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Resumen

La luz ultravioleta (UV) tiene el potencial de impactar el ADN de los seres vivos provocando lesiones,
conocidas como dimeros de pirimidina (CPDs). Distintos organismos, pero no los humanos, poseen una
enzima especializada capaz de reconocer y revertir dichas lesiones, denominada ADN fotoliasa. Dicha
actividad es codificada en el gen phr de Escherichia coli, la capacidad de fotorreactivacion de esta
enzima es estrictamente dependiente de la presencia de los cofactores FADH y 5,10-MTHF. Con el
propdsito de generar cantidades abundantes de esta proteina, potencialmente util en el tratamiento de
lesiones pre-cancerigenas inducidas por la luz solar se implement6é una estrategia para generar una
construccion capaz de sobreexpresar homoélogamente el gen phr en E. coli.

Abstract

Ultraviolet light (UV) impact the genome of all living forms generating DNA lesions termed cyclobutane
pyrimidine dimers (CPDs). Many organisms, but not the humans, possess a protein that specifically
recognize and revert these lesions named DNA photolyase. This enzyme requires two chromophores ,
i.e.., FADH and 5-10-MTHF to exhibit photoreactivation activity and is encoded in the phr gen of
Escherichia coli. With the purpose of generating high amounts of this enzyme, potentially useful in the
treatment of pre-carcinogenic lesions promoted by solar light, a strategy was implemented to generate a
construct to overexpress in a homologous genetic background the phr gene of E. coli.

Palabras Clave phr; Luz UV; dimeros pirimidinicos de ciclobutano (CPDs); ADN fotoliasa.
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INTRODUCCION

La radiacion ultravioleta (UV) de la luz solar puede
inducir dafios en el ADN, La luz ultravioleta-C (UV-
C) es retenida por la ozono; sin embargo la luz
ultravioleta-B (UV-B) incide sobre la superficie de
la tierra y los organismos son blancos potenciales
de este factor [1]. Por lo tanto, la capacidad de
percibir adecuadamente y responder a los efectos
dafiinos de la luz solar es esencial para el
crecimiento, desarrollo y evolucién de los mismos
[2]. Las principales lesiones causadas por la luz
UV-B son los dimeros pirimidinicos de ciclobutano
(CPDs) [1], los cuales se forman por una
cicloadicién [2+2] usualmente entre timinas [3, 4].

Las ADN fotoliasas son enzimas que revierten
directamente el enlace covalente que se ha
formado entre las dos pirimidinas adyacentes
restableciendo los monémeros originales de
pirimidina [1]. Esta clase de enzimas pertenecen a
la gran familia de fotoliasas/criptocromos las
cuales se encuentran ampliamente distribuidas en
los tres reinos de la vida [1] (pero no en los
mamiferos placentarios, por ejemplo, humanos)
[3], y estas se pueden dividir en 3 clases segun su
funcion: CPD-fotoliasa (Clase 1) y (6-4)PP-fotoliasa
(clase 1), por ultimo estan los criptocromos que no
son propiamente una fotoliasa [1,5].

El criterio para saber si se trata de una fotoliasa
esti basado en la similitud de su secuencia de
aminodacidos, aunque la clase | y Il son
notablemente diferentes en su secuencia de
aminoacidos ambas se reconocen y reparan el
mismo tipo de lesidon del ADN. Las fotoliasas de
clase I se encuentran en muchos
microorganismos, mientras que las de clase Il se
han identificado principalmente en organismos
superiores, pero también en arqueobacterias,
eubacterias y algas unicelulares [6].

El mecanismo de reparacion denominado
fotorreactivacion es activado por luz visible en el
rango 330-480 nm. La primer CPD-fotoliasa en ser
identificada fue la proteina Phr de Escherichia coli;
esta proteina de 49 kDa [1] contiene dos
cofactores: 5,10-meteniltretahidrofolato (MTHF)
que absorbe cerca del 90% de la luz visible,
mientras el flavin adenin dinucleotido en su forma
reducida (FADH") revierte cataliticamente el dafio
[7.,8].

El mecanismo de fotorreactivacién ocurre en dos
etapas:

i) Se forma un complejo entre la enzima y el
dimero. Este paso no requiere de luz, pero es
dependiente de temperatura, pH y fuerza
ionica.

i) Monomerizacion de los CPDs en una reaccion
gue es activada por la luz visible. Un periodo
prolongado de exposicion a la luz
fotorreactivadora permite la liberacién de la
enzima, la cual podra participar en la formacion
de nuevos complejos de fotorreactivacion [7].

En el presente trabajo reportamos el disefio
molecular y obtencién de una cepa de E. coli
Rosetta conteniendo una construccion para
sobreexpresar al gen phr de E. coli DH5a.

MATERIALES Y METODOS

Cepas bacterianas, plasmidos,
oligonucledtidos y medios de crecimiento

En la tabla 1 se muestra las cepas y los plasmidos
utilizados en este estudio. El medio de cultivo

empleado para lograr el crecimiento y propagacion
de las cepas fue Luria-Bertani (LB) [9].

Tabla 1. Cepas y plasmidos usados en este estudio

Cepao Descripcién Referencia
plasmido
PERM100 E. coli DH5a. Cepario del Lab.
del Dr. M.
Pedraza-Reyes.
PERM1156 E. coli Rosetta; CmR. Cepario del Lab.

del Dr. M.
Pedraza-Reyes.

PERM1528 E. coli DH5a conteniendo la | Este estudio
construccion ~ pJETZ1.2/blunt
con el ORF del gen phr de E.
coli DH5a; AmpR.

PERM1536 E. coli DH5a conteniendo la | Este estudio

construccion pET28b con el
ORF del gen phr de E. coli
DH5a; KnR.
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PERM1537 E. coli Rosetta conteniendo la | Este estudio
construccion pET28b con el
ORF del gen phr de E. caoli

DH5a; CmR, KnR.

pJET1.2/blunt | Vector de clonacion; AmpR Fermentas

pPERM1325 | pET28b, Vector de expresion; | Cepario del Lab.
KnR del Dr. M.
Pedraza-Reyes.
pPERM1528 | pJET1.2/blunt con ORF del | Este estudio
gen phr de E. coli.
pPERM1536 | pET28b conteniendo el ORF | Este estudio

del gen phr de E. coli DH5a
insertado entre los sitios de
restriccion Xhol y Ncol; KnR.

Amplificacion del gen phr de E. coli

Se utilizé como templado el ADN gendémico de E.
coli DH5a y los oligonucledtidos descritos en la
Tabla 2 para lograr amplificar un fragmento de
1661 bp conteniendo el ORF del gen phr. La
amplificacion se llevd a cabo en un termociclador y
se empled Vent DNA polimerasa, en este caso, de
acuerdo con las especificaciones del fabricante
(New England BioLabs). La obtencién del producto
de deseado de PCR se corroboré en geles de
agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio.

Tabla 2. Oligonucleétidos

Oligonucledtido | Secuencia 5-3° Descripcion

CGGGATCCATG | Oligonuclettido  directo
372 ACTACCCATCT | para amplificar el gen phr
GGTCTG de E. coli, con sitio de

corte BamHI
Oligonucledtido  reverso
373 ATCAGTACCAG para ampllflcar el gen Phr
TCCTACAG de E. coli con sitio de

corte BamHlI

Construccién del vector y transformacion de
células competentes

Para generar el plasmido pPERM1528 se utilizé el
producto de PCR vy el vector pJET1.2/blunt y para

la construccion del plasmido pPERM1536 se libero
el gen phr del plasmido pPERM1528 con las
enzimas de restriccién Xhol y Ncol, asi mismo se
cortd el plasmido pPERM1325 con las mismas
enzimas de restriccion, posteriormente se llevo a
cabo la ligacion de phr en el vector pET28b.

La preparacion de las células de E. coli
competente se llevé a cabo siguiendo el protocolo
descrito por Sambrook y Russell [9]. Las células
transformantes fueron seleccionadas mediante un
marcador de resistencia a Ampicilina, Kanamicina
o Cloranfenicol y Kanamicina conforme a lo
descrito en la Tabla 1 y corroboradas por
restriccion con Xhol y Ncol.

RESULTADOS Y DISCUSION

Amplificacion del gen phr de E. coli

Para obtener en grandes cantidades el gen de
interés, phr, se sigui6 el protocolo de amplificacion
descrito anteriormente. En la Figura 1 se puede
observar la obtencién de un fragmento mayoritario
de 1661 pb, correspondiente con el tamafio
esperado.

Kb M 1 2 3

5 Kb

2Kb
~1.6Kb

1Kb

Vent® DNA polymerase

Figura 1. Gel de Agarosa al 1%, en el cual se observan
productos de la amplificacion del gen phr, a distintas
temperaturas de alineamiento; en todos los casos se observa un
producto mayoritario de aproximadamente 1661 bp. M,
marcadores de peso molecular, 1, 2 y 3 representan la reaccion
de amplificacion a diferentes temperaturas, 60, 63 y 66 °C
respectivamente.
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Construccion del vector y transformacion de
células competentes

Siguiendo el protocolo ya descrito en Materiales y
Métodos, el producto de amplificacion de PCR se
clond en pJET1.2/blunt. Una colonia transformante
de E. coli conteniendo la construccién de interés,
Figura 2, fue verificada mediante analisis de
restriccion con las enzimas Ncol y Xhol. El patron
de restriccién esperado se muestra en la Figura 3.

PPERM1528
4.6 Kb

Ncol Xhol

Figura 2. Construccion del plasmido pPERM1528 conteniendo el
gen phr clonado en pJET1.2/blunt.

Kbl M L

5Kb — ~5 Kb
3Kb - _~3Kb
2Kb .

e ~1.6Kb
1Kb

Figura 3. Analisis de la restriccion del plasmido pPERM1528
utilizando las enzimas Ncol y Xhol, observandose la liberacion
del fragmento del gen de phr (1661 bp), pJET1.2/blunt vacio
(~3000 pb) y también se observa plasmido sin cortar (~5000 pb).

A continuacion el ORF de phr liberado de pPERM
1528 con las enzimas Ncol y Xhol se ligo en el
vector pET28b como se describié en Materiales y
Métodos. Distintas colonias transformantes
conteniendo la construccion correcta
(PPERM1536; Figura 4), se muestran en la Figura
5.

Finalmente, el plasmido pPERM1536 se utilizo
para transformar células competentes de E. coli
Rosetta (PERM1537), un huésped que puede
expresar y traducir apropiadamente genes con
codones raros. Estudios posteriores nos permitiran
verificar la capacidad de estas transformantes para
sobreexpresar y producir altas cantidades de
enzima Phr.

pPERM1536
7 Kb

.

Figura 4. Construccion del plasmido pPERM1325 conteniendo el
gen phry utilizando el vector pET28b.

«— ~5Kb

«— ~1.6Kb

Figura 5. Andlisis de la restriccion del plasmido pPERM1536
utilizando las enzimas Xhol y Ncol, observandose la liberacién
del gen Phr (1661 bp) y el vector pPERM1325 (~5300 bp).
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CONCLUSIONES

Se disefid una construccién para sobreexpresar de
manera homéloga del gen phr de E. coli.
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