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INTRODUCCION

Las enzimas policétido sintasa tipo Il (PKS 1lI) producen policétidos tipo pironas, estilbenos y resorcinoles, que frecuentemente
presentan capacidades bioactivas Utiles para la industria biotecnoldgica (1). La elucidacion de la estructura cristalografica de PKSs Il
bacterianas, contribuye al conocimiento del mecanismo de biosintesis de nuevos policétidos potencialmente bioactivos. Nuestro grupo
de trabajo identificd una PKS Il bacteriana (ArsMB) en microbiomas marinos, que ademas de presentar un bajo porcentaje de identidad
con otras PKSs Il reportadas, es productora de un alquilresorcinol con capacidad antioxidante. Sin embargo, permanece desconocida
su estructura tridimensional, lo que limita el estudio de su relacién estructura-funcion. En este trabajo se presenta la produccion
recombinante, purificacion y ensayos de cristalizacion de ArsMB, como una aproximacion para obtener la estructura cristalogréafica de

esta PKS Il inédita.

METODOLOGIA

El andlisis de la secuencia ArsMB se realiz6 mediante los
programas predictivos: Pfam, BLAST, X-talpred, PROSO II,
SignalP, ProtParam e iPSORT. La produccion recombinante se
realiz6 a partir de un gen sintético (IDT company) con los codones
optimizados para la expresion en Eschericia coli. La purificacion
se realiz6 mediante cromatografias de afinidad por niquel y
exclusién molecular utilizando un FPLC AKTA Pure 25 M1 (GE
Healthcare). Actualmente se estan realizando ensayos de
cristalizacion, utilizando utilizando las matrices de cristalizacion
de Hampton Research (Crystal Screen | y II, Index | y II, Crystal
Screen Cryo y PEG/lon Screen) y Rigaku (Wizard I, 11, Il y IV).

RESULTADOS Y DISCUSION

El andlisis de secuencia demostré que ArsMB (Microbacteriaceae
bacterium; No. de acceso: KRO38894.1.) presenta 349 residuos
en su secuencia de aminoacidos y un peso molecular tedrico de
36.9 kDa. El gen sintético se subclond exitosamente en el
pldsmido pET-22b (Fig. 1A).
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Figura 1. (A) Mapa del vector pET-22b modificado con el gen de
interés. (B) Gel de agarosa en el que se muestran patrones de
digestidn enzimatica. Se realiz6 por quintuplicado y se obtuvieron
4 clonas positivas de 5 en total.

Para la produccion recombinante de ArsMB se transformaron
células de E. coli BL21 (DE3) pLysS con el plasmido pET-
22b/ArsMB (Fig. 1B), obteniéndose altos niveles de expresién en
medio LB, resistencia a ampicilina e induccion con IPTG. Los
ensayos preliminares de purificacion demostraron que la enzima
se purifica a homogeneidad por medio de una cromatografia de
afinidad por niquel y que el peso molecular coincide con el peso
molecular esperado de ~37 kDa (Fig. 2).
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Figura 2. (A) Purificacion por cromatografia de afinidad por niquel
en un AKTA Pure. Gradiente de imidazol (linea verde); elucién de
ArsMB (linea azul). (B) Gel SDS-PAGE. Carril 1: marcador de
peso molecular de proteinas; Carril 2: extracto bacteriano
mostrando la sobrexpresion de ArsMB; Carril 3: ArsMB purificada.

Actualmente se escal6 la produccion recombinante y purificacién
de ArsMB para incrementar los ensayos de cristalizacion (Fig. 3),
asi como profundizar en la determinacion de su estructura

cuaternaria mediante estudios acoplados (SEC-DLS) vy
funcionales in vitro utilizando los sustratos malonil-
CoA/metilmalonil-CoA y/o soaking, entre otros.
Figura 3. Ensayo preliminar de
cristalizacion de la enzima ArsMB
utilizando la técnica de microbatch.

Gotas: 1+ 1 yL. Temp.: 4y 18 °C.

CONCLUSIONES

Se establecieron las condiciones de produccion recombinante y
purificacion preliminar de una PKS Il inédita de origen marino,
ArsMB. Los ensayos de cristalizacion, asi como la determinacién
de la estructura cristalografica de esta enzima, permitiran
profundizar en el estudio de su relacion estructura-funcién.
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