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RESUMEN

En procariontes se han caracterizado sistemas especificos que tienen como objetivo evitar
la invasion por elementos genéticos moviles a los que estdn constantemente expuestos,
como son plasmidos y bacteriéfagos. Uno de éstos es el sistema CRISPR-cas, el cual se ha
definido como un sistema de defensa constitutiva que provee inmunidad adaptativa contra
elementos genéticos foraneos, mediante la degradacién del DNA invasor guiada por
secuencias complementarias a éste. Sin embargo, la constante interaccion entre bacterias
y sus virus, ha conducido a la generacidn de diversas estrategias que les permiten a los
fagos evadir la defensa bacteriana; una de ellas es la expresién de proteinas denominadas
antiCRISPR, las cuales se unen a diversos componentes del sistema CRISPR-cas, e impiden
el reconocimiento o degradacion del DNA fagico. Hasta el momento se han descrito 10
familias de genes antiCRISPR en bacteriéfagos pertenecientes al grupo D3112virus, los
cuales inhiben el sistema CRISPR-cas |-F de Pseudomonas aeruginosa. Sin embargo, a pesar
de que se conocen distintos tipos de estas familias, se sabe poco de ellas. A la fecha, se ha
caracterizado el mecanismo de accion y la estructura tridimensional de 3 de ellas (AcrF1,
AcrF2 y AcrF3). En nuestro grupo de investigacion se identific6 por sintenia un gen
antiCRISPR en la regién de plasticidad gendmica G (antiCRISPR locus) del fago H70, al cual
se le denomind g2. Durante el presente trabajo se caracterizd la proteina G2 mediante un
analisis funcional con el fin de dilucidar los aminoacidos implicados en la interaccion de G2
con el sistema CRISPR-cas. La estrategia se basd en la generacién de una coleccidon de
mutantes aleatorias que nos permitioé identificar las posiciones aminoacidicas importantes
para la funcién de la proteina de estudio y la posible superficie de interaccidn.
Posteriormente, ésta fue comprobada por mutagénesis sitio dirigida. Con base en los
resultados obtenidos, se identificaron aminoacidos de dicha regién, cuya modificacion
resulta en la pérdida parcial o total de la actividad antiCRISPR. Asimismo, con base en el
analisis de la estructura putativa de G2, inferimos que el extremo carboxilo terminal podria
estar relacionado con el correcto plegamiento de la proteina.

Palabras clave: fago, CRISPR-Cas, antiCRISPR, mutagénesis, interaccion proteica.
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ABSTRACT

Prokaryotes are constantly exposed to mobile genetic elements, such as plasmids and
bacteriophages, in nature. To avoid the invasion of such elements, bacteria have developed
specific defense systems. One of these is the CRISPR-cas system, which has been defined
as a constitutive defense system that provides adaptive immunity against foreign genetic
elements through the degradation of invasive DNA, guided by sequences complementary
toit. Yet, the constant interaction between bacteria and the viruses infecting them, has led
to the development of strategies that allow phages to evade this bacterial defense
throughout the expression of proteins called antiCRISPR, which bind to components of
CRISPR-cas system to prevent the recognition or degradation of the phage DNA. To date,
10 families of antiCRISPR genes that inhibit the I-F CRISPR-cas system of Pseudomonas
aeruginosa have been described in bacteriophages of the D3112virus group. Although
some representative types of these families have been studied, little is known about these
proteins. Currently, both the mechanism of action and the three-dimensional structure
have been characterized only for three of the recognized families (AcrF1, AcrF2 and AcrF3).
In our research group, an antiCRISPR gene was identified in the region of genomic plasticity
G (antiCRISPR locus) of phage H70 and was named g2. In this work, we characterize the G2
protein through a functional analysis in order to elucidate which amino acids are involved
in the interaction of G2 with the CRISPR-cas system. The strategy was based on the
generation of a collection of random mutants that allowed us to identify the amino acid
positions which are important for the function maintenance of the anti-CRISPR protein and
also the putative interaction surface of the protein. Finally, this was verified by site-directed
mutagenesis. Based on the obtained results, we identified amino acids that are key for the
G2 function. Modification of such residues results in the partial or total loss of antiCRISPR
activity. Additionally, based on the analysis of the putative structure of G2, we could infer

that the terminal carboxyl end of the protein could be involved into its correct folding.

Keywords: Phage, CRISPR-cas, antiCRISPR, mutagenesis, protein interaction.
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1. INTRODUCCION
En procariotas, se han caracterizado sistemas especificos, los cuales estan especialmente

dirigidos a limitar la invasidon de DNA proveniente de bacteriéfagos, algunos de ellos son la
inhibicion de la adsorcion, el bloqueo de la inyeccidn, la restriccion/modificacién, y la

infeccion abortiva.

En 1987, Ishino y colaboradores fueron los primeros en identificar en el genoma de
Escherichia coli, arreglos de secuencias en cluster regularmente interespaciadas por
regiones cortas palindrémicas, a las cuales se les denomind “secuencias CRISPR”.
Posteriormente, Mojica et al. (2005) reportaron que estos elementos no codificantes, junto

con las proteinas Cas, actian como un sistema de defensa constitutiva contra DNA invasivo.

Se ha establecido que las regiones CRISPR-cas sirven como un sistema de inmunidad
adaptativa contra elementos genéticos foraneos, en el cual, las secuencias espaciadoras
juegan un rol importante como responsables del reconocimiento especifico del DNA
invasor (Barrangou et al., 2007; Brouns et al., 2008; Marraffini and Sontheimer, 2010). La
incorporacion de nuevas secuencias espaciadoras en el genoma bacteriano puede ser
comparada con un tipo de memoria genética, la cual protege a la célula de infecciones
posteriores. Asimismo, el sistema CRISPR-cas es heredable, y estos espaciadores estan
presentes en la progenie (Van der Oost et al.,, 2009). Ademas, estudios en Thermus
thermophilus han mostrado que el sistema censa infecciones por fagos, ya que durante el
proceso de infeccidn se sobreexpresan componentes del sistema CRISPR-cas (Agari et al.,

2010).

Actualmente, se sabe que cerca del 40-70% de todas las bacterias, y casi todas las arqueas,
contienen CRISPRs en sus genomas (Godde and Bickerton, 2006; Grissa et al., 2007a; Mojica
et al., 2005; Rousseau et al., 2009). Sin embargo, se sospecha que no todos los sistemas
CRISPR-cas presentes en el genoma son activos, debido a ello, se han establecido algunas
caracteristicas generales que permiten distinguir casetes CRISPR funcionales y no

funcionales.
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Se ha establecido que un sistema funcional, debe estar constituido por uno o mas loci no
codificante CRISPR, acompafiiados por dos determinantes: los genes cas y una secuencia

lider (Horvath et al., 2008; Makarova et al., 2006; Sorek et al., 2008) (Fig. 1).

identical repeats truncated terminal
21-48 bp each repeat

o ewe

variable spacers
21-72 bp each

—_—

cas genes leader sequence repeat-spacer units
20-534 bp 1-374 units

Fig. 1. Organizacion caracteristica del locus CRISPR. Szczepankowska A., 2012. En la figura se
muestra una representacion del sistema CRISPR-cas. En el extremo derecho se encuentra el locus
CRISPR, conformado por repetidos directos cortos (en negro) separados por secuencias variables
(en colores). En el extremo izquierdo se muestran los genes asociados a CRISPR (cas), y en el medio

se muestra una secuencia lider.

El locus CRISPR estd constituido por dos tipos de elementos no codificantes: (i) repetidos
directos (21-48 pb) separados por (ii) secuencias espaciadoras no repetidas (21-72 pb).
Dentro de cada region CRISPR, la longitud de los espaciadores y los repetidos directos es
conservada, excepto el ultimo repetido del extremo 3’, el cual aparece truncado en el 30%
de los casos (Horvath et al., 2008; Jansen et al.,, 2002). Estos repetidos directos estan
fuertemente conservados dentro del locus y parecen ser especie especificos (Deveau et al.,

2010; Goode and Bickerton, 2006).

Por el contrario, las secuencias espaciadoras son generalmente muy diferentes entre si, y
altamente variables. De hecho, a excepcién de algunos casos, los espaciadores dentro de

un genoma suelen ser Unicos.
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Como se menciond, otro determinante estrictamente conectado con loci CRISPR activos,
es la secuencia lider. Esta region no codificante rica en A-T, esta localizada en el extremo 5’
del arreglo CRISPR y tiene una longitud (dependiendo de la especie), de 20 a 534 pb (Jansen
et al., 2002; Lillestgl et al., 2006). Se ha propuesto que esta regién esta involucrada en la
adquisicidon de nuevos espaciadores, incluso se ha sugerido que puede contener sitios de
unidén a proteinas especificas (por ejemplo, las proteinas Cas), por lo cual, jugaria un papel
importante en la duplicacion de repetidos y/o la integracion de espaciadores (Barrangou
et al., 2007; Pourcel et al., 2005). Adicionalmente, se ha propuesto la hipdtesis de que la
secuencia lider actia como promotor de la regién CRISPR (Brouns et al., 2008; Hale et al.,
2008; Lillestgl et al., 2006, 2009; Marraffini and Sontheimer, 2010), la cual esta soportada
por el hallazgo de que loci CRISPR que no contienen secuencia lider, no incorporan nuevos

espaciadores y permanecen como remanentes inactivos (Lillestgl et al., 2006).

Otro determinante importante de los sistemas CRISPR-cas son las proteinas codificadas por
los genes cas, cuyo nimero dentro de un genoma puede variar de 4 a 20 (Barrangou et al.,
2007; Haft et al., 2005; Sorek et al., 2008). Adicionalmente, se ha demostrado que estas
proteinas solo estdn presentes en genomas que contienen CRISPR, lo cual implica su

estrecha relacion.

Generalmente, los genomas que portan el locus CRISPR no contienen todos los genes cas,
sino combinaciones de estos, siendo los mas frecuentes casl y cas2 (Haft et al., 2005;
Makarova et al., 2006). De hecho, se ha empleado a casl como marcador para detectar
sistemas CRISPR-cas (Makarova et al., 2006; Sorek et al., 2008). La proteina Casl de
Pseudomonas aeruginosa ha sido caracterizada bioquimicamente, estableciéndose como
una proteina metal-dependiente, que ademas posee actividad endonucleasa/integrasa de
secuencia no especifica de DNA (Wiedenheft et al., 2009; Zegans et al., 2009). Estos
hallazgos permitieron proponer que la Casl esta implicada en el reconocimiento y/o corte

del DNA fordneo y la integracion de espaciadores en el locus CRISPR (Deveau et al., 2010).
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1.1 Clasificacion

La clasificacidon vigente de los sistemas CRISPR-cas ha sido propuesta por Makarova et al.
(2011), la cual estd basada en la informacién de secuencia y estructura de los componentes
proteicos (proteinas Cas), distinguiéndose 3 tipos principales de sistemas (I, Il y lll), en los
cuales los genes core son casly cas2. Ademas, cada tipo de sistema esta caracterizado por
ciertas firmas gendmicas, siendo la del tipo | cas3, el tipo Il cas9, y el tipo Il cas10
(Makarova et al., 2011a). A su vez, se han establecido 8 subtipos basados en un analisis de
filogenia de la Cas1 y clustering de los genes cas: Ecoli, Ypest, Apern, Nmeni, Mtube, Tneap,

Hmari, y Dvulg (Haft et al., 2005; Makarova et al., 2006).

P. aeruginosa porta sistemas CRISPR-cas tipo |, siendo los subtipos I-F, I-E y I-C los que se
han identificado en cepas clinicas (Cady et al., 2011; Essoh et al., 2013; van Belkum et al.,
2015), sin embargo, el subtipo I-F es el prevalente (Cady et al., 2011; van Belkum et al.,
2015). Los genes cas que lo conforman son seis: casl, cas3, csyl, csy2, csy3 y csy4, siendo
los altimos cuatro, Unicos de este subtipo (Haft et al., 2005). Este sistema consta de dos
loci CRISPR (CRISPR1 y CRISPR2) que flanquean a los genes cas (Grissa et al., 2007). En
2012, Cady y colaboradores mostraron la primera evidencia de que el sistema CRISPR-cas

de la cepa PA14 de P. geruginosa es funcional y media la resistencia a la infeccion por fagos.

1.2 Mecanismo de Accion

Van der Oost y colaboradores describieron en 2009 las principales etapas del mecanismo

de accion del Sistema CRISPR-cas, las cuales se dividen en:

Etapa 1. Fase de inmunizacidon (o adaptacion), durante la cual nuevos espaciadores

provenientes de DNA foraneo son incorporados al locus CRISPR.

Andlisis gendmicos detallados han determinado que la integracién de nuevos espaciadores
se realiza casi siempre en el extremo proximal de la region lider, especificamente entre el
lider y el primer espaciador (Barrangou et al., 2007; Deveau et al., 2008; Pourcel et al.,

2005).
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Se ha propuesto que las proteinas Casl, Cas2 y Cas4 se unen dentro de la region lider y
juegan un papel principal en la etapa de adaptacién, donde la Casl corta el DNA invasor en
fragmentos que sirven como precursores de espaciadores (van der Oost et al., 2009;

Wiedenheft et al., 2009).

La selecciéon de los fragmentos de DNA fordneos, los cuales seran integrados como
espaciadores en el locus CRISPR, parece no ser aleatoria. Un determinante importante en
los tipos | y Il parece ser la presencia de las secuencias PAM (proto-spacer adjacent)
(Deveau et al., 2008; Mojica et al., 2009; Semenova et al., 2009), las cuales son empleadas
para el reconocimiento de proto-espaciadores, y eliminadas en los espaciadores, lo cual

también parece ser un sistema de la bacteria para distinguir su genoma del exégeno.

Durante esta etapa, también es necesario duplicar las secuencias repetidas que separan
cada espaciador. Se cree que esto se lleva a cabo mediante un evento de recombinacioén,

de manera similar al proceso de integracidn de transposones (Steiniger-White et al., 2004).

Etapa 2. Expresidn de CRISPR, la cual involucra la transcripcion de las secuencias CRISPR y
el subsecuente procesamiento para dar lugar a pequefios RNAs guias. Asimismo, implica la

expresion de las proteinas Cas.

Durante esta fase, el locus CRISPR se transcribe como un mRNA largo (pre-crRNA). Este
proceso se lleva a cabo de manera constitutiva e inicia en la secuencia lider.
Posteriormente, el transcrito es procesado en fragmentos mds pequefios, y finalmente en

pequefias moléculas de RNA maduras (crRNA).

En el sistema CRISPR-cas I-F se ha observado que los crRNA interactian con las proteinas
Cas denominadas Cascade (Cas-complex for anti-virus defense). Estas proteinas reconocen
estructuras secundarias especificas dentro de las secuencias de repetidos del pre-crRNA
(en las regiones palindromicas) y las digieren, en consecuencia, los crRNA cortos son
generados (35-46 nt). En Pseudomonas aeruginosa se determind que la proteina

responsable de llevar a cabo dicho corte es la endonucleasa Csy4 (Haurwitz et al., 2010).
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El producto final de la expresion CRISPR son crRNA mono-espaciadores con repetidos
parciales en el extremo 5, los cuales actian como etiquetas que atraen a las proteinas Cas

(particularmente nucleasas), y las direccionan a elementos genéticos foraneos.

Etapa 3. Interferencia, efectuada por los pequefios RNAs guias (generados en la etapa

anterior) acoplados a las proteinas Cas, las cuales se unen y degradan el blanco invasivo.

El papel principal en esta fase se lleva a cabo por los crRNAs maduros, que sirven como
guias en el reconocimiento y destruccion de elementos invasores con secuencias

coincidentes.

En el tipo I, el crRNA maduro no actua solo, sino que forma un complejo de
ribonucleoproteina (crRNP) con las proteinas de la cascada y las guia al DNA blanco,
degradado posteriormente por la Cas3 (Sontheimer y Marraffini, 2010). La deteccién de
blancos por los crRNPs se basa en un proceso de apareamiento de bases, que exige
complementacién exacta entre espaciador y proto-espaciador, incluso una mutacién
puntual dentro de una de las secuencias podria suprimir la interferencia de CRISPR (Deveau

et al, 2008; Marraffini y Sontheimer, 2010).

Se ha propuesto que la Cas3 tiene un papel en la interferencia al estar involucrada en el
alineamiento de bases del crRNA con un proto-espaciador, y su posterior degradacién
(Brouns et al, 2008; Karginov y Hannon, 2010). En ensayos computacionales, la Cas3 fue
identificada como una helicasa, lo cual sugirié estar implicada en el desenrrollamiento del
DNA blanco, permitiendo la hibridacion del proto-espaciador con el crRNA. Por otra parte,
la mayoria de las proteinas Cas3 se fusionan con un dominio de nucleasa (Cas2), implicado

en la degradacién del blanco.
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2. ANTECEDENTES

La constante interaccion entre las bacterias y sus bacteriéfagos eventualmente conlleva a
la seleccion de los fagos que son aptos para evadir la resistencia mediada por CRISPR-cas.
Asi como los procariontes han desarrollado multiples estrategias para evitar la infeccidn
por virus, los virus han desarrollado contramedidas para estas estrategias. Se han descrito
diversos mecanismos que han demostrado evadir el sistema CRISPR-cas, siendo la forma
mas bdsica de escapar a este sistema la mutagénesis aleatoria del proto-espaciador que
afecta bases clave en la interaccién con el crRNA, o el reconocimiento de las regiones PAM
(Barrangou et al., 2007), de hecho, se ha demostrado que una simple mutacién puntual en
estas regiones puede inhibir este mecanismo de defensa (Deveau et al., 2008; Lillestgl et

al., 2009; Mojica et al., 2009).

Esta continua batalla evolutiva entre bacterias y los virus que las infectan dio pie a los
investigadores para proponer la hipdtesis sobre la existencia de sistemas antiCRISPR
codificados por fagos. En 2003, Peng y colaboradores sugirieron que el profago residente
en Sulfolobus solfataricus P2 codificaba una proteina con putativa actividad antiCRISPR,
demostrando que esta se une preferencialmente a los repetidos CRISPR e induce cambios
conformacionales en el DNA, inhibiendo asi el sistema (Peng et al., 2003; Sorek et al., 2008).
Asimismo, se descubrieron genes homodlogos en otros genomas bacterianos, siempre
dentro de secuencias de profagos, indicando que otros sistemas similares al putativo

antiCRISPR pueden funcionar en otras especies microbianas (Sorek et al., 2008).

Posteriormente, Bondy-Denomy y colaboradores encontraron en diversos bacteriéfagos
del grupo D3112virus que infectan a Pseudomonas aeruginosa, 5 proteinas que eran
capaces de inhibir el sistema CRISPR-cas I-F (AcrF1, AcrF2, AcrF3, AcrF4 y AcrF5 (Bondy-
Denomy, 2013), a las cuales denominaron antiCRISPR. Un aino mas tarde, reportaron
nuevas proteinas que inhiben al subtipo I-E de P. aeruginosa, en el mismo grupo de fagos

(Pawluk et al., 2014).
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Estas proteinas se encuentran codificadas en una region accesoria del genoma de dichos
fagos, esta region estd flanqueada rio arriba por el homdlogo del gen que codifica la
proteina G del fago Mu, y rio abajo por el gen que codifica la proteina proteasa/scaffold
(Fig. 3). En el extremo 5" de la regién se ha identificado un promotor putativo (Cazares et
al.,, 2014) y en el extremo 3’ se encuentra un gen que codifica una proteina con un dominio
de union a DNA hélice-vuelta-hélice, la cual se ha propuesto como un putativo regulador
transcripcional, que podria regular al operdn anti-CRISPR (Pawluk et al., 2014), y a la que

se ha designado como una firma del locus antiCRISPR.

En 2015, el grupo del Dr. Alan R. Davidson caracterizé el mecanismo molecular de accién
de 3 (AcrF1, AcrF2 y AcrF3) de las 5 familias de genes antiCRISPR que inhiben el sistema
CRISPR-cas I-F (Bondy-Denomy et al., 2015) (Fig. 2). Ellos encontraron que todas las familias
analizadas inhiben el sistema de defensa bacteriana mediante la unién a distintas proteinas
Cas; la familia AcrF1 se une a las proteinas Csy3, creando un impedimento estérico para la
unién del complejo con el DNA; la familia AcrF2 se une al heterodimero Csyl-Csy2
localizado en el extremo 5°del crRNA, también bloqueando la unién con el DNA fordneo; y
por ultimo la familia AcrF3 se une a la proteina Cas3, inhibiendo su actividad de nucleasa,

e impidiendo la degradacion del DNA blanco.

Fig. 2. Mecanismos de accion
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Las proteinas antiCRISPR AcrF1 y AcrF2 interactuan directamente con el complejo previniendo la

unién con el DNA. AcrF3 se une con la nucleasa Cas3, bloqueando su reclutamiento.

Por otro lado, un analisis comparativo del genoma de bacteriéfagos D3112virus realizado
por Cazares et al, 2014, evidencié la presencia de genes antiCRISPR localizados en la region
de plasticidad gendmica RGP G en los fagos pertenecientes a la coleccion del laboratorio,

siendo g2 del fago H70, un putativo antiCRISPR no antes reportado (Fig. 3).

Posteriormente, De la Cruz (De la Cruz, C. A., 2016) demostré que dicho gen confiere
resistencia ante el sistema CRISPR-cas I|-F de |la cepa PA14 de Pseudomonas aeruginosa
(datos no publicados), y recientemente Pawluk y colaboradores lo han reportado como una

nueva familia de proteinas antiCRISPR, AcrF7 (Pawluk et al, 2016).
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Fig. 3. AntiCRISPR locus del bacteriéfago H70. Andlisis del pangenoma de bacteridfagos D3112virus
reveld la presencia de un antiCRISPR nuevo (g2) en el genoma fago H70 (Cazares et al, 2014) en la
region de plasticidad gendmica G (RGP G). En esta misma region se encontré un ORF con putativa
funcidén de factor de transcripcion (g9). Los nimeros dentro de las flechas, corresponde al nimero
de ORF en el genoma del fago H70. El cddigo de colores de cada flecha (ORF) fue muestra en la
parte inferior de la figura.
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3. JUSTIFICACION
La batalla por la supervivencia entre bacterias y los virus que las infectan (arm race), ha

conducido a la evolucién de diversos sistemas de defensa bacteriana y su contraparte en
los fagos. Hasta ahora han sido reportadas 10 familias de proteinas que inhiben el sistema
CRISPR cas I-F de Pseudomonas aeruginosa, y se ha determinado el mecanismo de accién
de tres de ellas. Sin embargo, debido a que G2 no ha sido caracterizado, el andlisis funcional
de éste permitira ampliar el conocimiento del funcionamiento e interaccidon de los

antiCRISPR con el sistema CRISPR-cas.

4. HIPOTESIS
Existe un conjunto de residuos aminoacidicos en el antiCRISPR G2 implicados en la

interaccion con el sistema CRISPR-cas. Una mutacién en dichos aminoacidos afectara el

reconocimiento de este, impidiendo la proteccién de bacteriéfagos.

5.1 OBJETIVO GENERAL
Realizar un analisis funcional de la proteina anti-CRISPR G2 perteneciente al bacteriéfago

H70, con el fin de identificar los residuos aminoacidicos implicados en la funcionalidad de

la proteina.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Realizar un alineamiento de las diferentes familias de antiCRISPR con el fin de

buscar aminoacidos conservados.
* Obtener una biblioteca de mutantes de g2.

* Determinar las variantes de G2 no funcionales mediante un ensayo de

fenotipificacion.
e Secuenciar las variantes no funcionales de G2.

* Determinar los residuos aminoacidicos importantes para la funcionalidad de G2.
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
La estrategia general empleada se basé en la generacidén de mutantes a partir del protocolo

propuesto por Cadwell y colaboradores, asi como en modificaciones de éste. A través de la
mutagénesis por PCR se generaron fragmentos mutantes que posteriormente fueron
clonados en el vector shuttle pUCP24, el cual tiene la capacidad de replicarse tanto en E.
coli, como en P. aeruginosa. Dicha clonacion se transformd en la cepa DH5a de E. coli,
posteriormente se tomaron 10 colonias candidatas y se mezclaron en 10 mL de medio LB
para formar un cultivo mixto, esto fue repetido al menos 30 veces para cada una de las
condiciones de PCR empleadas. A continuacién, se extrajo plasmido de cada cultivo mixto

para dar lugar a diversos pools de plasmidos.

Estos pools fueron probados por PCR, empleando oligos flanqueantes al sitio de clonacién
multiple del vector pUCP24 (MCS pUCP24 forward y reverse), para determinar la presencia
de vectores con el inserto deseado (g2). Todos aquellos pools que contenian el antiCRISPR
fueron transformados en la cepa PA14 de P. aeruginosa. Después, se resembraron al menos
15 candidatas provenientes de la transformacién de cada pool, y en seguida se identificaron
las candidatas de PA14 que portaban el gen antiCRISPR mediante la técnica colony blot (Fig.
5). Todas aquellas candidatas positivas fueron cultivadas en LB liquido para realizar tapices
de cada una de ellas, y probar la eficiencia de infeccién de un fago sensible (JBD18) al
sistema CRISPR-cas I-F, y con esto tipificar cada una de las variantes de g2 clonadas.
Posteriormente, se secuenciaron las variantes no funcionales del antiCRISPR a partir del
producto de PCR de colonia de cada candidata, empleando los oligos de pUCP24 antes
mencionados. Adicionalmente, se secuenciaron variantes con fenotipo silvestre, para
conocer la tasa de mutagénesis de cada una de las condiciones empleadas de PCR

mutagénica.

Tras analizar las secuencias obtenidas, se propuso una putativa superficie de interaccion.
Para probar dicha hipétesis, se disefiaron oligonucledtidos para realizar mutagénesis sitio
dirigida de los aminodcidos propuestos. Por ultimo, cada una de las mutantes disefiadas

fueron probadas fenotipicamente mediante un ensayo de infeccion del fago JBD18.
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En la figura 4 se muestra un esquema de la metodologia general empleada en la realizacion de este trabajo (Fig. 4), asi como la

metodologia particular del ensayo de colony blot (Fig. 5).
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Fig. 4. Metodologia general empleada durante la realizacion del presente trabajo. En la figura se representan los pasos seguidos durante la
obtencién de la biblioteca de mutantes al azar y su secuenciacion. La estrategia general consiste en 1) la clonacion de un producto de diversas
PCRs mutagénicas en el vector pUCP24, 2) su transformacidn en E. coli para la amplificacién de los plasmidos, seguido de 3) la transformacion en

P. aeruginosa y su 4) fenotipificacion, siendo el Ultimo paso 5) la secuenciacién de candidatas.
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Fig. 5. Protocolo empleado en el ensayo de Colony Blot. Este ensayo consiste en la resiembra de colonias candidatas en 2 cajas (replica y master),
para posteriormente transferir las colonias de una de ellas a una membrana de nylon. La membrana es tratada con soluciones para promover la
lisis celular y la desnaturalizacién del DNA, el cual hibrida con una sonda marcada con *?P. Las colonias que portan g2 son identificadas como

manchas negras mediante la exposicion de una placa autorradiografica a las membranas.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Cepas
Las cepas de P. aeruginosa PA14 y PA14 ACRISPR-Cas (loci CRISPRs y genes cas deletados)

provienen del laboratorio del Dr. George O’toole de Geisel School of Medicine, Dartmouth
College, E.U.A. Estas fueron proporcionadas por el Dr. Alan R. Davidson de la Universidad
de Toronto, Canad3, en el 2014. Adicionalmente se empled la cepa de E. coli DH5a para la

obtencién de la biblioteca de mutantes, tanto mutantes aleatorias como sitio dirigidas.

7.2 Bacteriofagos
El fago portador de g2, H70, pertenece a la coleccidn del laboratorio y proviene de una

cepa clinica de Pseudomonas aeruginosa (Cazares et al., 2014). Para la fenotipificaciéon de
la proteina G2 se empled el fago sensible al sistema CRISPR-cas JB18, el cual pertenece al
grupo B3virus y porta proto-espaciadores complementarios a espaciadores presentes en el
locus CRISPR de la cepa PA14 y no codifica ningln antiCRISPR, por lo cual no puede evadir

el sistema CRISPR-cas. Dicho bacteriéfago fue proporcionado por el Dr. Alan R. Davidson.

7.3 Plasmidos
El plasmido pUCP24 inicialmente fue proporcionado por la Dra. Herminia Loza Tavera de Ia

Facultad de Quimica de la UNAM. Posteriormente fue modificado por la M.C. Ana de la
Cruz Cruz (De la Cruz, C. A., 2016), para inhibir la produccidon de proteinas de fusidn

(inserto+lacZ alfa).

7.4 Oligonucleétidos
En la Tabla 1 se muestra el nombre de cada oligo empleado en el proyecto, y su respectiva

secuencia.
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Tabla 1. Oligonucleétidos empleados durante el proyecto.

Nombre Secuencia (5’ - 3’)
pJET1.2 forward CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC
pJET1.2 reverse AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG
MCS pUCP24 forward (M13 F (-20)) GTAAAACGACGGCCAGT
MCS pUCP24 reverse GTCATAGCTGTTTCCTG
G2 exp forward CGTTCACCAGCATCGTTACC
V45D forward ACCGCCGTGGWCGAGGAAATG
V40D reverse AGGAWCGCTAACACCGTATG
D29 forward CAGTTCGACGbTTCAGCATATGAAG
D29 reverse CTGTCCCGCTTCAACGTA
Y32 forward CGATTCAGCAgNnTGAAGAGGCATACGGTGTTAG
Y32 reverse TCGAACTGCTGTCCCGCT
E33 forward GATTCAGCATATGbAGAGGCATACG

Donde b=C,G,T;n=A,C,G, T;yw=A,T.

7.5 Propagacion de fagos por placa confluente
Se tomaron 70 pL de un stock de fagos de bajo/mediano titulo (10*-10% UFP/mL) y se

mezclaron con 150 plL de un cultivo overnight bacteriano. Posteriormente, se afiadieron
3.5 mL de medio T® semisdlido y se vertid la mezcla sobre una caja de T® para formar un
tapiz (x5). Las cajas se incubaron a 37°C toda la noche. Al dia siguiente se rasparon los

tapices con una espatula, y se colocaron en un tubo falcén.
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Se anadieron 5 ml de buffer TMG a cada una de las 5 cajas, se mantuvieron en agitacion a
4°C por 2 hs, y se decantaron en el tubo falcon que contenia los tapices. Se colocd en
agitacion el tubo a 4°C durante 2.5-4 horas. Pasado este tiempo, se centrifugd a 509 g por

10 min, se recuperd el sobrenadante y se almacené a 4°C.

7.6 Concentracion de fagos con Polietilenglicol.
A 25 mL de lisado fagico obtenido por propagacién por placa confluente se le agregd DNAsa

y RNAsa a una concentraciéon final de 1ug/ml y se incubdé a 37°C por 30 min.
Posteriormente, se adiciondé polietilenglicol 8000 (PEG-8000) y cloruro de sodio (NaCl) a
una concentracion final del 16% y 1M respectivamente. Se incubd en hielo durante toda la
noche y se centrifugd a 10,509 g por 30 min. Se decantd el sobrenadante y la pastilla de
fago se resuspendié en 1ml de buffer TMG. Se agregd un volumen de cloroformo, se agité
en vortex y se centrifugd a 8,944 g por 10 min para eliminar el PEG-8000. Se tom¢ la fase

acuosa y se almacené a 4°C.

7.7 Mutagénesis al Azar
Se optd por realizar la mutagénesis al azar empleado el método de promocidn de errores

durante la reaccion de PCR. Para esto nos basamos en el trabajo de Cadwell y

colaboradores (Cadwell et al, 1992).

Se emplearon 3 condiciones mutagénicas (A, B, y C) a lo largo del proyecto, las cuales varian

en la concentracion de MgCl,, MnCly, y/o en el nimero de ciclos de PCR (tabla 2).
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Tabla 2. Condiciones de PCR empleadas en la mutagénesis aleatoria.

Reactivo
dGTP
dATP
dCTP
dTTP
MgCl,
MnCl;

Taq polimerasa
KCl
Tris-HCI, PH 8.3
Oligo Forward/Reverse
DNA
Volumen final

Ciclos de PCR

Condicién A
0.2mM
0.2mM

ImM
ImM
5.5mM
0.5mM
5 unidades
500mM
100mM
30 pmoles
50 ng
10 uL
35

Condicién B
0.2mM
0.2mM

1ImM
ImM
6 mM
0.3 mM
5 unidades
500mM
100mM
30 pmoles
50 ng
10 uL
35

Condicién C
0.2mM
0.2mM

1ImM
1ImM
5.5mM
0.5mM
5 unidades
500mM
100mM
30 pmoles
50 ng
10 uL
25

Las condiciones de PCR empleadas fueron las siguientes, donde n es el nimero de ciclos

empleado en cada una de las condiciones de mutagénesis y que se muestra en la tabla

anterior:
Desnaturalizacion 98°C
Alineamiento 60°C
Extension 72°C
4°C oo

30s
30s
30s

n ciclos
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7.8 Purificacion de fragmentos amplificados por PCR
Para la purificacién de los amplicones de PCR previamente obtenidos, se empled el kit SAP-

exo de Jena Bioscience, el cual permite la remocion de oligonucledtidos y dNTPS no
incorporados. Se tomaron 5 pL de cada uno de los productos de PCR deseados
(previamente examinados en un gel de agarosa al 1% para corroborar la ausencia de
productos inespecificos) y se les afiadié 1 puL de SAP-exo. Dicha mezcla se incubd a 37°C
durante 5 minutos, y posteriormente se incubd a 80°C durante 10 minutos con el fin de
inactivar las enzimas presentes en la reaccion. Al terminar, el DNA estaba listo para usos

posteriores como secuenciacion o clonacion.

7.9 Restriccion
El producto de PCR de cada una de las condiciones de mutagénesis fue purificado mediante

el protocolo anterior, y dicho producto fue posteriormente restringido. Para ello, 1.5 pug de
vector (pUCP24) y 750 ng de inserto (g2-mutante) fueron doblemente restringidos con las
enzimas EcoRl y Hindlll de New England Biolabs. La reaccidn fue preparada de la siguiente

manera:

Tabla 3. Doble digestion de fragmentos para la clonacién.

Reactivo Cantidad Cantidad
NEBuffer 2.1 10x 2 uL 1puL
EcoRl 1.5 puL 1pul
Hindlll 1.5uL 1ul
DNA 1.5 pg vector 750 ng inserto
H,O para 20 pL para 10 plL
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Dicha reaccion se incubd a 37°C durante toda la noche, para promover una restriccion total;
cuidando que en el buffer empleado las enzimas no tuvieran actividad estrella.
Posteriormente, la reaccion se incubd a 80°C durante 20 minutos, para inactivar las enzimas

de restriccion, y proceder a la ligacidn de los fragmentos.

7.10 Ligacién
Se ligé el producto de doble digestidn del plasmido y el inserto en una relacién molar 1:3,

para lo cual se prepard la reaccion de la siguiente manera:

Tabla 4. Ligacion de variantes de g2 en pUCP24.

Reactivo Cantidad
Buffer Ligasa T4 10x 1uL
Vector (pUCP24) 300 ng
Inserto (g2-mutante) 45 ng
Ligasa T4 1pul
H,O para 10 plL

Posteriormente, se incubd a 16°C durante 16 horas.

7.11 Preparacion de células quimiocompetentes de E. coli.
Las células super competentes de DH5a se obtuvieron por el método de Green & Rogers

(2013). A partir de un cultivo liquido overnight de E. coli se realizé una dilucién 1:100 en
100 mL de medio SOC (véase anexo 1.2). Se incubd a 37°C hasta alcanzar una D.O.s00 de

0.5-0.6. Se incubd durante 5 minutos en hielo.
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Después, se centrifugd a 8,944 G durante 10 min, se decantd el sobrenadante y la pastilla
se resuspendié suavemente en 33 ml de solucién Tfb | (véase anexo 1.4). Se incubd 10 min
en hielo y se centrifugd a 2,236 G durante 10 min. Se decantd el sobrenadante y la pastilla
se resuspendié en 4 ml de solucidon Tfb Il (véase anexo 1.5). Se hicieron alicuotas de 200 pL
en microtubos EPPENDORF y se congelaron con hielo seco. Finalmente, las alicuotas se

guardaron a -70°C hasta su transformacion.

7.12 Transformacion quimica en E. coli.
Se descongeld en hielo una alicuota de 100 pL de células quimiocompetentes y se mezclé

con 5 plL de reaccién de ligaciéon o 20 ng de plasmido. Se incubé en hielo durante 30 min.
Después se dio un choque térmico de 2 minutos a 42°C. Inmediatamente se incubd en hielo
durante 2 minutos y se agregd 1 mL de medio LB precalentado a 37°C. Las células se dejaron
recuperando en agitacion durante 1 h a 37°C. Se centrifugd a 2,236 G durante 5 min, por
ultimo, se plaqued la reaccion en cajas de LB con el antibiético de seleccidn, realizando las

diluciones correspondientes en LB.

7.13 PCR de colonia
Se realizaron PCR de colonia tanto de E. coli, como de P. aeruginosa. Las PCR se ajustaron

a una mezcla de reaccion con volumen final de 10 pL que incluyd lo siguiente:

Tabla 5. PCR de colonias candidatas.

Reactivo Cantidad
Buffer 10x 1uL
dNTPs 0.2 pL
Taq polimerasa 0.1puL
Oligo pUCP2410 F/R 10 uM 0.25 pL
DNA 20 ng
H,O para 10 uL
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En este caso, el DNA molde provino de una suspension que contenia una colonia bacteriana
aislada, la cual fue resuspendida en 20 pL de agua inyectable estéril y calentada a 95°C

durante 5 minutos.

7.14 Geles de agarosa y electroforesis.
Para la visualizacion de los productos de PCR, se realizaron geles de agarosa al 1%. Para ello

se peso 1 g de agarosa de BioRad, y se le agregaron 100 mL de buffer SB 1X (véase anexo
1.6). La mezcla se calentd en un horno de microondas por 4 minutos, para su
homogenizacion. Se dejé enfriar un poco y se vertié en una base de electroforesis sellada
en ambos costados con cinta adhesiva, colocando un peine de tamafno de pozos mediano.
Una vez solidificado, se retird la cinta adhesiva, se colocé en una cdmara de electroforesis.
Se llend la cdmara con buffer SB 1X hasta cubrir el gel y se retird el peine. Se cargaron las

muestras y se corrid el gel a 200 V durante 35 minutos.

7.15 Extraccion de plasmido.
Se empled el kit de extraccion Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System de

Promega. Se centrifugaron de 5 a 10 mL de un cultivo O.N. a 8,944 G durante 5 min y se
descartd el sobrenadante. La pastilla se resuspendié en 250 uL de Cell Resuspension
Solution. Después se le agregaron 250 plL de Cell Lysis Solution y se mezclé por inversion.
Se le adicionaron 10 uL de Alkaline Protease Solution, se mezclé por inversion y se dejé
incubando a temperatura ambiente durante 5 minutos. Después se le anadieron 350 pL de
Neutralization Solution y se mezclé por inversion. Se centrifugd a 16,000 G durante 10
minutos, y se recuperod el sobrenadante, transfiriéndolo a una columna adaptada a un tubo

colector. Se centrifugd a 16,000 G durante 1 min y se descarto el filtrado.

Se realizé un primer lavado con 750 pL de Wash Solution centrifugando a 16,000 G durante
1 min y después un segundo lavado con 250 uL de Wash Solution centrifugando a 16,000
G durante 2 min. Después, se transfirié la columna a un tubo EPPENDORF de 1.5 mL y se
adicionaron 100 pL de agua libre de nucleasas. Se centrifugd a 16,000 G durante 1 miny el

filtrado se guardd a -20°C.
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7.16 Preparacion de células electrocompetentes de P. aeruginosa.
Para obtener células electrocompetentes de PA14 se siguidé el método de Choi et al. (2006).

Se inocularon 6 mL de medio LB con una asada de PA14 proveniente de un glicerol, y se
incubé toda la noche a 37°C. Se centrifugd a 8,944 G durante 1 min y se decantd el
sobrenadante. Se realizaron tres lavados de la pastilla, cada uno con 1 mL de sacarosa 300
mM y se centrifugd a 8,944 G durante 8 min. Por ultimo, se resuspendié en 100 uL de

sacarosa 300 mM. La alicuota se guardd a -70°C, hasta su electroporacion.

7.17 Electroporacion en P. aeruginosa.
Se dejo descongelar en hielo 100 uL de células electrocompetentes y se mezclaron con 100

ng de plasmido. Se transfirieron a una celda de 1 mm de Bio-rad y se dejaron incubando en
hielo durante 30 min. Se dio un pulso a 2.2kV, 25uF y 200Q) (electroporador Gene PulserTM
de Biorad). Posteriormente se dejaron recuperar las células en 1 mL de medio LB
precalentado a 37°C con agitacién durante 1 hora. Por ultimo, se plaqued la reaccion en
cajas de LB con el antibidtico correspondiente, y se dejé incubar a 37°C durante toda la

noche.

7.18 Preparacion de células quimiocompetentes de P. aeruginosa.
Se empled el método de Chuanchuen et al (2002). Este consistid en incubar 4 mL de cultivo

liqguido de la cepa PA14 en LB toda la noche a 37°C. Se dividid el cultivo en alicuotas de 1
mL en microtubos previamente enfriados a 4°C, y se centrifugd a 13,000 G durante 30
segundos a temperatura ambiente. La pastilla fue resuspendida en 1 mL de MgCl; 0.1 M
frio. Posteriormente, se volvid a centrifugar a 13,000 G por 30 segundos a temperatura
ambiente. Se resuspendio la pastilla con 1ImL de la solucion TG salts fria (véase anexo 1.7),
y se mantuvo en hielo por 10 minutos. En seguida se centrifugé a 13,000 G por 30 segundos
a temperatura ambiente, y la pastilla se resuspendid en 200 pL de la solucién TG salts fria.

La alicuota se mantuvo en hielo para su posterior transformacién.
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7.19 Transformacidén quimica en P. aeruginosa.
100 uL de las células quimiocompetentes obtenidas por la metodologia anterior se

mezclaron con 100-1000 ng de plasmido. Se mantuvieron en hielo por al menos 15 minutos,
posteriormente, se incubaron a 37°C por 2 minutos y se les afiadié 500 uL de medio LB. Se
dejaron recuperar las células a 37°C con agitacion, durante 1 hora. Por ultimo, se plaqued

la reaccidon en medio LB solido con el antibidtico correspondiente.

7.20 Colony Blot en P. aeruginosa.
Posterior a la transformacién de P. aeruginosa con el vector de interés, se resembraron 97

candidatas por duplicado en una caja maestra y una caja replica, adicionalmente se
sembraron 2 controles positivos y uno negativo (células con el vector y el inserto, y el vector

vacio, respectivamente), los cuales permitieron la identificacidon de las candidatas positivas.

Ambas cajas se incubaron toda la noche a 37°C. A continuacion, se transfirieron las colonias
de la caja replica a una membrana de nylon de 8 cm de diametro, colocandola sobre las

colonias durante 2 minutos.

Transcurrido este tiempo, se colocd la membrana con las colonias hacia arriba, sobre un
papel filtro humedecido con la solucién | (véase anexo 1.8) por 10 minutos. Después, se
colocé la membrana sobre papel filtro impregnado con la solucién Il (véase anexo 1.9) por
2 minutos, y finalmente se coloco sobre papel filtro con la solucién Ill (véase anexo 1.10)
por 5 minutos. Posteriormente, la membrana se expuso a luz U.V. durante 5 minutos en el

crosslinker para fijar el DNA a la membrana.

Una vez fijo el DNA, se introdujo la membrana en un tubo de hibridacién y se adicion¢ la
solucion de pre-hibridacién (véase anexo 1.11). Se incubd a 42°C durante 2 horas en el
horno de hibridacién. Durante este tiempo se marcé el oligonucledtido deseado con

radioactividad. Para esto, se realizd la siguiente reaccion:
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Tabla 6. Marcaje de oligos con 32P.

Reactivo Cantidad
Oligo G2 exp F 4pmol/uL 1uL
Buffer PNK 10x 2 uL
PNK 1L
32p*ATP 0.5 ulL
H,O para 20 uL

Esta reaccion se incubd a 37°C durante 1 hora, y posteriormente se centrifugd a 16,000 G

por 20 minutos. Se decantd el sobrenadante y se resuspendié en 100 pL de agua.

Una vez pasado el tiempo de pre-hibridacion de la membrana, se adicioné la sonda
marcada radioactivamente, y se dejo hibridar a 50°C durante toda la noche en el horno de

hibridacion.

Al dia siguiente, se realizaron lavados a la membrana. Para ello se afiadié la solucién de
lavado | (véase anexo 1.12) y se incubd a temperatura ambiente por 3 minutos. Los
siguiente dos lavados se realizaron con la solucién de lavado Il (véase anexo 1.13) durante
5 minutos cada uno. Posteriormente, se incubd la membrana con la solucién de lavado I
(véase anexo 1.14) durante 30 minutos. Finalmente, se realizdé un ultimo lavado con la
solucion de lavado IV (véase anexo 1.15) durante 15 minutos. Se dejé secar la membranay
se introdujo en un casete para uso de membranas con radioactividad, en el cual se colocd
una placa auto radiografica en condiciones de oscuridad sobre la membrana. Se dejo
exponer la placa (el tiempo varié segun la actividad de la marca radiactiva), y finalmente se

revelo.
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7.21 Ensayo de funcionalidad de G2
Se inocularon 3 mL de medio LB liquido con cada una de las colonias positivas en el colony

blot (es decir, colonias que portan g2, incluyendo un control positivo de g2 wt), y se
incubaron en agitacion continua por toda la noche a 37 °C. A partir del cultivo O.N. se
tomaron 100 plL y se afiadieron 1.5 mL de medio semisdélido T®, se vertié la mezcla sobre
una caja Petri pequefia con medio TO sélido y gentamicina a una concentracién de 50

ug/mL. Se dejé solidificar a temperatura ambiente.

Se realizaron 4 diluciones seriadas del fago sensible al sistema CRISPR-cas (JBD18) para
formar las diluciones 102, 10, 10®y 108, Se tomaron 5 pL de cada dilucién y se gotearon
sobre el tapiz bacteriano. Se dejaron secar las gotas a temperatura ambiente y cada caja
fue incubada a 37 °C toda la noche. Los titulos finales de los lisados se determinaron

aplicando la siguiente formula matematica (Douglas, 1975):

UFP No.de placas L L
= ( )x(lnverso de la ultima dilucién con placas)

Vol. goteado en ml
Donde:
UFP= unidades formadoras de placas

La eficiencia de inhibicidn del sistema CRISPR-cas de cada variante se calculé tomando en
cuenta el titulo fagico obtenido en la cepa portando un g2 silvestre, aplicando la siguiente

formula:

titulo fagico en cepa con variante de g2 i

eficiencia de inhibicién de variante i = - —
titulo fagico con g2 wt
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7.22 Secuenciacion de variantes de G2
Para la secuenciacion de las variantes de g2 se empled el kit BigDye™ Terminator v1.1 Cycle

Sequencing Kit de ThemoFisher Scientific. Se siguio el protocolo proporcionado por el Biol.

Miguel Angel Moreno Galeana, preparando la reaccién de la siguiente manera:

Tabla 7. Reacciones de Secuenciacidon de candidatas.

Reactivo Cantidad
Buffer de Secuenciacion 5x 2 uL
Producto de PCR purificado 5puL
Oligo MCS pUCP24 forward 10 uM 0.5 uL
Mix de secuenciaciéon 0.4 uL
Betaina 5M 2 uL
H.O para 10 plL

Las condiciones de PCR empleadas fueron las siguientes:

Desnaturalizacion 98°C 30s
Alineamiento 55°C 30s 27 ciclos
Extensidn 60°C 30s

4°C 0o

7.23 Mutagénesis sitio dirigida
Los oligonucledtidos empleados para la mutagénesis sitio dirigida fueron disefiados con

ayuda de la herramienta NEBaseChanger (disponible en: NEBaseChanger.neb.com). La
mutagénesis sitio dirigida fue realizada empleando el kit Q5® Site-Directed Mutagenesis Kit

de New England Biolabs.
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Esta constd de tres pasos, en el primero se realizé una amplificacién exponencial del vector

con la mutacidn deseada por PCR, para ello se realizé la siguiente reaccién:

Tabla 8. Mutagénesis Sitio-Dirigida: PCR.

Reactivo Cantidad
Q5 Hot Start High-Fidelity 2X Master Mix 6.25 L
Oligo F 10 uMm 0.65 L
Oligo R 10 uMm 0.65 pL
DNA (pUCP24-g2 WT) 12.5ng
H20 para 12.5 pL

Las condiciones de PCR fueron las siguientes:

Desnaturalizacion inicial 98°C 30s

Desnaturalizacion 98°C 10s

Alineamiento 50-72°C 10-30 s 25 ciclos
Extension 72°C 20-30 s/kb

Extension final 72°C 2 min

4°C oo

Posteriormente, el producto de PCR se tratd con la ligasa ligasa y la enzima Dpnl, con el fin

de eliminar el DNA molde metilado. La reaccion se preparé de la siguiente forma:
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Tabla 9. Mutagénesis Sitio-Dirigida: Reaccion KLD.

Reactivo Cantidad
Producto de PCR 0.5 uL
Buffer de reaccidén KLD 2x 2.5 uL
Mix de enzimas KLD 10x 0.5 uL
H,0 1.5 pL

La reaccion se incubd a temperatura ambiente por 5 minutos y se prosiguié a la
transformacién por choque térmico del total de la reaccién en células quimiocompetentes
de DH5a. Se extrajo plasmido de las candidatas de E. coli y posteriormente se introdujeron
las variantes de G2 en P. aeruginosa mediante transformacion quimica en células

guimiocompetentes de Pal4.

8. RESULTADOS

8.1 Busqueda de aminodcidos conservados mediante analisis de alineamiento muiltiple
de secuencias aminoacidicas.
El primer objetivo del presente proyecto fue la busqueda de aminodacidos conservados en

las distintas familias de proteinas antiCRISPR mediante un analisis de alineamiento multiple
de secuencias. Las secuencias de las primeras 5 familias de antiCRISPR (AcrF1-5) fueron
tomadas de los datos suplementarios de Bondy-Denomy et al., 2013, y las secuencias de
las familias AcrF6-10 fueron obtenidas de los datos suplementarios de Pawluk et al., 2016.
La familia reportada como AcrF7 es la correspondiente a los homdlogos de G2, de dicha
familia se tomd la secuencia reportada por nuestro grupo de investigacién para g2 del fago
H70, ya que la secuencia reportada por Pawluk y colaboradores presenta inconsistencias

entre la secuencia que reportan y la publicada bajo ese mismo nimero de acceso.
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El alineamiento fue realizado empleando la herramienta Praline (disponible en
http://www.ibi.vu.nl/programs/pralinewww/), mediante el cual se realizo el alineamiento
multiple de secuencias empleando PSI-BLAST con 3 iteraciones, bajo una matriz

BLOSUM®G2.

En la figura 6, se muestra el alineamiento multiple de las 10 familias de antiCRISPR que

inhiben el sistema CRISPR-cas I-F, siendo G2 la secuencia query:

Unconserved -5 6 -Cunserved

G2_AcrF7 - - - ——-—-—-=-=-= —————— === ———mm———— = ———————— M
AcrF65 @ --——-=-=----= ———————— = —— = ——— == M
ACrF9  ———————— = —— e —— - mm—m—————= —————— == M
AcrFl @ ---—-—-——-——--M- EKFIEKEYLSTAH --LNYMNIA- - —\——-—-—-
AcrF2  ----—--MIA- POHEDTVAAC EAAEATATIA- - -—---
AcrfF3
AcrFé
AcrF4
AcrF10
AcrrF8

Consistency

G2_AcrF7 I— -
AcrF5

AcrF9 ——--—-—-—-—---@O" NINSEREGTO IEATSES--- --DAEKRT--- - - —-—--—-—=——-
AcrFl - ——-——--— NGKESVGARD FDSTEQOLESW FYGLPGSEB-- - - - - ——————
AcrF? DDNESWEIOSG TTQYAMDADD ADSIKGYADW LDDEARSHE-- --------
AcrF3
AcrFé WD----AATD ALESENDLEQ LTE-DDFVAH LEVLEERGEEW - - - - - -
AcrF4 [EN----BGYF- GLRERGATHPTE KEAMAAALGE LWEKC---——-—-—= e
AcrF10 NNEDSEGDFEK SVE-YTDSNI RYNMVDELCE VFDLTDE--- ---==----
AcrF8 [IHN--BERDFN LVN------- AQNGKISRAENRHGNE----- —=-—=—=======
Consistency
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AcrF5
AcrF9
AcrF1  -BGRIENAMN EI-------- ---SRRENP- ---------- ————-
AcrF2Z --SEIE-RLL E--------- ---SVEEE-- - --------—- -—-———-—
AcrF3
AcrFé
AcrF4 ---RODEVAT ARNDATI---- --EAEEKYRAK A-------—-- ————-—
AcrF10 PAIDEVEFAE--BT---- --EAVEEMLEMA----—-—-—-—= ————-
AcrF8 -BSKECENY--FRGR--Bi---- --NPTEFEFIEN-------—--=- ———-—-
Consistency|[@iill4 445

Fig. 6. Alineamiento Multiple de Secuencias aminoacidicas de familias de antiCRISPR. Las
secuencias del alineamiento representan cada una de las 10 familias de antiCRISPR reportadas que
inhiben el sistema I-F de P. aeruginosa, siendo el query g2 (familia AcrF7). El cédigo de colores se
muestra en el extremo superior izquierdo. Las lineas punteadas representan gaps introducidos en

el alineamiento. Los nimeros superiores denotan la longitud del alineamiento.

Los colores en el alineamiento representan el grado de conservacién de cada residuo,
siendo los rojos los mds conservados, y los azules los menos conservados. Como se puede
observar en la figura 6, no existe ningun residuo que se encuentre conservado entre las

diferentes familias, por lo cual no es posible asignar posibles sitios de interaccidn.

8.2 Obtencion de biblioteca de mutantes
Debido a que no se observaron residuos conservados en los alineamientos de las diferentes

familias antiCRISPR, se optd por realizar una mutagénesis al azar. Esta se llevé a cabo por
la técnica de promocidn de errores durante la PCR (Error-Prone PCR) propuesta por Cadwell

y colaboradores en 1992 (Cadwell et al, 1992).

Se emplearon 3 condiciones de PCR mutagénica (véase Métodos 7.7), las cuales se
corrieron en un gel de agarosa al 1% (figura 7), para corroborar la amplificacién del
fragmento (debido a que se ha reportado la precipitacion de polimerasas en presencia de
MnCl;), asi como comprobar la ausencia de productos inespecificos. Posteriormente, se
purificaron estos productos de PCR y fueron restringidos con las enzimas EcoRl y Hindlll. Se
desactivaron las enzimas de restriccion calentando la reaccidn, y después fueron ligadas

independientemente con el vector pUCP24L3.
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Fig. 7. Productos de PCR mutagénica. En la imagen se muestra un gel de agarosa al 1% con los
amplicones obtenidos (350 pb) en las distintas condiciones de mutagénesis por PCR, siendo Stdr PCR
el control de condiciones de PCR estandar.

Fig. 8. Candidatas de E. coli con g2 proveniente de las diferentes condiciones de mutagénesis. En
la seccién A se muestran candidatas obtenidas a partir de la condicién A (tabla 2) de mutagénesis,
en la B las obtenidas de la condicién B (tabla 2), y en la seccién C las obtenidas por la condicién C

(tabla 2).

Después de diversos ensayos de estandarizacién y optimizacién del proceso de
identificacion de candidatas que portan g2, se optd por realizar cultivos mixtos a partir de
10 colonias distintas (para cada condicién de mutagénesis), para su posterior extraccion

plasmidica.

45



Una vez extraidos los pools de plasmidos, éstos fueron probados por PCR para determinar
si alguno de los plasmidos que conformaban el pool contenia nuestro inserto de interés.
Las PCR fueron llevadas a cabo con los oligos flanqueantes del sitio multiple de clonacién
(MCS pUCP24 F/R), esperando una banda de 350 pb en los vectores con inserto, y de 220
en los vectores vacios (Fig. 9). Esto se realizd debido a la baja eficiencia que se observé
durante la clonacién del gen de interés, analizando de esta manera, 10 candidatas en una
sola PCR. En la figura 9, se muestra un gel representativo de todos los que se llevaron a
cabo.
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Fig. 9. PCR del sitio multiple de clonacidn de los distintos pools de plasmido. En la figura se
muestra un gel de agarosa al 1% de las PCR de 10 pools distintos de las candidatas obtenidas
mediante la condicidn de mutagénesis C (representando en total 100 candidatas). En los primeros
5 carriles existe una mezcla de vector vacio y con inserto (dobles bandas), y en los ultimos 5 solo

existen vectores vacios.

Los pools que no contuvieron clonas de vector con inserto (solo una banda que migra a 220
pb) fueron desechados; aquellos que portaron una mezcla de vectores vacios y con inserto

fueron posteriormente transformados en Pseudomonas aeruginosa.
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A partir de las candidatas obtenidas en la cepa PA14, se tomaron sets de 100 colonias, las
cuales fueron resembradas en forma de lineas diagonales (como se muestra en la figura
10) con el fin de evitar falsos positivos (puntos que aparecen espontdneamente en el
revelado de las membranas), para posteriormente identificar las candidatas que portaban

pldsmido con inserto mediante la técnica de Colony Blot (véase Métodos 7.20).

; A. v L " \ . : '.‘ J Py N \“ ">- -2‘ e &
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Fig. 10. Candidatas de P. aeruginosa. En la imagen se muestran cajas con 100 colonias distintas
cada una, resembradas a partir de la transformacién de PA14 con los pools de plasmido probados

por PCR.

Se analizaron en total 7 membranas por colony blot, es decir, 700 colonias candidatas de
P. aeruginosa. Para ello, se empled el oligonucleétido G2 exp forward marcado
radioactivamente con 3P, el cual estd dirigido contra el extremo 5’ del gen g2, por lo cual,
una sefal positiva de radiactividad denota la presencia del gen de interés en la colonia

analizada.

En cada una de las membranas se incluyé un control positivo (una colonia que porta g2),

denotado como flechas blancas en la figura 11.
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Fig. 11. Membranas analizadas por Colony Blot. Cada circulo representa una membrana distinta,
donde las manchas oscuras denotan las candidatas con las cuales hibrido el oligo contra g2. Las
flechas blancas sefialan los controles positivos. En la seccion H se muestra la plantilla empleada
para resembrar las colonias, y en las secciones F y G se puede observar cdmo se empleé dicha

plantilla para identificar las candidatas positivas.

Una vez identificadas las candidatas positivas para g2, se realizaron PCRs de cada una de
ellas (empleando los oligos del MCS), con el fin de descartar falsos positivos, y evidenciar si
alguna de estas candidatas contuviese mas de un inserto (concatameros) clonado en el

pladsmido.

En total se analizaron (mediante pools en E. coli y colony blot en P. aeruginosa) 1000
candidatas, de las cuales sdlo se encontraron 44 con un inserto Unico. De estos 44
candidatos se realizaron ensayos de tipificacion, los cuales consisten en la elaboracion de
tapices bacterianos de las distintas candidatas y el goteo del fago sensible al sistema

CRISPR-cas JBD18. Dicho ensayo tiene el siguiente racional:

-El bacteriéfago JBD18 es un fago que no porta genes antiCRISPR, y que es blanco del
sistema CRISPR-cas, es decir, PA14 porta espaciadores contra su genoma. Por lo tanto, este
fago no puede infectar a la cepa, a menos que esta Ultima posea un antiCRISPR, en este

caso codificado en el plasmido pUCP24.
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-Cuando la cepa PA14 estd transformada con un plasmido que porta un antiCRISPR
silvestre, éste estard inhibiendo la defensa bacteriana, y por lo tanto el fago JBD18 podra

infectarla, lo cual se ve reflejado como placas en el tapiz bacteriano (figura 12A).

-Cuando la cepa PA14 porta un antiCRISPR no funcional, o con una funcién disminuida, éste
no podra inhibir, o no por completo, el sistema CRISPR-cas, por lo cual JBD18 no podrd
infectar, o no eficientemente. En un tapiz esto se ve reflejado como ausencia de placas o

un menor titulo fagico (figura 12B).

PA14-pUCP24L3-G2 PA14-pUCP24L3-G2
LS
S a%z%
“o 2
[
pUCP24L3-G2 G2 funcional Vlrlones F S F-S PR
wT
PA14-pUCP24L3-G2mut PA14-pUCP24L3-G2mut

'KC‘.%% 2

pUCP24L3 G2 G2 no funcional
mut

F-S F-R F-S F-R

Fig. 12. Ensayo de fenotipificacion del antiCRISPR G2. En la seccion A se muestra la inhibicidn del
sistema CRISPR-cas por un antiCRISPR funcional, permitiendo la infeccidn por un fago sensible (F-
S), y su consecuente formacidn de placas en un tapiz. En la seccién B se muestra que un antiCRISPR
no funcional no puede inhibir el sistema de defensa, por lo cual sistema CRISPR-cas inhibe la

infeccidn por el fago sensible, resultando en la ausencia de placas.

En la figura 13, se muestran algunos de los perfiles de infeccion observados en los ensayos

de fenotipificacion:
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PA14 WT PA14 ACRISPR-cas PA14+G2 WT

Mut-Al Mut-A3 Mut-A7

Fig. 13. Ensayo de fenotipificacion. En las imdgenes se muestran los distintos fenotipos obtenidos
en las candidatas. En la parte superior se muestran las cepas control (PA14 WT, PA14 ACRISPR-cas
y PA14+G2 WT). En la parte inferior se muestran 3 de los ensayos de fenotipificacion realizados,
donde cada una muestra un fenotipo distinto: Mut-A1 muestra un fenotipo silvestre, Mut-A3

mutante parcial y Mut-A7 mutante total.

En la figura 13, en la cepa PA14 silvestre se pueden observar algunas placas en la dilucion
1072, lo cual nos indica que el fago JBD18 tiene una tasa basal de evasién del sistema CRISPR-
cas, el cual ha sido reportado anteriormente (Bondy-Denomy et al., 2013), adicionalmente,
para comprobar que este fuera nuestro caso, se picaron dichas placas con un palillo y se
pasaron sobre un tapiz de PA14 silvestre y uno de la cepa ACRISPR-cas, observandose
amplificacién del fago en ambas con la misma eficiencia, lo que nos indicé que
efectivamente este fago ya no era blanco del sistema de defensa de la cepa, por lo cual
debe contener mutaciones en su protoespaciador, que le permiten ya no ser reconocido

por la bacteria.
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Enla cepa PA14 ACRISPR-cas, se observo que el fago es capaz de infectar con gran eficiencia
a la cepa que no tiene sistema de defensa, observdndose casi la misma eficiencia cuando

la cepa contenia un antiCRISPR silvestre (PA14+G2 WT) (Fig. 13).

En el caso de las candidatas a mutante, en la imagen superior se muestran 3 de los perfiles
observados, donde en el primer caso (Mut-Al), se presentd un perfil de infeccién similar al
de la cepa con el antiCRISPR silvestre, por lo cual, la version de G2 que porta la cepa es tan

funcional como el silvestre.

En la candidata Mut-A3 se observé una eficiencia aproximadamente 100 veces menor que
la de G2 silvestre, a lo cual se le denominé fenotipo de mutante parcial, es decir, que pierde
parcialmente la funcién. En el dltimo caso, Mut-A7, se observd la pérdida total de la
funcioén, cuyo perfil de infeccion es andlogo al de la cepa PA14 WT. A este fenotipo se le

denomind mutante total.

En la figura 14, se muestra una grafica con todos los perfiles de infeccion de las distintas

candidatas:
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Fig. 14. Perfiles de infeccion de las candidatas analizadas. En la grafica se muestran los perfiles de infeccién obtenidos para cada una de las 44
candidatas analizadas a través de ensayos de fenotipificacion. En la abscisa se muestran los nombres de las candidatas analizadas, asi como de las

cepas controles (extremo derecho del eje). En la ordenada se muestra el logaritmo del titulo del fago JBD18 sobre cada una de las candidatas.
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En la figura 14 se puede apreciar que practicamente todas las candidatas presentaron un
fenotipo silvestre, es decir, un fenotipo similar al del control de la cepa PA14_G2-wt. Las
candidatas Mut-A10 y Mut-A3 presentaron un fenotipo mutante parcial, observdandose una
reduccion en el titulo del fago sensible de aproximadamente 2 logaritmos. Por otro lado,
Mut-A7 y Mut-C12 presentaron un fenotipo mutante total, equiparable al de la cepa PA14-
WT, lo que implica que las variantes de G2 que portan estas mutantes, ya no son

funcionales.

A continuacién, se muestra una recopilacién de la biblioteca de mutantes, separadas por la
condicién de mutagénesis por la que se obtuvieron, donde en la primera columna se
muestra el nUmero de candidata, seguido del nombre, y con el simbolo de “correcto” se
especifican los pasos por los cuales ha pasado cada candidata, es decir, si se encuentra
clonada en E. coli, si se encuentra en P. aeruginosa, si se conoce su fenotipo y/o secuencia,

y en la ultima columna se especifica la descripcion del fenotipo.

Tabla 10. Recopilacion de mutantes obtenidas por la condicién A.

Candidata E.coli P.aeruginosa Fenotipo Secuencia Descripcién
1 Mut-Al v v v v Fenotipo wt
2 Mut-A2 v v v v Fenotipo wt
3 Mut-A3 v v v v Fenotipo mutante
4  Mut-Ad v v v v Fenotipo wt
5 Mut-A5 v v v v Fenotipo wt
6  Mut-A6 v v v v Fenotipo wt
7  Mut-A7 v v v v Fenotipo mutante
8  Mut-A8 v v v v Secuencia silvestre
9 Mut-A9 v v v v Fenotipo wt
10 Mut-A10 v v v v Fenotipo mutante
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Tabla 11. Recopilacion de mutantes obtenidas por la condicion B.

Candidata E. coli P. aeruginosa Fenotipo Secuencia Descripcidn
11 Mut-B1 v v v - Fenotipo wt
12 Mut-B2 v v v - Fenotipo wt
13 Mut-B3 v v v v Secuencia silvestre
14 Mut-B4 v v v v Secuencia silvestre
15 Mut-B5 v v v - Fenotipo wt
16 Mut-B6 v v v - Fenotipo wt
17 Mut-B7 v v v - Fenotipo wt
18 Mut-B8 v v v - Fenotipo wt
19 Mut-B9 v v v - Fenotipo wt
20 Mut-B10 v v v - Fenotipo wt
21 Mut-B11 v v v - Fenotipo wt
22 Mut-B12 v v v v Fenotipo wt

Tabla 12. Recopilacion de mutantes obtenidas por la condicién C.

Candidata E. coli P. aeruginosa Fenotipo Secuencia Descripcién
23  Mut-C1 v v v - Fenotipo wt
24  Mut-C2 v v v - Fenotipo wt
25 Mut-C3 v v v - Fenotipo wt
26  Mut-C4 v v v - Fenotipo wt
27  Mut-C5 v v v - Fenotipo wt
28 Mut-C6 v v v - Fenotipo wt
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29 Mut-C7 v v v v Fenotipo wt
30 Mut-C8 v v v - Fenotipo wt
31 Mut-C9 v v v - Fenotipo wt
32 Mut-C10 v v v - Fenotipo wt
34 Mut-C12 v v v v Fenotipo mutante
35 Mut-C13 v v v - Fenotipo wt
36 Mut-C14 v v v - Fenotipo wt
37 Mut-C15 v v v - Fenotipo wt
38 Mut-C16 v v v - Fenotipo wt
39 Mut-C17 v v v - Fenotipo wt
40 Mut-C18 v v v - Fenotipo wt
41 Mut-C19 v v v - Fenotipo wt
42 Mut-C20 v v v - Fenotipo wt
43  Mut-C21 v v v - Fenotipo wt
44 Mut-C22 v v v - Fenotipo wt

8.3 Secuenciacion de candidatas
Una vez obtenida la biblioteca de candidatas, se prosiguid a realizar la secuenciacion de 15

de ellas, para ello se empled el kit BigDye™ Terminator v1.1 de ThemoFisher Scientific. La
secuenciacion de las candidatas se realizé a partir del producto de PCR de colonia de cada
una de las versiones de g2 en Pseudomonas aeruginosa, teniendo un control estricto de
gue cada PCR se realizara de la misma colonia de la que se realizé cada tapiz para probar el

fenotipo antiCRISPR.
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Para ello, cada colonia fue disuelta en 20 pL de agua estéril y de dicha solucion se tomd una
alicuota para inocular medio liquido LB, y el resto se calentd a 95°C durante 5 minutos para
lisar las células, y se procedié a realizar la PCR del DNA de la solucidn. La fenotipificacidon

de cada colonia se realizd a partir de los cultivos obtenidos.

Los productos de PCR obtenidos se corrieron en geles de agarosa al 1% con el fin de
determinar que no existiera ningun producto inespecifico (Fig. 15). Una vez confirmado
esto, se purificaron los amplicones con el kit SAP-Exo y se prosiguié a realizar la reaccion
de secuenciacién. Los electroferogramas obtenidos para cada una de las candidatas se

pueden consultar en los anexos.
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Fig. 15. PCR de candidatas secuenciadas. El gel muestra los amplicones obtenidos a partir de una
PCR de colonia de las candidatas a secuenciar (P. aeruginosa). Cada carril representa cada una de

las candidatas secuenciadas (nombres mostrados en la parte superior).

Las secuencias fueron analizadas y exportadas en formato fasta mediante el software
Ridom TraceEdit. Posteriormente se analizaron los cambios a nivel de nucleétidos y
aminodcidos mediante el software SeaView, empleando el alineador ClustalW integrado
en el programa. Todas las secuencias fueron alineadas tomando como base la secuencia
silvestre de g2. Posteriormente, el alineamiento nucleotidico fue visualizado en el software
JalView. Las secuencias nucleotidicas obtenidas para las 15 candidatas se muestran a
continuacion, donde en azul se muestran los nucledtidos idénticos a la secuencia query (g2

wt), y en blanco todos los cambios:
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G2/1-204
Mur-A1/1-204
Mur-A2/1-204
Mur-A3/1-204
Mur-A4/1-204
Mur-A5/1-204
Mur-A6/1-204
Mur-A7/1-204
Mur-A8/1-204
Mur-A9/1-204
Mur-A10/1-204
Mur-B3/1-204
Mur-B4/1-204
Mur-B12/1-204
Mur-C7/1-204
Mur-C12/1-203

G2/1-204 144
Mur-A1/1-204 144
Mur-A2/1-204 144
Mur-A3/1-204 144
Mur-A4/1-204 144
Mur-A5/1-204 144
Mur-A6/1-204 144
Mur-A7/1-204 144
Mur-A8/1-204 144
Mur-A9/1-204 144
Mur-A10/1-204 144
Mur-B3/1-204 144
Mur-B4/1-204 144
Mur-B12/1-204 144
Mur-C7/1-204 144
Mur-C12/1-203 143

Fig. 16. Alineamiento nucleotidico de las variantes de g2 secuenciadas. En la imagen se muestra un alineamiento de las secuencias obtenidas
para cada una de las candidatas, siendo el query g2. Cada cuadro en blanco representa un cambio en la secuencia analizada, respecto a la secuencia

silvestre de g2.
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Como se muestra en la figura 16, la mayoria de las secuencias poseen mas de una mutacién
por molécula, sin embargo, algunas de estas dan lugar a cambios sinédnimos, es decir, que
ambos codones codifican el mismo aminoacido. Por lo tanto, para analizar los cambios no
sindnimos en cada una de las secuencias, se realizé un alineamiento a nivel de aminoacidos.
Para ello se empled el alineamiento nucleotidico realizado con ClustalW, y se tradujeron in

silico las secuencias, obteniéndose lo siguiente:

H70-G2 EfY BE YEE D
Mut-A1 efy B VEE a
Mut-A2 ey B VEE D
® Mut-A3 ERY E YEE. ﬂ
Mut-Ad ey §= VEE a
Mut-A5 ERY NE YEE E
Mut-A6 ERY NE VEE D
® Mut-A7 ERY E YEE E
Mut-A8 ERY BE YEE E
Mut-A9 ERY E YEE ﬂ
® Mut-A10 ey Be VEE n
Mut-B3 ERY NE YEE D
Mut-B4 ERY NE YEE a
Mut-B12 ERY NE YEE. E
Mut-C7 Y e YEE D
® Mut-C12 ERY §E YEE

Fig. 17. Alineamiento aminoacidico de las candidatas secuenciadas. La imagen representa un
alineamiento aminoacidico de las variantes de g2. El circulo azul muestra las candidatas con un
fenotipo mutante parcial; el circulo rojo muestra las variantes con fenotipo mutante total. Los
colores en el alineamiento representan un aminoacido distinto. La presencia de asteriscos denota

la formacién de un coddn de paro en esa posicion.

Cada color en el alineamiento de la figura 17 representa un aminoacido distinto, por lo que

colores distintos a los de la secuencia query, denotan un cambio de aminoacido.

Con un circulo azul, se muestran las secuencias que dan origen a una proteina con fenotipo
parcialmente mutante; mientras que aquellas con un circulo rojo representan proteinas

con fenotipo totalmente mutante, es decir, que pierde por completo su funcidn antiCRISPR.

Con el propdsito de tener una lectura mas clara de las mutaciones obtenidas en cada
posicion, y el efecto que produjo cada una de ellas, se realizd una figura donde se mapearon

cada una de las mutaciones en cada una de las candidatas secuenciadas (Fig. 18).
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Fig. 18. Mapeo de candidatas secuenciadas sobre la secuencia de G2 silvestre. En la imagen se
muestran las posiciones en las que se obtuvieron cambios segun las secuencias analizadas.
La secuencia mostrada en el centro de la figura corresponde a la de G2 silvestre. Los recuadros en
verde denotan los residuos que presentaron cambios en alguna de las secuencias. Las mutaciones
mapeadas en la parte superior de la secuencia corresponden a fenotipos silvestres, mientras que
las mapeadas en la parte inferior poseen fenotipos mutantes (en azul las parciales y en rojo las

totales).

En el centro de la figura se muestra la secuencia silvestre de G2, donde en negro aparecen
los aminoacidos que no presentaron ningln cambio en las secuencias, y en verde aquellos
gue si tuvieron. En la parte superior de la secuencia, se muestran mapeadas las mutantes
gue tuvieron un fenotipo silvestre, mostrandose en un renglén diferente las distintas
candidatas (e.g. Mut-A4 sefialada en el primer renglén arriba de G2, tuvo 4 cambios: F4L,

T5A e I7F).
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En la parte inferior de la secuencia, se mapearon las candidatas con un fenotipo mutante;
en azul se muestran las que tuvieron un fenotipo mutante parcial, y en rojo aquellas con
un fenotipo mutante total. De estas candidatas, las dos con fenotipo mutante parcial (Mut-
A3 y Mut-A10) tuvieron 3 mutaciones en diferentes codones cada una. Las dos mutantes
gue tuvieron fenotipo mutante total presentaron un coddn de paro prematuro en la lisina
55 (L55%*); el de Mut-A7 fue generado por el cambio del coddn de lisina por uno de paro, y
Mut-C12 tuvo la delecion del nucleétido 142 lo cual movié el marco de lectura, ocasionando

la formacién de un coddn de paro en la misma posicién que Mut-A7.

Adicionalmente, Mut-C12 presentd multiples cambios a lo largo de la secuencia, originados
por la delecién de un nucledtido (Fig. 16), sin embargo, dado que la formacion del codoén
de paro prematuro confiere el fenotipo mutante total (observado en Mut-A10), no es

posible atribuirle ningun efecto al resto de los cambios en la secuencia.

En la figura 18 sélo se muestran 12 de las 15 candidatas secuenciadas, esto debido a que 3

de ellas presentaron una secuencia silvestre.

Como ya se menciond, durante este trabajo empleamos 3 condiciones de mutagénesis por
PCR distintas, las cuales variaron en la concentracidon de MnCl,, MgCls, y/o nimero de ciclos
de extensidn (véase seccién 7.7 de materiales y métodos).

Tras secuenciar 15 candidatas obtenidas por estas 3 condiciones, se determiné el numero

promedio de mutaciones por molécula de cada una de ellas, obteniéndose:

Condicién A= 2.9 mutaciones/molécula
Condicién B= 1.3 mutaciones/molécula
Condicién C= 1.5 mutaciones/molécula

Por lo tanto, la tasa de error por posicion (nimero de mutaciones por molécula/longitud

del fragmento a mutagenizar) de cada una de las condiciones es:
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Condicion A=0.014
Condicion B= 0.006
Condicion C= 0.007

La ecuacion que dicta la probabilidad P de obtener k mutaciones por molécula en una
secuencia de n pares de bases, mediante una condicidn de mutagénesis con una tasa de

error por posicion de €, se representa de la siguiente manera:

P(k,n,€) = =Kkl

x€k (1—e)nk

Donde:
k= nidmero de mutaciones
n= longitud de la secuencia

€= tasa de error por posicién

Por lo que la probabilidad de obtener mutantes con una sola mutacién por molécula para

cada una de las condiciones es:

P,(1,204,0.014) = 16.3%
P5(1,204,0.0063) = 35.6%
P:-(1,204,0.0073) = 33.6%

Debido a lo anterior, hace sentido el hecho de que la mayoria de las secuencias obtenidas

contuviesen mas de una mutacién por molécula (Fig. 16).
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8.4 Mutagénesis sitio dirigida

Con el fin de realizar un andlisis mas profundo de las mutaciones obtenidas, se realizdé un
modelamiento de la estructura tridimensional de la proteina antiCRISPR empleando la
herramienta iTasser. La estructura predicha por dicho software se muestra a continuacion
(Fig. 19), donde en amarillo se muestra el extremo amino terminal de la proteina, y en rojo
el carboxilo terminal. Adicionalmente se encuentran sefialados los residuos que se
hipotetiza se encuentran relacionados con el reconocimiento del sistema CRISPR-cas (véase

Discusion).

Fig. 19. Estructura tridimensional de G2. La imagen es una prediccidn de la proteina G2 obtenida
con iTasser. En color azul marino se muestran los aminodacidos encontrados en secuencias con
fenotipo mutante parcial (V40 y V45). En azul celeste se aprecian los aminodcidos propuestos como
parte de la superficie de interaccién con el sistema CRISPR-cas. La seccidon amarilla de la proteina

denota el extremo amino terminal, y en rojo se muestra el carboxilo terminal.
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A Substitutions Con el fin de evaluar dicha hipétesis, se siguid una estrategia de
mutagénesis sitio dirigida, para lo cual se disefiaron 4 pares de

pzlons oligonucledtidos empleando la herramienta NEBaseChanger.

> > . . .
é: Los primers se disefiaron como se muestra en la figura 20. En el
5 . Sy .
a caso de las mutaciones por sustitucion, éstas son creadas
S
v . - ~ - ra . .
8 mediante el disefio de un primer mutagénico con un cambio en
= j el centro (figura 20).
Se incluyen al menos 10 nucledtidos que sean complementarios

—

S , . ) . ’
&3 al plasmido en el extremo 3’ del primer. El extremo 5’ del
23 —

& segundo primer debe comenzar en la siguiente base del

extremo 5’ del primer oligo, y continuar en direccion opuesta en
/-_#\

la cadena complementaria.

Final
Product

Fig. 20. Diseiio de oligos para el kit Q5 Site-Directed Mutagenesis. En la imagen se muestran en
negro y rojo los oligos complementarios al vector. En asterisco se muestra el cambio contenido en

la secuencia.

Este segundo primer puede ser 100% complementario a la secuencia del plasmido, o puede
contener cambios si se desea. En nuestro caso, se disefidé un par de oligos que incluyeran
mutaciones en las posiciones V40 y V45 (una en cada oligo), y un par de primers distintos

para cada una de las 3 posiciones restantes (D29, Y32 y E33).

Secuencia V40/45D

ATG ACTACGTTCACCAGCATCGTT ACCACT AACCCT GATTTCGGCGGATTCGAGTTCTAC
GTT GAA GCG GGA CAG CAG TTC GAC GAT TCA GCA TAT GAA GAG GCA TAC GGT GTT AGC
GTT CCT ACC GCC GTG GAC GAG GAA ATG AAC GCT AAA GCG GCG CAGTTG AAA GACGGC
GAG TGG CTT AAT GTC TCG CAT GAA GCCTGA
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Nombre Secuencia Longitud %GC Tm Ta*
Vv45D_forward ACCGCCGTGGWCGAGGAAATG 21 62 68°C
66°C
V40D_reverse = AGGAwWCGCTAACACCGTATG 20 50 65°C

Donde w es igual a Adenina y Timina, lo cual da lugar a un coddn de Valina y Aspartato, por
lo cual, con este par de primers es posible obtener 4 combinaciones de secuencia: ambos
residuos silvestres (V40V, V40V), la valina 40 silvestre y la valina 45 mutante (V40V, V45D),
la valina 40 mutante y la valina 45 silvestre (V40D, V45V), y ambos aminodcidos mutantes

(v40D, V45D).
Secuencia D29

ATG ACTACGTTCACCAGCATCGTT ACCACT AACCCT GATTTCGGCGGATTCGAGTTCTAC
GTT GAA GCG GGA CAG CAG TTC GAC GCT TCA GCA TAT GAA GAG GCATAC GGT GTT AGC
GTT CCT ACC GCC GTG GTC GAG GAA ATG AAC GCT AAA GCG GCG CAG TTG AAA GAC GGC

GAG TGG CTT AAT GTC TCG CAT GAA GCCTGA

Nombre Secuencia Longitud %GC Tm

D29 _forward CAGTTCGACGbTTCAGCATATGAAG 25 48 62°C
63°C

D29_reverse CTGTCCCGCTTCAACGTA 18 56 65°C

Donde b es igual a Citocina, Timina y Guanina, lo cual da lugar a un codén de Valina, Glicina
y Alanina, por lo cual, con este par de primers es posible obtener 3 combinaciones de
secuencia: D29V, D29G y D29A. Este diseiio fue pensado con el fin de responder si lo
importante para el reconocimiento del sistema CRISPR-cas es la posicion del residuo, o las

propiedades de éste, e.g. polaridad.

64



Secuencia Y32

ATGACTACGTTCACCAGCATCGTT ACCACT AACCCT GATTTCGGCGGATTCGAGTTCTAC
GTT GAA GCG GGA CAG CAG TTC GAC GAT TCA GCA GCT GAA GAG GCATAC GGT GTT AGC
GTT CCT ACC GCC GTG GTC GAG GAA ATG AAC GCT AAA GCG GCG CAG TTG AAA GAC GGC
GAG TGG CTT AAT GTC TCG CAT GAA GCCTGA

Nombre Secuencia Long %GC Tm Ta*
Y32_forward CGATTCAGCAgnTGAAGAGGCATACGGTGTTAG 33 52 65°C

66°C
Y32_reverse TCGAACTGCTGTCCCGCT 18 61 69°C

En el disefio de estos oligos se incluyeron 2 sustituciones, por lo que el codén TAT
(correspondiente a tirosina) cambia por el condén GnT. N es igual a los 4 nucledtidos
(Adenina, Citocina, Timina y Guanina), lo cual da lugar, en conjunto con el cambio de T por
G a un coddn de Aspartato, Valina, Glicina y Alanina por lo cual, con este par de primers es

posible obtener 4 combinaciones de secuencia: Y32D, Y32V, Y32G y Y32A.

Secuencia E33

ATG ACT ACG TTCACCAGCATCGTT ACCACT AACCCT GATTTCGGCGGATTCGAGTTCTAC
GTT GAA GCG GGA CAG CAG TTC GAC GAT TCA GCA TAT GCA GAG GCA TAC GGT GTT AGC
GTT CCT ACC GCC GTG GTC GAG GAA ATG AAC GCT AAA GCG GCG CAG TTG AAA GAC GGC
GAG TGG CTT AAT GTC TCG CAT GAA GCCTGA

Secuencia Longitud %GC Tm

E33_forward GATTCAGCATATGbAGAGGCATACG 22 50 61°C
66°C

Y32_reverse TCGAACTGCTGTCCCGCT 18 61 69°C
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Por la proximidad a la secuencia de Y32, se empled el mismo oligo reverso. Adicionalmente,
al igual que los primers D29A, se disefiaron con una b la cual es igual a Citocina, Timina y
Guanina, lo cual da lugar a un codén de Valina, Glicina y Alanina por lo cual, con este par

de primers es posible obtener 3 combinaciones de secuencia: E33V, E33G y E33A.

Se realizé la mutagénesis sitio-dirigida de los diferentes residuos propuestos como parte
de la superficie de interaccién de G2 con el sistema CRISPR-cas, empleando el kit Q5® Site-
Directed Mutagenesis de NEB. Los vectores mutantes en cada uno de estos residuos se

transformaron en las células quimiocompetentes DH5a proporcionadas en el kit.

v40/45D E33

Fig. 21. DH5a transformadas con las diferentes mutantes sitio dirigidas. En la imagen se muestran
cajas representativas de la transformacién de las distintas versiones de g2 en E. coli. Todas las cajas

contienen LB con gentamicina (15 pg/mL).
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Cabe mencionar que las imagenes anteriores solo son una muestra de las cajas obtenidas,
puesto que la reaccidn de transformacion fue dividida en 4 para las mutantes Y32 y
V40/45D; las mutantes D29 y E33 se dividieron en 3. Esto debido al nimero de
combinaciones de mutaciones que daban lugar cada uno de los oligos degenerados, por
ejemplo, los oligos de Y32 dan lugar a 4 combinaciones: Y32A, Y32G, Y32V y Y32D, por lo

tanto, con esto se tratd de evitar la sobre representacion de una sola clona.

A partir de cada una de estas cajas, se tomaron 3 colonias distintas y se realizé un cultivo
pool en medio LB, a partir del cual se extrajo plasmido. Esto con el fin de aumentar Ila
probabilidad de obtener todas las posibles mutaciones. Posteriormente, los pools de las

mutantes Y32 y V40/45D (4 pools para cada una), se transformaron en P. aeruginosa

guimiocompetentes, quedando pendiente la transformacién de los pools de D29 y E33.

Pal4+V40/45D pool A Pal4+V40/45D pool B Pa14+V40/45D pool C Pa14+V40/45D pool D

Pal14+Y32 pool A Pal4+Y32 pool B Pal14+Y32 pool C Pal14+Y32 pool D

Fig. 22. PA14 transformadas con los diferentes pools de cada mutante sitio dirigida. En la imagen
se muestran cajas representativas de la transformacién de los distintos pools de plasmido
obtenidos de las mutantes Y32 y V40/45D de G2 en P. aeruginosa. Todas las cajas contienen LB con

gentamicina (50 pug/mL).
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A partir de cada caja pool se tomaron 6 colonias (24 colonias en total para cada
mutagénesis), y se realizaron PCR de cada una, tomando un respaldo de cada candidata

para realizar cultivos de éstas y proceder a fenotipificar.

A continuacion, se muestran las PCR obtenidas de 4 de las 24 colonias analizadas de las
mutantes Y32 (Fig. 23), asi como cajas del perfil de infeccion del fago sensible JBD18 sobre

cada una de ellas (Fig. 24).

& q/,@’” q’,c?' q{,o" Fig. 23. PCR de candidatas provenientes de
0’)// i(’) i(b *,5 Ve . . .
mutagénesis Y32. El gel de la izquierda
muestra los amplicones obtenidos a partir de
200000 o una PCR de colonia de las candidatas
1500 p -
1000pp = o : provenientes de la mutagénesis Y32 que se
750pb =
500 pbiial’ secuenciaron. En el primer carril se muestra el
NS G Gmme w—. 4— 3500b il positivo de PCR (g2 WT), y el resto de
250 pb -

los carriles representan cada una de las

- - candidatas secuenciadas (nhombres mostrados

en la parte superior).

PA14+G2 WT PA14+ G2Y32-B1 PA14+G2Y32-C2 PA1l4+G2Y32-D5 PA14+ G2 Y32-D1

Fig. 24. Fenotipificacion de mutantes Y32. En las imagenes se muestran los distintos fenotipos
obtenidos en las mutantes Y32 secuencias. En el extremo izquierdo tenemos el control del
antiCRISPR silvestre. En el resto de las imagenes se muestran las candidatas que se eligieron para
su secuenciacién, teniendo una para cada uno de los fenotipos encontrados: Y32-B1 muestra un
fenotipo silvestre, Y32-C2 mutante parcial, Y32-D5 y Y32-D1 mutante total.
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Las 4 candidatas que se muestran en las figuras anteriores fueron secuenciadas y se
encontré que la candidata con fenotipo silvestre (Y32-B1) de hecho tiene secuencia
silvestre (Y32Y, fig. 25), a pesar de que los oligos fueron disefiados para que todas las
secuencias obtenidas fueron mutantes, por lo cual es posible que no se haya degradado
por completo el DNA molde durante la reaccidn con la enzima Dpnl.

La mutante con fenotipo mutante parcial (Y32-C2), que permite la infecciéon del fago
sensible al sistema CRISPR-cas con aproximadamente 1000 veces menor eficiencia que el
antiCRISPR silvestre, tuvo un cambio de la Tirosina por Alanina (Y32A, fig. 25).

Una de las mutantes con fenotipo mutante total (Y32-D5), en la cual no se observé ninguna
placa en el tapiz, inesperadamente tuvo 2 modificaciones, el cambio de la Tirosina por
Glicina (Y32G, fig. 25), y sorpresivamente presentd la delecidn de un aminoacido completo
en la posicién 29 (D29).

Por ultimo, la mutante total restante, Y32-D1, tuvo un cambio de la Tirosina por un
Aspartato (Y32D, fig. 25), lo cual nos confirma que la presencia de una Tirosina en esta
posicion es importante, ya que el cambio de esta por aminoacidos con distintas
propiedades fisicoquimicas, da como resultado la perdida de la funcidn, en este caso una
pérdida total.

G2
Y32_B1
Y32 C2
Y32_D5
Y32_D1
o D29 Y32

€7} AT[GAAG AGECATACGG
Y32_B1 AT[GAAG AGGECATACGG
Y32_C2 AAG AGECATACGG
Y32_D5 GAAG AGECATACGG
Y32_D1 T[GAAG AGGCATACGG
141
G2 GA CGGECGAGIGG
Y32_B1 ceccec GA CGGCGAGTGG
Y32_C2 GCGECG GA CGGCGAGTGG
Y32_D5 CLEELG GA CGEOGAGTGG
Y32 D1 ceccee GA CGECGAGTGG

Fig. 25. Alineamiento nucleotidico de las candidatas secuenciadas pertenecientes a la
mutagénesis sitio dirigida Y32. En la imagen se muestra un alineamiento a nivel de nucleétidos,
donde cada color representa un coddn distinto. En cuadros negros se sefialan las posiciones donde
hubo cambios en la secuencia, y con letras negras se sefiala el aminodcido codificado por dichos
codones.

Por otro lado, para la mutagénesis de las valinas ya encontradas por mutagénesis al azar,
si bien aun no se cuenta con las secuencias, se fenotipificaron 24 candidatas. De estas se
obtuvieron 14 con fenotipo silvestre, 2 con fenotipo mutante parcial y 8 mutantes totales.
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En la figura 26, se muestra una imagen representativa de cada uno de estos fenotipos:

PA14+G2 WT PA14+ G2 V40/45D-A4  PAl14+ G2V40/45D-A6  PAl4+ G2 V40/45D-D2

Fig. 26. Fenotipificacion de mutantes V40/45D. En las imagenes se muestran los distintos fenotipos
obtenidos en las mutantes V40/45D secuencias. En el extremo izquierdo tenemos el control del
antiCRISPR silvestre. En el resto de las imagenes se muestran candidatas representativas de cada
uno de los fenotipos encontrados: V40/45D-A4 muestra un fenotipo silvestre, V40/45D-A6 mutante
parcial y V40/45D-D2 mutante total.

Las candidatas mostradas en la fig. 26 aun estan en la espera de ser secuenciadas, pero por
lo que hemos hipotetizado anteriormente, es posible que las candidatas con fenotipo
silvestre sean silvestres en secuencia (por el disefio de los oligos de mutagénesis), las de
fenotipo mutante parcial solo tengan el cambio de alguna de las Valinas por Aspartato, y la
mutante total podria tener el cambio de ambas Valinas por Aspartato.

9. DISCUSION
El primer objetivo del presente proyecto fue la busqueda de aminodacidos conservados en

las distintas familias de proteinas antiCRISPR mediante un analisis de alineamiento multiple
de secuencias. Este objetivo se plantedé para identificar residuos aminoacidicos
posiblemente implicados en el reconocimiento del sistema CRISPR-cas. Sin embargo,
existen puntos que limitan la comparacién entre cada una de las familias, el primero de
ellos es el bajo porcentaje de similitud entre ellas, siendo las mas similares AcrF3 y AcrF4

con un porcentaje de identidad de 28%.
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Por otro lado, no existe suficiente evidencia experimental sobre los componentes del
sistema de vigilancia a las cuales se une cada una de las familias (solo se ha determinado el
mecanismo de accién de 3 de las 10 familias que inhiben el sistema I-F), por lo tanto, resulta
evidente que proteinas con diferentes blancos interactuaran de manera disimil con éstos,
lo cual se traduce en la ausencia de aminoacidos conservados entre las distintas familias

antiCRISPR.

La estrategia que consideramos mas informativa para responder cudles son los
aminodcidos importantes para mantener la funcion antiCRISPR fue la mutagénesis al azar.
La mutagénesis al azar permite probar estructural y funcionalmente regiones importantes
dentro de un gen. La mutagénesis in vitro, acoplada a un método de seleccién, es
especialmente util cuando se desconocen las posiciones aminoacidicas significativamente
importantes, como es el caso de G2, puesto que, como se menciond anteriormente,
mediante alineamientos de las diversas proteinas antiCRISPR hasta ahora reportadas, no

se ha logrado identificar aminodcidos conservados entre éstas.

A pesar de que existen diversos métodos para introducir mutaciones aleatoriamente, se ha
observado que uno de los mds versatiles y simples es el uso de polimerasas poco fidedignas,
gue promuevan errores en el copiado de un gen a través de una reaccién de PCR (Cadwell
et al., 1992). La tasa de error de la polimerasa Taq es de 0.001-0.02% por nucledtido por
pase de la polimerasa, dependiendo de las condiciones de la reaccién (Eckert et al., 1990;
Eckert et al., 1991). La fidelidad de la PCR se reduce mediante el incremento de la
concentracion de MgCl, la adicién de MnCl; a la mezcla de reaccion, un desbalance en la
concentracion de dNTPS, aumento en la concentracién de la Taq polimerasa, e incremento
del numero de ciclos de extensién (Leung et al., 1989: Cadwell et al, 1992). Sin embargo,
como se mencioné anteriormente (Resultados 8.3), las probabilidades de obtener una
mutacién puntual por clona eran bajas, y aunado a esto, tuvimos una baja eficiencia de
clonacion del gen de interés (44 candidatas con inserto Unico de 1000 analizadas), por lo
tanto, se decidio realizar un andlisis exhaustivo de las secuencias ya obtenidas, con el fin

de proponer residuos candidatos para cambiar por mutagénesis sitio dirigida.
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El primer paso fue analizar las secuencias en su estructura primaria (Fig. 18). Debido a que
las secuencias con un fenotipo mutante son mas informativas, nos centramos en éstas,
haciendo uso de la informacién proporcionada por las de fenotipo silvestre cuando fuera

necesario.

La primer mutante analizada fue Mut-A3, la cual posee 3 cambios puntuales: F4S, D29E y
VA5D. En la primera mutacion, tenemos el cambio de una Fenilalanina por una Serina; la
Fenilalanina es un aminodcido no polar aromatico, mientras que la Serina es un aminoacido
polar no cargado, sin embargo, en la mutante Mut-A4 estd presente un cambio en la misma
posicidon (FAL), ademas de otros dos en la misma regién (T5A, 17F), teniendo un fenotipo
silvestre, por lo que mutaciones en esta regién no parecen tener un efecto en la funcién
del gen. La segunda mutacion (D29E) fue el cambio de un Aspartato por un Glutamato, los
cuales son aminoacidos polares de carga negativa, con una composicién quimica muy
similar entre ellos, por lo cual no resulta plausible que un cambio de uno por el otro dé
lugar a cambios fenotipicos. Por ultimo, tenemos el cambio de una Valina por un Aspartato
(v45D), lo cual cambia un aminodcido no polar por uno polar con carga negativa, el cual
parece ser el cambio mas relevante en la secuencia, y que pudiera estar confiriendo el

fenotipo observado.

La segunda mutante analizada fue Mut-A10, la cual, al igual que Mut-A3, posee un fenotipo
mutante parcial, y 3 mutaciones en su secuencia: F14L, V40D y E46D. El primero es un
cambio entre 2 aminodacidos no polares, Fenilalanina y Leucina, lo cual pareciera no tener
un gran efecto sobre la proteina, ya que es poco probable que el cambio entre dos
aminodcidos con propiedades fisicoquimicas similares induzca un cambio conformacional

gue pueda afectar la funcién.

La segunda mutacion es el cambio de una Valina por un Aspartato, el cual es el mismo caso
gue se explicd para la mutante Mut-A3, pero en distinta posiciéon (V40), por lo cual es

plausible que esta mutacién contribuya al fenotipo mutante.
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Por ultimo, se observé el cambio de glutamato 46 por aspartato, al igual que en la posicion
29 (D29E) de Mut-A3, sin embargo, ademas de lo que ya se explicé para D29E, contamos
con una secuencia con fenotipo silvestre con un cambio puntual del glutamato 46 por
glicina, lo que nos confirma que un cambio de este aminodacido no tiene repercusién alguna
sobre la funcionalidad del antiCRISPR.

Adicionalmente a lo ya mencionado, es oportuno aclarar que hasta este punto no se
contaba con evidencia que nos sefialara que el fenotipo parcial solo era conferido por una
mutacion puntual, y no por una combinacion de varias.

Para el caso de las mutantes totales, la primera de ellas, MutA-7, presentd un cambio que
generd un codén de paro prematuro (L55*), dando lugar a una proteina 13 aminoacidos
mas corta, lo cual nos dice que estos aminodcidos son importantes para el funcionamiento
de la proteina, ya sea en el reconocimiento o en el plegamiento correcto de ésta.

La mutante Mut-C12 presenta multiples mutaciones originadas por la delecién de un
nucledtido, lo que ademds provoca un coddn de paro prematuro en la misma posicién que
la mutante anterior (L55*), por lo que no es posible darles una lectura a los cambios de los
demas residuos puesto que la generacion del coddn de paro da lugar a la pérdida total de

la funcion.

Debido a que el analisis de las mutaciones en la estructura primaria fue informativo, pero
no nos dio indicios claros de los sitios de interaccion, se decidid realizar un analisis de las
mutaciones en la estructura terciaria. Para ellos se mandé modelar la proteina al servidor

de iTasser (Fig. 19).

En la figura 19 se muestran las Valinas 40 y 45, las cuales hipotetizamos se encuentran
implicadas en la pérdida parcial de la funcion antiCRISPR (por lo que se explicé
anteriormente), sin embargo, como se puede observar en rojo, el carboxilo terminal no se
encuentra cerca de ellas, y segin nuestros resultados, este segmento de la proteina es
indispensable para el funcionamiento, lo que nos hizo plantearnos la posibilidad de que la
pérdida de esos 13 aminoacidos afectara la estructura de la proteina, mas que intervenir

directamente con el reconocimiento del sistema CRISPR-cas.
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Para explorar la hipdtesis anterior, se modelé con la misma herramienta (iTasser) la

mutante Mut-A7, obteniéndose la siguiente estructura:

Fig. 27. Estructura tridimensional de Mut-A7. La imagen es una prediccién de la proteina G2 en su
versién mutante Mut-A7, obtenida con iTasser. Al igual que en la fig. 19, en color azul marino se
muestran los aminoacidos encontrados en secuencias con fenotipo mutante parcial (V40 y V45). En
azul celeste se aprecian los aminoacidos pertenecientes a la hélice alfa que originalmente se
encontraba frente a V40 y V45. La seccién amarilla de la proteina denota el extremo amino

terminal, y en rojo se muestra el carboxilo terminal.

Como es posible observar, la proteina sufre una reestructuracién, haciendo que la hélice
alfa que antes se encontraba frente a las valinas (en azul marino), se aleje de ellas (en azul
claro). Esto nos llevd a pensar si estos aminodcidos pudieran estar relacionados con el

reconocimiento.

En busca de mds argumentos que soportaran la hipdtesis anterior, decidimos analizar las
estructuras ya reportadas de antiCRISPR y su sitio de interaccién con el sistema CRISPR-cas.
La primera que analizamos fue la reportada por Xiaofei Wang y colaboradores (Xiaofei
Wang et al., 2016). Ellos reportaron la estructura del antiCRISPR AcrF3, el cual se sabe que
se une a la nucleasa Cas3. Ellos encontraron que AcrF3 forma un homodimero que
interactua con los distintos dominios de la Cas3, siendo el que Ilamé nuestra atencién el

dominio RecA2, esto debido a que contiene una Valina (V60) en su zona de interaccion.
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Esta Valina, en conjunto con la Tirosina 68, la Serina 63 y el Glutamato 62 proporcionan

una superficie que permite la interaccion (Fig. 28) con el dominio antes mencionado.

Fig. 28. Estructura tridimensional de AcrF3: Acercamiento del sitio de interaccién con RecA2 de
Cas3. La imagen representa la estructura de AcrF3 obtenida mediante cristalizacion por Xiaofei
Wang y cols. En morado se muestra uno de los monédmeros que conforman el dinero de AcrF3; en
verde se muestra el otro mondmero. Los aminoacidos mostrados en amarillo pertenecen al sitio de
interaccion con el dominio RecA2 de la proteina Cas3. En el extremo derecho de la figura se muestra

la superficie de interaccion.

Posteriormente, se analizo la estructura del antiCRISPR AcrF1, reportada por el grupo del
profesor Alan Davidson, en la cual encontraron que la superficie de interaccién estd

compuesta por la Tirosina 6, la 20, y el Glutamato 31 (Fig. 29).

Esto, en conjunto con lo reportado por Xiaofei Wang, nos dio pistas de que tal vez las
tirosinas y los aminoacidos de carga negativa pudieran estar asociados con la interaccién

con las proteinas Cas.
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Fig. 29. Estructura tridimensional de AcrF1. La imagen representa la estructura de AcrF1 obtenida
mediante RMN por Maxwell KLy cols. En amarillo se muestran las laminas b, en rojo las hélices alfa,
y en verde los loops. Los aminoacidos mostrados en azul pertenecen al sitio de interaccién con la

proteina Csy3.

Encontrado lo anterior, analizamos los aminodacidos que se encontraban en la estructura
de nuestra proteina, especificamente en la zona cercana a las Valinas 40 y 45 que se ve
desplazada en ausencia del carboxilo terminal, y encontramos un Aspartato en la posicidn
29 (D29), una Tirosina en la 32 (Y32) y un Glutamato en 33 (E33), por lo cual nosotros
hipotetizamos que son estos residuos los que pudieran interactuar con el sistema

bacteriano, teniendo una superficie de interaccién como se muestra a continuacion:
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Fig. 30. Posible superficie de interaccidn propuesta para G2. La imagen muestra la superficie de
interaccion propuesta para el antiCRISPR G2. En verde se muestra el core de la proteina; en el
centro de ella se muestra graficada la densidad de electrénica de los aminodcidos propuestos como
sitios de interaccién (en azul) con el sistema CRISPR-cas. En la derecha se puede apreciar una vista

de perfil de la superficie.

Para probar la hipétesis anterior, se disefiaron primers para mutar los aminoacidos antes
mencionados (véase Métodos 7.23 y Resultados 8.4). Hasta el momento, hemos
secuenciado 4 candidatas de la mutagénesis de la Tirosina 32 (Y32). Respecto a la mutante
total que tuvo un cambio de Tirosina por Glicina y la delecién del Glutamato 29 (mismo
residuo planeado cambiar por mutagénesis sitio dirigida), es imposible atribuirle la perdida
de la funcién a alguno de los 2 cambios, aunque nos podria dar indicios de que ambos

aminodcidos son importantes en la interaccién de G2 con el sistema de defensa bacteriano.

Por otro lado, encontramos que el cambio de este aminodcido por una Alanina (Y32A), que
es el cambio de un aminodcido polar por uno no polar, hace que la funcidn de la proteina
decrezca aproximadamente 1000 veces (Fig. 24). Para este resultado existen dos posibles
explicaciones, la primera es que nuestra hipdtesis sea correcta y que efectivamente la
tirosina 32 interactua directamente con el sistema CRISPR-cas; sin embargo, existe la
posibilidad de que dicho fenotipo sea resultado de la desestabilizacién de la hélice alfa en

la cual se encuentra este aminoacido.

Por otro lado, la mutante Y32-D1, que presentd el cambio de la Tirosina por un Aspartato
(Y32D), que es el cambio de un aminoacido polar por otro polar, pero con carga negativa,
induce la pérdida total de la funcion antiCRISPR, lo cual nos sugiere que este aminoacido
estd relacionado con el reconocimiento del sistema CRISPR-cas. Otro argumento que apoya
esta hipodtesis es que anteriormente Maxwell y colaboradores (Maxwell et al., 2016)
reportaron una coleccion de mutantes sitio-dirigidas del antiCRISPR AcrF1, en la cual
cuentan con mutantes con cambios en aminodacidos que conforman hélices alfa (entre ellos
el cambio de la Tirosina 55 por una Alanina), en los cuales no observaron disminucién de la

funcion antiCRISPR.
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De hecho, los Unicos residuos que encontraron que un cambio en ellos induce una pérdida
parcial o total de la funcion, fueron los que posteriormente se demostré que efectivamente
interactudan con el sistema CRISPR-cas, por la obtencién de su estructura en conjunto con
el complejo Csy (Chowdhury et al., 2017). Lo cual nos sugiere que es altamente probable
gue la posicién Y32 de nuestra proteina, forme parte de la superficie de interaccién con el

sistema CRISPR-cas.

A pesar de que alin no contamos con las secuencias de las mutantes V40/45, los fenotipos
observados en éstas (Fig.26) indican que efectivamente, tal como se habia hipotetizado, las
valinas 40 y 45 son las responsables de los fenotipos mutantes parciales observados en las
secuencias de la mutagénesis aleatoria (mut-A3 y mut-A10), y por lo tanto, es altamente
probable que la superficie de interaccién que propusimos sea la correcta, aunque es

necesario hacer los ensayos de fenotipificacion y secuenciacién de los residuos D29 y E33.

Creemos que este resultado es altamente valioso ya que nos confirma que elegimos
correctamente la estrategia para la busqueda de aminodcidos implicados en la funcién de
nuestra proteina, puesto que otras metodologia, como la empleada por el grupo del
profesor Alan Davidson, la cual consistié en la modificacion de todos los aminoacidos
polares del antiCRISPR AcrF1 por Alanina (aminoacido no polar), pueden perder
informacién como la que nuestro grupo y el del profesor Zhu encontramos respecto a las

valinas.

Es evidente que las valinas, al ser hidrofdbicas, no pueden contribuir a la unién con el
sistema CRISPR-cas mediante puentes de hidrégeno, pero si pueden estabilizar la unién
mediante la formacién de bolsillos hidrofébicos. De hecho, existen numerosos casos
conocidos donde la unién de sustratos y cofactores a una enzima involucran interacciones
con un area hidrofébica expuesta, frecuentemente en “grietas” en la superficie (Lijnzaad
et al. 1996). Por lo tanto, estrategias donde solo se consideran las posibles interacciones
mediante los aminodcidos polares, parece no mostrar la totalidad de posibles

interacciones.
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Adicionalmente, nosotros hipotetizamos que el mecanismo mediante el cual G2 inhibe el

sistema CRISPR-cas es mediante la union con las proteinas del complejo CRISPR (Csy), o

mediante la unién a la nucleasa Cas. Nuestros argumentos son que mediante andlisis

bioinformaticos no encontramos dominios de unién a DNA o RNA en nuestra proteina.

Ademas, creemos que G2 no posee un “sitio activo” ya que hasta ahora no hemos podido

encontrar una mutacién puntual que dé lugar a un fenotipo mutante total, lo que nos

sugiere que la inhibicién se da por un conjunto de aminodcidos, i.e. superficie de

interaccion.

10. CONCLUSIONES

11.

No existe conservacién de aminodcidos en la estructura primaria de las diferentes
familias de proteinas antiCRISPR que inhiben el sistema CRISPR-cas I-F.

La condicidon de mutagénesis al azar por PCR con una probabilidad mayor de
obtener mutaciones en un solo nucledtido fue la B (35.6%).

El ensayo de colony blot estandarizado para Pseudomonas aeruginosa mostré ser
una alternativa eficiente para la deteccion de genes.

Los resultados de fenotipificacién mostraron que los ultimos 13 aminodcidos del
carboxilo terminal de G2 son indispensables para el funcionamiento de la
proteina.

El estudio sugiere que los aminoacidos Y32, V40 y V45 posiblemente forman parte
del sitio de interaccidn con el sistema CRISPR-cas.

PERSPECTIVAS

Secuenciar mas candidatas Y32 con fenotipo mutante total para determinar que
cambios puntuales dan lugar a ese fenotipo.

Secuenciar las candidatas V40/45D con fenotipos mutantes para corroborar la
intervencion de las valinas 40 y 45 en la interaccién con las proteinas bacterianas.

Probar los fenotipos y secuenciar las variantes D29 y E33.

Clonar y purificar g2 en el vector pET28a, para su posible cristalizacion.
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ANEXOS

ANEXO 1. Medios y soluciones.

1.1 Medio LB (Medio Luria-Bertani)

Por litro:
Bacto-triptona 10g
Extracto de levadura 5g
NacCl 5g
Para cajas:
Agar 15g

Disolver los ingredientes y calentar para que la disolucién sea completa. Esterilizar por
autoclave.

1.2 Medio SOC (Super Optimal broth with Catabolite repression)

Por litro:
Bacto-triptona 20g
Extracto de levadura 5g
NaCl 0.584 g
KCl 0.186 g
MgSOa4 24¢g

Ajustar pH 7.5
Esterilizar

Glucosa 20% estéril 20 mL



Disolver los ingredientes y calentar para que la disolucién sea completa. Se ajusta el pH a

7.5 con una solucidon de NaOH 5N. Esterilizar por autoclave. Afiadir la glucosa después de

la esterilizacion.

1.3 Buffer TMG

Por litro:
NacCl 11.7g
Gelatina lg
Tris-HCI 1M pH 8.0 1mL
MgS0O4 1M 0.5mL

Ajustar pH 7.4

Disolver los ingredientes y calentar para que la disolucién sea completa. Se ajusta el pH a

7.4. Esterilizar por autoclave o filtracién.

1.4 Solucion Tfb |

Por litro:
KOAc 5M 6 mL
RbCl, 12¢g
CaCl; 1M 10 mL
MgCl,*4H,0 2M 25 mL
Glicerol 100% 150 mL

Ajustar pH 5.8

Disolver los ingredientes. Se ajusta el pH a 5.8 con acido acético. Esterilizar por autoclave

o filtracion.
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1.5 Solucion Tfb I

Por litro:
MOPS 2g
RbCl2 0.5M 20 mL
CaCl; 1M 75 mL
Glicerol 100% 150 mL

Ajustar pH 6.8

Disolver los ingredientes. Se ajusta el pH a 6.8 con KOH o NaOH. Esterilizar por autoclave
o filtracion.

1.6 Buffer SB 20x

Por litro:
NaOH 8g
Acido Bérico 45¢g

Disolver los ingredientes. Disolver en relacién 1:20 en agua para preparar buffer SB 1x.

1.7 TG Salt

Por litro:
MgCl, 0.57¢g
CaCl, 83¢g
Glicerol 100% 150 mL
Ajustar pH 6.8

Disolver los ingredientes. Ajustar pH a 6.8 y esterilizar por filtracién.
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1.8 Solucion | (Colony Blot)
NaOH 0.5M

NaCl 15M

1.9 Solucion Il (Colony Blot)

Tris-HCl pH 7.2 1M

1.10 Solucion Il (Colony Blot)

Tris-HCI 0.5M

NaCl 1.5M

1.11 Solucidn de pre-hibridacién (Colony Blot)

Para 10 mL:
SDS 10% 1mL
NacCl 0.58¢

Calentar la solucién para que el SDS se mezcle por completo.

1.12 Solucion de lavado | (Colony Blot)
Para 10 mL:
SSC 25x 0.8 mL

1.13 Solucidn de lavado Il (Colony Blot)

Para 20 mL:
SSC 25x 1.6 mL
SDS 10% 2 mL

87



1.14 Solucion de lavado lll (Colony Blot)
Para 10 mL:

SSC 25x 0.4 mL

1.15 Solucidn de lavado IV (Colony Blot)
Para 10 mL:

SSC 25x 0.2mL

88



ANEXO 2. Electroferogramas
Mut-A1l B Start codon M Stop codon ] Mutation

ACAGAATTCGATGACTACGTTCACCP\GCATCGTTACCACTAACCCTGATTTTGGCGGATTCG

AG TlcJc TaAace T TG AaacG c GG Glcjcac T TCGACGATTCAGCATAT G AAGA AG®G®GT CATACGTG G TG T TAG
MW AA A /\/\/Y\/\/\/\WW\/\A/\(W\/\A/\/\N\/\/
3 i) [= & I /W Treo Tios | B [ris |E Tis

c G T TCCTACCG CCG TG G TCGAGG AAATGAACGCTAAAGTCS GG CGT CAG TTGAAAGACGSGT CG AG TG GC T

TA A TG TCTCGCATG AAGCCTGAAAGC CTTGGCCACTG G CCGTCG TTTTACAACG TCG TG ACTG GG A AA

-
AN\/BOM\A/\A«\A/\/}/\A/\MW
Tos T Toos [ Tew Tee EE =

ACCCTG GCG TTACCCAATCTTAATCGTCOCTTGECCAG CACA TCCCCCTTTCGCCAG CTGGCG TAATAGTCG

Tis |

% 3 |ED T 0 s o E3 [ T T

AAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCT TCCCAACAG T TGCGCAGOCCTGAAAGGCAGS GCTCGGGT CCG TG G T

G GC CACGG CCTCTAG GTCCCAGATTCCAGT CGS G CATCTGGGTTAG TCGAGT CGCCGGGTCCGOCTTCCCA TG

E3 T T Fw T T = = T T Toss T

L

TCTCA CCAGGG CGAGTCC TG T TTCGCGATT CTTCAGT CATCTGAAATTCTTOC

=3 B

89



[ start codon B stop codon [] Mutation

Mut-AZ2

TG T 6 AG C G G AT A C A T T T CACA CA G G A A CAG AATTCG ATG ACTACG T TOCACCAG CA TCG T

TACCACTA ACCTCTG AT TTCG GCG G ATTCG AG TTCTATCGICQTG AJIGJG CG GG ACAG CAG T TCG ACG A

e ANV NN A A A

T1o0 J10s Tiio [1is T120

T TCAGCATATGAAGAGGCATACGG TG T TAG CG T TCCTACCGCCG TG 6T CG AGG A AATGAACGTC TA

AAGCGGCGCAG?TGAAAGACGGCGAGTGGCTTAATGTCTCGCATGAAGCCTEAAAGCTTGGCACTG

%0 T S s JED ED S I [ |55 3 S =

G CCGTCGTTTTACAACG TCG TG ACTG GGG AAAACCCTG GCGTTACCCAACTTAATCGT CCTTG CAGCA

/ |

[ss [zs0 [2ss B [z7s [zs0 [zss [z J2ss [200 [30s [30 [31s

CcA T CCCCCTTTCGCCAG CTGGCGTAATAGCGAAGAG GCCCGCACCGATCGTCCCCTTCCCAACAG TTG

|ES) |3 [33:0 [z=s [0 |ES [2s0 B |E] |E3 [370 B3 |E3) [ass

c66CAGCCTGAAAGGCAGGCTCGSGSGT CCGTGG TG GGCCOCAMCG GG CCTOCTAGS GT CCAGATT CTCAGCGG CATCT

[0 [3s Ja0 Jaos [410 Jais [420 [4z5 [e0 |5 40 [ess

G GGG T TA GTCGAGCGCGGGCTCCGCTTCCCA TG TCTCACCAG GG CGAGCOCTG T T
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Mut-A3 [ Start codon B Stop codon [] Mutation

G G AAT T GT GAG C GG A AACAATTTCACACAGGAAACAGAATTCGATGACTAC T EjcAaCc €A G CAT C G

WMWWAWMWAMAWWMM T

T TAC CACTAACCCT G AT TT CGGC GGG AT T C 6 AGT T CTAC 6T T 6GA AGC GGG ACAGC AGT T C G AC G AJA

utltagaton gt faldapitolntey o gotntngglol

Too

T CA GCATAT GAAGAGGCATACGGTGT TAGT CGT T CCTACTCSGCCGTG G JAIC GA GG A A AT G A AC GC T A A

ot 0l st poongpelogoton eV

[ = [ 3 ™ [ ) 3 = 124

AG C G GC GCAGTTGAAAGACGGCGAGTGGCTTAATGTCTCGCATGAAGCCTGAAAGCTTGGCACTG

aleelttanaotmainsheol et

[228

G ¢ ¢c GT C GT T T TACAATCGT CGT GACTGSGGAAAACCCT GGCGT TACTCTCAACTTAAT C GCCTT GCAGC

AMaA /

) X A A
[zs Jze0 |2ss [0 |EH [a00 [205 [310 [ais [0 |5

ANCA T CCCCCT TT OCGCCAGT CTGGCGTAATAGT CGA AG AG GC CC GC AC CGAT €C GC CCTT CCCAACATGT

A AN A AN .)

= E3 0 IES |3 355 E 3 = s ED E3 T

T 6C GC A G C CT

T i
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Mut-A4 [ Start codon M Stop codon ] Mutation

/)

/\/\/\A/\/\Mﬂf\m/\/\/\ﬂ/\/\/\wf\m/\ A/\N\/\/\ M/\AAM/\/\/\/\/\/\A/\

/\/W\/\

TTTTTTT

/\/\/\/W\/\/\/\N\/\/W\/\/\/\/\N\/\/\/\/\/\/\N\/X/\/\/\/\/\A/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\ M/\/\AAA/\/\/\A/\/\A/\A/\/\/

92



Mut-AS5 M Start codon M Stop codon [] Mutation

ne e AAAMAM st A s i /\mm\/\m/\/\/\/\/\/\/\/\/\mw
A/\/\M/\/\/\/\{\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\A/\/\/\/\/\/\/\/\J\MNN\N\/\/\/\/\A/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\A/V\A/\A/\AA/\A/

Q/\/\M/}J\A/\M/\/\/\/\/}{\/\/\MM/\AQ/\A/\W/\/\WN\/\/}[\/\N\W/\/W\ vay\m/

CTAAAGCGGCGCAGTTGAAAGACGGCGAGTGGCTTAATGTCTCGCATGAAGCCTGAAAGCTTGGCA

\/\/\/\/\MN\/\/\/\/\AA/\/\/\/\/\/\/\/\K\/\/\/;/\W\/\/\/\M\/\/\AW/;/\/\/\A/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\N\/\/\/\A/\/W

c TG6GG6GCCGT CGT TTTACAACGT CGT GACTGGG AAAACCCTGGTCGT TACCCAACTTAAT C c cT1T TG C

N\/\/\/\/\/\/\/\A/\/\AA/\/\/\/\A/\A/\A/\/\N\/\/\/\A/\/\M/\M/\/\/\/\/\/\AA/\/\/\/\W\/\A/\/\AN\/\NW

[32s

AAGCACAT CCCCCTTTOCGC CAGCTGGT CGTAATAGT CGAAG AGGC CCGCACCGAT CGC CCTT CCCAATCA

A AN AN NN AN ANy

G T T GC GCAGCCTGAAAMAMGGCAGS GT CTCGGGC CGTGGT GGC CACGGT CTCTCTAGG G CCAG AT CCAG C GG

cC AT CT GG GT TAG T CGAGT CGTCG® GG C

55 [ Tees Fino [
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Mut-A6 M Start codon I Stop codon ] Mutation

GT T GT G T G G AAT TGT GAGTC GG ATAACAA T T T CACATCAG G AAAACA G AAT T C GAT GACTA CGT T CAC CA

—p
et oMM st A i At N A AR A Y

G CAT CGT TAC CACA]AAC CCT G AT TT CGGCGG AT TCGAG TT CTACGTIAIG AAG C GGG ACAG CAG T T

Al AMQM/\mAAAAQAAAMAAAmAAWAA i/l A

CcC GACGATTCAGCATATGAAGAGG CATACGGTGT TAGC GTTOCCTACTCGCT CGTGGT CGAGG AAAT G A

it A At panipasniat sl ad L

AC GC TAAGGCGGITIGC AG T TG AAAGACGGC GAGTGGC T TAATGT CT CGCAT G6AAGCTCT G AAAGCT TG

<4
M a s Sl st asteanan i A annfigal)

=)

B3 Taos
G CACTGGCCGT CGT TTTACAACGT CGTGACTGGGAAAACCCT GGGCGT TACCCAACTTAAT CGCCTT

’\/\M/\/}m AMA@MWWAAAQMAWWHMWAWMSW

GCAGCACAT CCCCCTTTOCGCOCAG CTGGT CGTAATAGT CGAAG AGGTC CCGCAC CGAT CGC CCTT COCOCA

VaNAVAVAYATAVAVAVSY \ WNW/W{VWMMW

AMCAGT T GC GCAGCCTGAAAGGCAGGCCGGEGC CGET G6G6TG66C CACGGC CT CTAGSGT CCAG AT C CAG C

[E3 Ja00 J20s Je0 Ja1s | [4zs Ja30 Jas [ [us | IE [oss

G 6 CAT CT GGGT TA GT CGAG CGCGGGCCGC T T CCCOCAT GT CT CAC CAGGEG

T & [ s T s % s I
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Mut-A7 I Start codon M Stop codon [] Mutation

/V\/V\NV\/\/W/Y\/W\N\/\/\/\/\/\/\A/\/\A/\/\/\/\/\/\ /\AWA/\A/\/\/\/\/\[\/\/\/W\/\/\/\/\W

/\A/\M\/\/\/\/\/\/\N\/\/\/\M/\/\/\/\M/\A/\/\/\/\/\/\[\/\/\A/\MA/\N\/\A/\/\/\/\/\/\/\N\/\/\/\/\/\/\m

GGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGG

GGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGG

CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC

M PN NANANANNNANANNN NANANANNANA, NWMMMMUN\WWW

AAAA@AJ\/\/\@/\MAM/\/\W\/\/\/W\/\ A\ A nan nnminsdangn s Asn

GGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGG

o s [ Tow s T
GGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGG
s = = [ s
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Mut-A8 M Start codon I Stop codon ] Mutation

GTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGAATTCGATGACTACGTT

. mWN\/\WM\AMmmmA/\AmAN\m/\AA/\/V\AM/\/\/\/\AN\/\/\(\M\/\

CcA cCc 66T TACCACTAAC CCT G AT TT CGG C GG AT T CGAG T T CTACGT AAG C GGG ACA G C

/\{\A/\/\/\/\A/\/\/\A/\A/\/\AAMMM/\/\N\/\/\/\/\/\/\/\/\AN\A/\/\/\A/\/\/\/\/\A/\/\/\/\/\A/\/\M T

T ¢CGACGATTC CAGCATAT GAAG AGGCATAC GGT GT TAGT CGT T CCTACCGC CGT G6G6GT CGAGG A

N\@/\w\/y\/\mm/\/\/vy\/\/\/w\/\/\ﬁf\/\/\/\@/\/\/\w\mme\m&m/\w\wm

AT GA ACGCTAAAGCGGC GCAGT TGAAAG ACGGCGAGTGGC TTAATGT CTCGUCATGAAGTCCT G AAAG

iandansapaad s nfidtsnafanfnnddal\in nnfianln nnnsniassgn i Anass

cTTGGCACTGGCCOCGT CGTTTTACAACGT CGTGACTGGGAAAACCTCTGGE CGT TACCCAACTTAAT C

/\/l}wﬂ/\/\/\@/\/\/\/\qw/\/\/\/\ AN AN AMAMN AN NN AN RA AR AN

GC CTTGCAGCACAT CCCCCTTTOCGCCAGCTGGT CGTAATAGTCGAAG AGGC CCGCACCG AT CGC CCTT

\/IJ\B/\/\/\N'\ M/\A/\ \ /\/|>§ JAVaYaN A%AWM N JAYSVAYAY

|ES [z [zs |E [28s

cccAACAGTTGC GCAGC CTGAAAGGC AGGC CGG6G6G6C CGETGGG6ETGG6CCACGGCCTCTAGGC CCAGAT CC

JaVAYAV-WaN

D s Teon Teos Teo Tas Tan

[a2s [4z0 [4z [+ [aas [450

AAG C GGC AT CTGGGTTAGTCGAGT CGCGGSGCCOCGC TTCCCATGT CT CACCAGG GG GT C G AG C

= > = 7 s = Tess = e Tow = IED
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Mut-A9 I Start codon B stop codon [] Mutation

T m

Mﬂﬂmmmmmmwmmmmwm

iy

Ammmmmmmhmmmummnmmnm i
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Mut-A10

I start codon

B Stop codon

[] Mutation
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Mut-B3 I start codon B Stop codon []1 Mutation

T T T CCCAG T C C G AC GT T GT AAAAC GAC G6GC CA GT G6C CA A G CTTTCA GG OCTTOCAT GC GA G ACAT T

—p

A T

a5

0
A A G C CAC T CGC CGT CTTTCAACTGC GC CGC TTTAGC GT TCAT T T CCT CGAC CACGGTCGGTAGG A A

g ot gAY

c G6C T AACACCGT AT GC CTCT TCAT AT GCT GAATCGET C GA ACT GCT GT CCCGC TTCAACGGTAG AATC

T CGA AT CCGC CGAAAT CA GGGTTAGT GGTAACGAT GCT G6G66T GAAC GTAGTCA T CGAATTCT GT T

A A A

3 R [os Toic s B Tos ) s o0 Toas D oo

T ccCcTGT GT GA A AT T GT TA T CC GC T CACAATT CCACACAATCATACGAGTCTCGGAAGTCATAAA

M I il

= s B B2 355 B2 = ES [ 50 ES

99



Mut-B4 M Start codon M Stop codon [] Mutation

TTTCA GG CTTC CAT GC GA G ACAT T

,..A.L.QAAL)AM“L“MMA‘LAA oA.,A,.!A A A MAAA

A A T
bt Gl

oMol nminh
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Mut-B12 M Start codon M Stop codon [] Mutation

bbbt

e LA

CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC

TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
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Mut-C7 Ws

%&I\/\/\MN\W\/\WM\/\/\M\/\ /\AM [\M\AN\A/\AM/\/\/\/\A/\M f\m/mm

i /\/\/\/\N\AM\/\MM

bbbl

mmmmnnmmmmmhmmm M oy

GGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGG

TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

AAAAAAAAAAAAAAAAAA




Mut-C12 B  Start codon M Original Stop codon [l New Generated Stop codon [ Mutation
C C CAG T cCAC G A G T A A AAC G A C CA T T

Ammmdmmunmuhuummunmumhmh
AA/\/MMMW\/\W sttt
numnnAmnuumuunnmmmhmmnmmmn
e

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

T s oo = T s = o T T o Tis T
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Y32-B1 M Start codon B Stop codon [] Mutation

M\MMNMW\AMMMMMMMWMWMMWMMM

Amnuhunmumhnmmmmmhm.ﬂhmanhM
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Y32-C2 M Start codon M Stop codon [] Mutation

Wt bt




Y32-D5 I Start codon I Stop codon (] Mutation

G T AAAAC GAC G GC CAGT GC CAAG CTTT CA GG CTTCAT GC GA G ACAT TAAG CCACT CGC CGT CTT

=

Ll At e e

T CAACTGCGC CGC TTTAGCCGT TCAT TT CCTOCGACCACGGT CGGTAGG GAACGCTAACACCGT AT GC CT

T et o

C T T CAJIC|J¢j T 6C T GA AT CGAACT GCTGT CCCGCTTTCAACGTAG AACTTCGAATCCGCCGAAAT CAG GG

o Mottt gl

TTAGTGGTAACGATGCTGGT GAACGTAGTTCATCGAAT TCT GT T T CCT GTGT GAAATT GTTAT CC G

<==

s Aty

[205 [z [ais [220

|IES 250 [z== |2

C T CACAAT T CCACACAACATAC GAGTCT CGGAAGC CATAAA

i o

= 70 B3 = T S =
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Y32-D1 ¥ start codon M stop codon ] Mutation

T AAAAC GAC G GC CA GT GC CA AG CTT T CAG G CTTCAT G6C GAG ACAT TAA G C CACT CGC CGT CTTT

-

sttt o oot Mo Wt

cCAACT GC GCCGC T TTAG CGT T CAT T T OCCT CGACCACGGTCGGTAGTGAACGCTAACACCGT AT GC CT

tea b Sandamanitahaalac A o M

CTT CA|ITJE}J T 6 € T G AAT CGT CGAACTGCTGT CCCGCTTCAACGTAG AACTCGAAT CCGCCGAAAT CAG

O T A e

R

|[E3 I

GGG T TA GT G GGTAAC GATSGCTGGT GAAC GTAGTCAT CGAATTCT GGT TTOCCT GT 6T GA A AT T GT

<=

TAT

cc GC TCACAAT T CCACACAATCATAC GAGOC CTCGGAAGCATAAA

=3

0 55 B S 0 s = £ Too
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