamente los eppendorf en el termociclador
cuando este estéyaa 94 ° C.

La utilizacion de enzimas con actividad correctora a pesar de que hacen aumentar la
proporcion de silvetres en los cribajes reducen drasticamente el niUmero de mutaciones extras
(Gelfand & Sninsky, 1993).

Losciclosdel PCR que se usan son:
1min:15seg 94° C Desnaturalizacion
1 min 55° C Hibridacién (annelling)
1min:30seg 72°C Extension
Realizamos 30 ciclos, y acabamos con:
10min 72° C Extension de posibles amplificaciones parciales

El resultado de este PCR se corre en un gel de agarosa de alrededor del 1 % y se recorta
la banda correspondiente a tamafio que queriamos amplificar (Hansen et al1993). Este

fragmento corresponde a una amplificacion entre nuestro oligo mutagénico y uno de los
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“Universal Primer”. Con este fragmente y € “Universal Primer” que no usamos en la reaccion

anterior realizamos una nueva PCR.
Unareaccion tipica podria ser :

10 il Tampon Deep Vent

4 11 dNTPs

5 il Oligonucledtido 5’3’ (Stock 5 pM/il) Segundo “Universal Primer”
15 il de labanda purificada del anterior PCR

6211 de Agua

0511 Deep Vent

Usamos el mismo programa de PCR que en € caso anterior. Una vez amplificada la
banda la recortamos y tras cortarla la insertamos en el plasmido abierto, ligando plasmido y
banda a continuacion.

El resultado de laligacion del DNA lo transformamos en TG1 usando placas de Petri con
X-Gal, IPTG y ampiliclina. Descartamos aguellas colonias de color azul, ya que no han
incorporado nuestro inserto. También se puede detectar actividad especifica en placa de &
glucano con réplica. En caso de detectar actividad en la placa de & glucano, seleccionaremos su
réplicaen laotra placa de LB-ampicilina

Una vez ya hemos detectado que nuestra proteina se ha clonado y es funcional, a no ser
gue la hayamos inactivado a proposito, pasamos ha hacer un cribaje més fino, que ha de acabar
en la secuenciacion.

Este método en su época representd una mejora considerable con respecto a
procedimientos anteriores, hay procedimientos mucho mas rapidos que permiten introducir

mutaciones en un solo PCR y transformar directamente después de recortar una banda del gel.

[1.D.8.- Mutagénesis Dirigida por PCR en un solo paso

Este método surgié como unavariante a procedimiento descrito por Stratagene en su “kit
QuikChange Site-Ditected Mutagenesis kit”.

Unareaccion tipica podria ser :

4 11 MgSO4 (Concentracion Stock 100 mM/il)
10 il Tampon Deep Vent
4 11 dNTPs
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5 il Oligonucledtido 5’3" (Stock 5 pM/il)
5 1l Oligonucledtido 3'5’ (Stock 5 pM/il)
6811 de Agua

0511 Deep Vent

Laconcentracion final deMgSO,esde 61 m/il.

Losciclos de PCR que se usan son:

30 seg 94° C Desnaturalizacion
1 min:30seg 55 ° C Hibridacién (annelling)
15 seg 72° C Extension

Realizamos 30 ciclos.

El tiempo de estos ciclos seguramente se puede reducir. Ahora bien, con estos tiempos la
amplificacién funciona. Uno de los puntos criticos es la cantidad inicial de DNA molde, se hade
Ser generoso, ya que en este caso siempre que elongamos una cadena es porque los oligos
mutagénicos se han fijado sobre e molde, es una amplificacion lineal, no existe efecto
multiplicativo.

Es interesante poner en la misma tanda de PCR otras reacciones con |os oligonuclettidos
mutagénicos el FUP o el RUP, segln el caso, tal como aparece en laimagen que sigue. Esto nos
permite comprobar que nuestros oligo realmente se unen especificamente al lugar que queremos
mutar. También nos permite saber, como en este caso, que tenemos que cambiar nuestro stock de
FUP que parece estar degradado, ya que no ha amplificado nada.

Si tuvieramos problemas y no viesemos ninguna banda podemos jugar aumentando la
concentracién de MgSOy, o usar DMSO d 1, 2, 36 4 %.

Después recortamos la banda correspondiente al tamario lineal del plasmido en €l gel de
agarosa, en este caso, a 1 %, y purificamos el DNA. Posteriormente transformamos. Si todo ha
ido bien tendremos unas cuantas colonias para sequeneciar o testar por digestion diferencia con
el enzimasilvestre si haincorporado o no la mutacion que queremos introducir.

Se puede incrementar |a eficiencia de transformacion ligando el plasmido lineal, una vez
recortado del gel, previamente a la transformacion. En nuestro caso no ha sido necesario ya que
las transformaciones directa han dado lugar a més de diez colonias por placas de las cuales la
mitad habian incorporado la mutacién.
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Mutagénesis dirigida s &
X
con un solo PCR §0§ $ 388
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J

PCR con primers
mutagénicos
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2036
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7 Desechar bandas
f } DNA circular
covalentemente cerado.
Corresponden al wt,

Recortar banda
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DNA linedl, en este caso 4.2 Kb,
y Transformar

Figural1.3.: Esquemadel procedimiento utilizado parala obtencion de mutantes mediante termociclador, para
obtener amplificaciones completas del plasmido, a partir de cebadores disefiados con las mutaciones que

pretendemos introducir en € gen.
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[1.D.9.- Seleccidn de clones mutados

Suponiendo que hayamos tenido la precaucion de introducir o eliminar una diana alavez
gue nuestra mutacion testar si se ha incorporado nuestra es muy facil. Tomamos unos cuantos
clones generedos a partir de la transformacién proveniente del PCR y hacemos una extraccion de
DNA y digerimos los diferentes clones. Obtendremos algo parecido al gel delafigurall.4.

NN
X%G} X%c} xéa xéca
S A DN
A
X >< \>< I'X
N X o S L0
b ) )
& S Y
- o
(3084 g

Figurall.4.: Gel de agarosa, en € que se muestra un cribaje usando como criterio laincorporacion de dianas de

restriccion Nsi |, de diferentes clones. Los clones del recuadro han incorporado ladiana.

En este caso hemosintroducido unadianaNsi | ademés de mutacion N236A o N236D. Si
no se ha incorporado la nueva diana a digerir con Hind 111 y Nsi I, solo Hind Il cortaray tan
s6lo habremos linealizado el plésmido. Si también corta por Nsi | quera decir que haincorporado
la mutacion que nosotros queremos introducir. En este caso seleccionamos |os clones N236A; y
N236D;.

Ahora tan solo resta confirmar por secuenciaciéon que realmente nuestra mutacion esta
hay y que no hay ninguna mutacion extramas.

[1.D.10.- Secuenciacién manual del DNA

Tanto los protocolos de secuenciacion manual como los protocolos automaticos se han
realizado usando kits comerciales. El kit de secuenciacion manua con marcge de azufre
radiactivo fue Deaza G/A T7 sequecing Kit de Pharmacia actual.

Esta es laimagen tipicade un gel de secuenciacion manual revelado por autoradiografia.

El triplete en € que hemos introducido las mutaciones aparecen resaltadas por un

recuadro.
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Figurall.4.: Tipico gel de acrilamida para secuenciacion. En los recuadros aparecen los codones que se han

cambiado para obtener |os mutantes deseados.

11.D.11.- Secuenciacion autométicadel DNA

Para la secuenciacion automética se ha usado diferentes Kits a modo de gjemplo se
puede citar € kit BIG DY E, ya que mas o0 menos todos funcionan igual. Tan solo se ha de seguir
las indicaciones, un termociclador y llevarlo a un servicié de sequenciacion para obtener los
resultados.
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|1.E.- DETECCION DE ACTIVIDAD EN PLACA

I1.E.1.- Test de actividad en placas con b-glucano

Se toman dos placas una con b-glucano y otra sin b-glucano, que servirdn como réplica,
yaque en el proceso de tincién y fijacion dafian las células y ni tan siquiera es necesario hacer la
tincion en condiciones estériles.

Se pican las colonias provenientes de una transformacién previa, con replica, en ambas
placas se degjan crecer a 37 °C durante 5-6 horas. La placa con b-glucano se tifie con Congo-Red
(Merck) a 1%, de 5-10 minutos. Esto tifie la placa de rojo ya que e Congo-Red tiene la
capacidad de unirse a azucares de cadena ramificada como el b-glucano (Beguin, 1983). Pero en
las zonas arededor de las colonias productoras de b-glucanasa e b-glucano es digerido
apreciadndose un halo amarillo anaranjado.

Si se quiere saber una foto se puede aumentar el contraste para fotografiarlo fijando con
acético a 10 % (V/V). De estamanera el rojo viraaazul oscuro.

II.F.- METODOSDE PRODUCCION DE LA GLUCANASA

[1.F.1.- Normas bésicas de inoculacién e incubacién de los cultivos

El volumen del medio liquido era aproximadamente 1/5 respecto del volumen total del
recipiente. Es decir, para un cultivo de 400 ml, usamos erlenmeyers de 2 litros. Esto permite una
aireacion y agitacion correctas, ya que aun aireacion deficiente hace que las células fermenten en
lugar de respirar disminuyendo el nimero final de células que obtenemos en e cultivo.

En los cultivos en los que se usaba preinéculo, este era 1/100 del volumen de medio
liquido al que se inoculaba. Ahora bien, aunque a principio esta fue la técnica més usada,
después se cambio por la inoculacién directa de dos colonias, provenientes de una placa de agar
LB, usando palillos estériles. Los niveles de produccién de proteina fueron muy similares.

Los cultivos se incubaron a 37 °C con una agitacion de entre 200 y 300 revoluciones.
Cuando €l cultivo provenia de un preinéculo e tiempo de incubacion rondaba entre 14 y 16
horas, nunca mas. Si provenia de inoculacion con palillos se podia dejar entre 18 y 20 horas.
Superados estos tiempos aungue se produce mas b-glucanasa comienzan a producirse procesos
proteoliticos, con la aparicién de cadenas proteicas pequefias y 1o que resulta mas molesto;
proteinas que copurifican con la b-glucanasa en la columna de intercambio catiénico. Tampoco

hay que retirar € cultivo demasiado pronto ya que la maxima produccién de b-glucanasa se da
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ya en la fase estacionaria, siendo esta produccién pequefia durante la fase exponencia del

cultivo.

[1.F.2.- Produccién de b-glucanasaen TG1

Transformamos TG1 con nuestro constructo, es decir el pUC119 con e correspondiente
mutante de la b-glucanasa clonado. Tomamos una Unica colonia mediante un escocés y la
resembramos en una nueva placa. De esta Ultima placa inoculamos dos colonias usando palillos
estériles a 400 ml de medio 2SB con (100 ng ampicilina/ml), en un erlenmeyer de 2 litros a 300

revoluciones por minuto durante unas 18-20 horas.

Centrifugamos el cultivo para separar €l medio delas célulasa4°C.

Rotor RPM RCF Tiempo
GSA 13000 27500 15 min.
GS3 9000 13628 30 hora

Tanto en el sobrenadante como en el precipitado encontramos b-glucanasa, hay grupos
que purifican a partir de la fraccién intracelular, nosotros usamos preferentemente la extracel ular,
yaque asi evitas la gran cantidad de proteinas presentes en E.coli; aunque también hay que decir
gue bastaria ponerlas apH 3 para que la mayoria de proteinas de E.coli precipiten sin que pase lo

mismo con la b-glucanasaintracelular.

I1.G.- PURIFICACION DE LA GLUCANASA

[1.G.1.- Primeradidlisis

Tomamos los 400 ml de sobrenadante y los introducimos en sacos Spectra/Por de tamario
de poro de 6000-8000, y como tampdn de didlisis usamos acetato sédico 5 mM pH 5.5. Hemos
de procurar una buena agitacion y cambiar € tampon, a menos tres veces, cada 6 a 8 horas,
realizando todo €l proceso a 4°C para preservar la proteina. Para este menester usamos
habitual mente un recipiente de 20 litros y una bomba que genera un flujo de unos 300 litros/hora.

Si todo haido bien, habremos retirado del sobrenadante gran parte de |os restos de medio,
apreciandose un aclarado del mismo, asi como gran parte de las sales. El pH del sobrenadante
serdde 5.5. Si no es asi o podemos gjustar usando acético ya que normalmente el medio después
de crecer |as bacterias se basifica ligeramente. Ahora bien, si se ha tenido que gjustar e pH hay



Material y métodos 34

gue comprobar la fuerza iénica del mismo no supere 2 ms. Si la supera significa que la didlisis
no ha ido bien y hay que continuar dializando. Ya que si pasamos € sobrenadante en estas

condiciones no se fijard ala columna de intercambio iénico.

11.G.2.- Centrifugado

Parte de las proteinas a este pH precipitan, por lo que resulta conveniente volver a

centrifugar para hacer desaparecer laturbidez y asi desechar proteinas que no nos interesan.

Centrifugamos € cultivo para separar el medio de las células a4°C.

Rotor RPM RCF Tiempo
GSA 13000 27500 45 min.
SS34 22000 50227 20 hora

[1.G.3.- Primera cromatografia

Utilizamos columnas Sep-Pak Accell Plus CM 35 cc de intercambio cationico. Para cada
mutante siempre hemos usado su propia columna, esto reduce los posibles riesgos de
contaminacién sobre todo s trabajamos can varios mutantes simultdneamente, en cuyo caso
hemos de extremar |as medidas tendentes a garantizar que no intercambiamos |os mutantes.

Pasamos el sobrenadante por la columna del mutante sobre el que estemos trabajando. La
b-glucanasa asi como otras proteinas de E.coli y del medio se fijan al columna, pero en realidad
las que se fijan son una pequefia parte del total.

A continuacién lavamos | os restos de medio no fijados alaresina con a menos 200 ml de
tampdn acetato sddico 5 mM a pH 5.5. Estas columnas admiten un flujo de 100 mi/hora.

Posteriormente eluimos la columna usando como tampén A acetato sédico 5 mM a pH
5.5y como tampén B el mismo acetato sédico 5 mM a pH 5.5, pero a 1M NaCl. Para €llo
usamos un cromatografo con colector de fracciones GradiFrac (Pharmacia Biotech), que nos
permite eluir la columna a un flujo controlado de 1.5 ml/miny con una curba lineal de tampdn
B, pasando de 0 % a 100 % de B al cabo de 300 ml. Recogemos las fracciones de 12 en 12 ml.

Normalmente, aungue puede variar ligeramente entre mutantes, al 45 % de B ya ha salido
toda la b-glucanasa y podriamos parar hay la cromatografia. Pero por si acaso, y mas S
trabajamos con mutantes en los que hemos cambiado alguna carga que pudiese variar su perfil de

elucion, es mejor esperar aque € registro vuelva aregistrar cero.
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La figura 11.5 es la tipica salida, del registrador en papel continuo que obtenemos del
Gradifrac, durante la elucion de una columna Sep-Pak Accell Plus CM 35 cc cargada con 400 ml
de medio después de laprimeradidisis.

Este registro solo nos dice que la columna funciona y a sido capaz de fijar una gran
cantidad de proteinas; en su mayor parte de E.coli y del medio.

Durante la cromatografia solemos trabajar en un rango de 20 mV, que en realidad es un
rango Optimo para la segunda cromatografia. Para que €l registro de la primera cromatografia no
se salga de rango en realidad se deberiatrabagjar a50 mV.

Al principio latemperatura de trabajo para cargar y eluir la columna era 4°C, basicamente
paraevitar la degradacién de la proteina. Pero posteriormente cargando y eluyendo las Sep-Pak a
temperatura ambiente no se aprecio que la proteina se degradara excesivamente y se obtenia una
buena resolucion en la cromatografia. Evidentemente durante los tiempos de espera antes de

cargar, después de cargar y antes de eluir y después de haberse eluido, se guarda la columna
inmediatamente a 4°C.

B

H
o

Figural1.5.: Salidadel registrador en papel continuo a eluir una columna Sep-Pak en la primera cromatografia.
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[1.G.4.- Lavado v reequilibrado de la columna

Una vez eluida la columna suelen quedar restos y se aprecia que la resina ha quedado
teflida de un color amarillento propio del medio. Para eliminar cualquier resto de proteinas
contaminantes lavamos la columna usando 10 ml de 1M NaOH, y la reequilibramos pasando 2
litros de tampdn acetato sddico 5 mM a pH 5.5. Tras pasar todo € volumen comprobamos que
realmente el flujo saliente este a pH 5.5. De esta manera la columna ya esta preparada para la

segunda cromatografia, la guardamos a 4°C hasta que la volvamos a usar.

I1.G.5.- Deteccion de la actividad enzimética en disolucion

Para esta deteccion se usa el método descrito por Hinchliffle (1984). Para ello se mide el
cambio de color en € &cido dinitrosalicilico (DNS) por €l incremento de |os extremos reductores

como consecuenciade la hidrélisis del b-glucano por lab-glucanasa.

[1.G.6.- Protocolo en tubo devidrio

Hasta que se empez6 a determinar |os pardmetros cinéticos usando sustratos cromofilicos
de bajo peso molecular, méodo mucho mas reproducible, esta era la técnica usada. En la
actualidad se usa para procedimientos de rutina como detectar la actividad enzimatica en

disolucion pero no para determinar parametros cinéticos.

1. Mezclar en el tubo 450 m una disolucion de b-glucano de 5 mg/ml y 50 m de la dilucién de
enzima se incuba a 45 °C. Normamente proviene de un cultivo como comprobacion de que
ha habido produccién en € cultivo. Se realizan varios puntos a diferentes tiempos (0 a 45
minutos) para poder determinar la actividad.

2. Lareaccion se para afiadiendo 500 m de reactivo DNS, y se revela en un bafio a 100 °C

durante 10 minutos.

[1.G.7.- Protocolo en microplaca

Presenta la ventgja de que se gasta muchisimo menos sustrato y proteina que con €l

procesimiento en tubo de vidrio y para saber si unafraccién tiene o no actividad ya es suficiente.
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1. Mezclar en €l pocillo de la microplaca 125 i una disolucién de b-glucano de 5 mg/ml y 10
m de la dilucién de enzima incubandola en agitacion a 45 °C. Normamente la muestra de
enzima proviene de una fracccion de un pico de dilucion de la columna de intercambio
catiénico. Se pueden ensaya varios tiempos de incubacion, pero en principio con 15 minutos
para mutantes con una actividad proximaaladel silvestre ya es més que suficiente.

2. Lareaccion se paraafiadiendo 125 i de reactivo DNS, se tapan los pozos usados con celo y

serevelaen unaestufaa 100 °C durante 20 minutos.

[1.G.8.- Control de pureza, primer SDS-PAGE

De aquellas fracciones en las que se ha encontrado actividad se realiza una electroforesis
(Andrews, 1986) a 15 % de acrilamida, para determinar el grado de pureza en que se encuentra
lab-glucanasa de | as distintas fracciones.

Geles SDS-PAGE MiniProtean

Espaciador 0.8 mm
% 20 18 16 15 13 12 10
Buffer 15 15 15 15 15 15 15 Ml
H20 15 18 21 2.25 2.55 2.7 3 MI
Acri/Bis* 3 2.7 24 2.25 195 18 15 Ml
TEMED 3 3 3 3 3 3 3 ml
PSA 15% 24 24 24 24 24 24 24 ml

Espaciador 1,5 mm

% 20 18 16 15 13 12 10
Buffer 4.5 4.5 4.5 4.5 4.5 4.5 4.5 Ml
H20 4.5 54 6.3 6.75 7.65 8.1 9 Ml
Acri/Bis* 9 8.1 7.2 6.75 5.85 54 4.5 Ml
TEMED 9 9 9 9 9 12 12 ml
PSA 15% 72 72 72 9% 9% 120 120 ml

* Relacion acrilamidabisacrilamida(37.5:1) a 40 %

Desechamos todas aguellas fracciones en las que la b-glucanasa no sea claramente la
proteina mayoritaria, eliminando asi una parte importante de las proteinas con un perfil de
elucion préximo ala b-glucanasa. También se aprecian claramente multitud de trazas proteinas

de pequefio tamario, figurall.6, ya sea de degradacién de proteinas de E.coli o del medio.
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La banda desdibujada del primer carril del gel de lafigurall.6, esla propia glucanasa que
Se usa como proteina control, aungue esté bastante deformada.

Figurall.6.: Gel SDS-PAGE &l 15 % de las fracciones con cierta actividad glucanésica.

Usando este gel como referencia tomamos aquellas fracciones que vemos mas puras y

desechamos aguellas en |as que nuestra proteina no sea claramente mayoritaria.

11.G.9.- Segundadidlisis

De esta seleccion suelen obtenerse 1, 2 6 3 tubos suficientemente puros, con lo que la
proteina que inicialmente se encontraba en un volumen de 400 ml ha pasado a un volumen de
entre 12 a46 ml.

Esta nueva didisis tiene la funcion de retirar las sales. Ademés s con la electroforesis
conseguimos eliminar las proteinas que copurifican con la b-glucanasa, sobre todo las de ato
peso molecular, las de bao peso molecular las eliminamos con esta didlisis con sacos
Spectra/Por de tamario de poro de 6000-8000.

En un vaso de precipitados de 2 litros ponemos tampon de acetato sodico 5 mM pH 5.5.
Para agitarlo podemos usar un agitador de barilla magnética. Hemos de cambiando el tampdn
tres veces cada 4 a 6 horas. Se aconseja realizar todo el proceso a4°C.

[1.G.10.- Segunda cromatografia

Esta segunda cromatografia se realizaba a principio con una columna de intercambio
cationico, en concreto una LKB UltroPac TSK CM-3SW lavada con 100 ml del tamp6n 0.4 M
NaCl, 5 mM acetato sodico a pH 5.6, equilibrandola con 300 ml de tampon 5 mM acetato
sodico a pH 5.6. Una vez cargada la proteina, la eluimos. Para eluirla usamos dos tampones, €l
tampdn A es 5 mM acetato sodico pH 5.6, y € tampén B 0.4 M NaCl, 5 mM acetato sodico pH
5.6. Esta columna permite un flujo de 4 mi/min. En el minuto O el tampdn en la mezcla B es del
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0 %, a los 15 minutos alcanza, siempre siguiendo una progresion lineal, el 20 %. Desde €l
minuto 15 al 60 la pendiente se hace menos acusada, para resolver mejor la glucanasa, subiendo
hastael 30 % de tampon B.

Cuando esta columna degjé de funcionar se cambi6 ligeramente el protocolo para poder
hacer 1a cromatografia usando las mismas columnas de la primera cromatografia. Las columnas,
Sep-Pak Accell Plus CM, se lavaban con 10 ml de 1M NaOH, y equilibrada con 2 litros de
tampdn acetato sodico 5 mM a pH 5.6. También se podian usar columnas Sep-Pak Accell Plus
CM nuevas, a las que bastaba pasar 300 ml de tampdn acetato sddico 5 mM a pH 5.5 para
equilibrarlas.

Cargamos en la columna la proteina proveniente de la didlisis después de |a primera tanda
de purificacion.

Eluimos la muestra a igua que hicimos en la primera cromatografia a un flujo
controlado de 1.5 mI/miny con una curbalineal de tampon B, pasando de 0 % al 100 % de B a
cabo de 300 ml, recogiendo las fracciones de 12 ml.

En este caso ya no es necesario hacer la actividad de |as fraccciones que estamos €l uidas,
ya que los picos en esta cromatografia suelen estar bien definidos. Ademés la glucanasa ahora es
la proteina mayoritaria.
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Figurall.7.: Salidadel registrador en papel continuo a eluir una columna Sep-Pak en la segunda cromatografia.
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El registro que se muestra en la figura 11.7 es la tipica de salida obtenida de una
cromatografia en una columnas Sep-Pak Accell Plus CM usando un gradrifrac de pharmacia. En
el podemos observar uno o varios prepicos, y €l pico principal delab-glucanasa. Se desconoce el
motivo por e cua se produce este prepico. Las pruebas cinéticas realizadas por anteriores
miembros del grupo no han mostrado grandes diferencia estre los dos picos de glucanasa.

En la primerafraccién se puede perder parte de la proteina debido alas subidas y bajadas
bruscas de flujo, que a veces se producen en e cromatdgrafo, cuando cambiamos una columna
por otra, o a entrar burbujas de aire en el circuito. En la imagen se aprecia el efecto sobre el
registro de la cromatografia debida a la entrada de aire en el circuito a cambiar la columna del
mutante M58G por ladel silvestre (wt).

[1.G.11.- Control de pureza Segundo SDS-PAGE

Se realiza una electroforesis al 15 % de acrilamida. El objetivo de esta electroforesis es
controlar la pureza de la proteinay ha de permitirnos desechamar todas aquellas fracciones en las

gue la b-glucanasa no esten puras.
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Figurall.8.: Gel SDS-PAGE al 15 % de las fracciones recol ectadas de |a segunda cormatografia.

En casos como e mutante S34C+K242C recogemos la 5 y 6 aungue esta Ultima no esta
del todo pura. Tomar la fraccién 6 del pico se justifica sdlo en casos los en que el mutante es
dificil de producir, como sucede en |los dobles mutantes a el que afiadimos dos cisteinas. En estos
casos, excepcionales, sejustifica hacer unatercera cromatografia.

La electroforesis ha de servirnos para cerciorarnos que la b-glucanasa esta pura y para
seleccionar solo aguellas fracciones que realmente |0 esten.

En el mutante N57A tan sblo habriamos de desechar la fraccion 12 las otrastres sirven.





