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RESUMEN

El procedimiento reportado por Davis ef al, 1980,
para purificar T4 ADN ligasa, ha sido modificado con
el objetivo de obtener una preparacién de la enzima
virtualmente libre de exonucleasas. Se modificaron
las condiciones de elucion de las columnas de P11 e
hidroxilapatita: en vez de eluir en un paso, en ambas
se aplicé un gradiente lineal, de 300 a 800 mM de
cloruro de sodio en la columna de P11y de 0 a
B00 mM en la de hidroxilapatita. Este procedimiento
permitié la eliminacién de nucleasas y la obtencién
de una preparacion enzimdtica de gran calidad.

SUMMARY

The procedure reported by Davis ef al., 1980, for the
purification of T4 DNA Ligase has been modified in
order to obtain an enzymatic preparation virtually
free of exonucleases. The elution conditions for the
P11 and hydroxilapatite columns were modilied.
instead of one elution step in both columns, a linear
gradient was applied, from 300 to 800 mM sodium
chloride in P11 and from 0 to 800 mM ammonium
sulfate in hydroxilapatite. By this procedure the
nuclease activity was removed and a high quality
enzymalic preparation was obtained.

INTRODUCCION

Es conocido el importante rol que
desecmpenan las ADN ligasas en los
procesos celulares de replicaci6on y
rcparacién del material genético.
El empleo tan difundido de la T4 ADN

ligasa en los laboratorios que se ocupan de
la manipulacion in vitro del ADN, permite
que sea considerada como una enzima clave
en todos los trabajos de clonacidn, por lo
cual se requieren preparaciones de gran
pureza y buena actividad.

La purificacién de esta enzima fue
descrita originalmente por Weiss y
Richardson, partiendo de células infectadas
por el fago T4 tipo salvaje (Weiss y
Richardson, 1967; Weiss et al., 1968).

Ademas, se ha reportado la obtencion de
T4 ADN ligasa a partir de mutantes de
fagos defectivos en la replicacion del ADN
(Panet et al.; Knopf, 1977). También se ha
obtenido de lis6genos de lambda en E. coli
portadores del gen de la enzima (Davis
et al., 1980; Murray et al., 1979; Wilson y
Murray, 1979).

Al seguir los procedimientos descritos
para la purificacion de la cnzima, las
preparaciones obtenidas en nuestro
laboratorio no resultaron totalmente libres
de nucleasas, por lo que se emprendi6 un
trabajo de optimizacién de las condiciones
de purificacién a partir de un liségeno de
lambda similar al descrito por Davis ef al,
1980.

En este trabajo describimos el conjunto
de modificaciones que permitieron obtener
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preparaciones de T4 ADN ligasa
virtualmente libres de nucleasas.

MATERIALES Y METODOS

Cepa

La enzima fue obtenida de las cepas E. coli E1150
cl Sam 7 liségeno (Davis et al., 1980) y E. coli que
contenifa ¢l gen de la T4 ADN ligasa insertado en un
plasmidio bajo el control del promotor PL (E. coli X).

Medios de cultivo

El medio empleado fue extracto de levadura 5 g/l;
triptona 10 g/l y cloruro de sodio 10 g/l.

Resinas usadas

La DEAE 52 y la fosfocelulosa (P11) procedian
de Whatman (Inglaterra) y la hidroxilapatita de
BioRad (EE.UU.). En el HPLC para la filtracién en
gel se empled una columna TSK 3000 SW 7,5; 600 mm
(Toyo Soda, Japén) y para la hidroxiapatita se usé
una columna de 6 X 300 mm (Koken, Jap6n).

La agarosa y la lisozima empleadas provenian de
Sigma LTD y el resto de los reactivos de Merck, BDH
y Fluka.

Las columnas y sus accesorios procedian de
Pharmacia, Suecia.

ADNs

El ADN de fago lambda fue obtenido a partir de
E. coli CSH 45 Cold Spring Harbor Collection,
EE.UU., usando el método de Silhavy et al., 1984,

El pBR322 y el pUC19 fueron purificados de
acuerdo con el procedimiento de Birnboim y Doly,
1978.

La BSA libre de nucleasas asi como las enzimas
de restriccién usadas procedian de Enzibiot, Cuba, y
fueron ecmpleadas siguiendo las instrucciones del
fabricante.

Condiciones de ¢ recimiento

Las células se crecieron en zaranda a 28°C.
Cuando el cultivo alcanzé la DO600 = 0,6 se indujo
a 42°C en bafio termorregulable y se dejé incubando
3 horas en zaranda.

También se hicieron ensayos en fermentadores
Bioengineering Marubishi LTD., Japén, de 5 | de
volumen de trabajo.

Purificacion de la enzima

La purificacién se realizé siguiendo el
procedimiento de Davis et al., 1980, en lo
fundamental, que consiste en:

Preparacién del extracto enzimdtico

Las células fueron resuspendidas en buffer de lisis
conteniendo sulfato de amonio al 5 % de saturacién,
espermidina 20 mM, EDTA 20 mM,
2-Mercaptoetanol 5 mM, Tris-HCI 50 mM (pH 7,5) y
sacarosa 0,15 g/ml.

Se anadi6 lisozima a 0,5 mg/ml, se incubd 30
minutos en hielo y 5 minutos a 37 °C. Se centrifugé
a 37 000 rpm 1 hora, a 4 °C en el rotor RPS-70T,
Hitachi, Jap6n. El extracto crudo fue precipitado con
sulfato de amonio al 55 % de saturacién.

Procedimientos cromatogrdficos

El precipitado de sulfato de amonio se resus-
pendié en buffer A que contenia Tris-HCI 25 mM
(pH 7,2), 2-Mercaptoctanol 5 mM y NaCl 300 mM.

Se aplic a una columna de DEAE-52 equilibrada
con ese mismo buffer; la enzima eluyd en el pase a
través de la resina, Se realizé una didlisis contra
buffer A sin NaCl y se aplicé a una columna de
fosfocelulosa (P11) activada por el método de Greene
er al., 1978, y equilibrada con buffer A sin NaCl.
Los lavados y la elucidn sufrieron modificaciones del
protocolo original que aparecen recogidas en el
epigrafe de Resultados.

Las fracciones obtenidas de la columna anterior
se desalinizaron por didlisis contra buffer A para scr
aplicadas sobre una DEAE- 52, esta vez equilibrada
con buffer A sin NaCl. Se eluyé de la forma descrita
por Davis er al, 1980, y las fracciones recolectadas
fueron aplicadas en hidroxiapatita. A esta ultima
columna también se le realizaron modificaciones y los
resultados se presentan mds adelante.

Finalmente, se concentraron las muestras con
polietilenglicol 35 000 y se sometieron a didlisis
contra el siguiente buffer: KCI 50 mM, DTT 1 mM,
Tri-HCI 10 mM (pH 7,4), EDTA 0,1 mM, BSA 500
ug/ml y glicerol al 50 %.

Ensayos enzimiticos

Ensayo de actividad

Para detectar la actividad de la T4 ADN ligasa, en
cada etapa de la purificacién se realizd el ensayo de
unidades similar a lo reportado en el catdlogo New
England Biolabs (1986/1987), usando como sustrato
1 ug de ADN de fago lambda digerido con la
restrictasa Hind 111 en presencia del buffer de ensayo
de la T4 ADN ligasa y en 20 ul de reaccién a 15 °C
durante 30 minutos. Se aplicé en gel de agarosa
0,6 % tris acetato (0,15 unidades de la enzima son
capaces de ligar el 50 % de ADN en las condiciones
descritas anteriormente).

Ensayo de endonucleasas

La presencia de endonucleasas se valora por el
grado de conversién del ADN de forma I a forma II;
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para esto, diferentes cantidades de la preparacién
fucron incubadas con 1 ug de pUC19 durante
16 horas, a 15 °C en 20 ul de reaccién, y fueron
analizadas en gel de agarosa 0,8% tris borato.

Ensayo de exonucleasas

En los pasos intermedios de la purificacidn estos
ensayos se¢ realizaron incubando las fracciones activas
con 1 ug de ADN de fago lambda digerido con la
restrictasa Hind 11l durante 16 horas, a 15 °C en
20 ul de reaccién y en ausencia de ATP. En la
preparacién de la enzima pura se ensayd con 1 ug de
pBR322 digerido con la enzima de restriccién Taq 1.
El mantenimiento del patrén de restriccién normal
visualizado en geles de agarosa de 0,6 % 0 1,2% tris
acetato (segin el sustrato), indica la ausencia de
exonucleasas.

Pureza de la enzima

Se verificé la pureza de la enzima mediante una
electroforesis en gel poliacrilamida al 12,5 %
(Laemli, 1970).

RESULTADOS Y DISCUSION

La actividad enzimética fue 6,6 veces
mayor en el cultivo en zaranda con respecto
al fermentador (ver tabla 1), lo que
determiné el uso de la primera como forma
de cultivo.

Tabla 1
COMPARACION DEL RENDIMIENTO EN ZARANDA Y FERMENTADOR

Condiclones de Zaranda Fermentador
multiplicacién
Rendimiento de biomasa 1g
por litro de cultivo
Unidades de enzima 15 000
~por litro de cultivo

Eficiencia de ligazén de extremos romos

Esta se determiné en gel de agarosa 1,2 % tris
acetato, valorando la cantidad de enzima necesaria
para lograr la ligazén del 50 % de ADN de fago
lambda (1 ug) digerido con la restrictasa Alul a
15 °C durante una hora.

Ensayo funcional

La capacidad de la enzima para ligar los extremos
protuberantes estd dada por la frecuencia de
transformacién (f = nimero de colonias/jug de ADN)
en la ligazén con respecto a la frecuencia del nativo.
Para evaluar esto, 120 ng de pBR322 digerido con
1.2 unidades de la restrictasa Cla I, durante 1 hora a
37 °C fueron ligados con 400 unidades de la
preparacién enzimdtica y tanto el ADN digerido como
el ligado, fueron transformados en E. coli MC1066.
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Para la purificacion se prepararon 20 |
de cultivo que dieron lugar a 54 g de células
de la cepa E. coli E1150, y en el caso de la
cepa E. coli X, se hicieron 5 | que rindieron
17 g, siendo procesados como es descrito en
Materiales y Métodos.

En el primer intento de purificacién
efectuado aplicando el procedimiento de
Davis et al. (1980) a la cepa E. coli E1150,
no se consigui6 llegar a una preparacién
libre de nucleasas. Con la muestra
obtenida de esta purificacion, se realizaron
diferentes ensayos en columnas de HPLC
por filtracién en gel, DEAE e
hidroxilapatita, para tratar de eliminar las
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nucleasas, y aunque la recuperacién de la
actividad fue del 90 %, este objetivo no fue
logrado (datos no mostrados). Fue
necesario emprender un segundo proceso
de purificacién partiendo de la misma cepa
y realizarle modificaciones al protocolo de
Davis et al. 1980, las cuales se describen a
‘continuacibén.

La columna de P11 se someti6 a lavados
con 150 y 300 mM de NaCl en el buffer A
y se pudo determinar que la enzima no
aparecia en los lavados, sin embargo, estos
contenian proteinas, por lo que se decidi6
lavar extensivamente a 300 mM de NaCl.
En vez de proceder a la eluci6én en un paso
segln Davis et al. (1980), realizamos un
gradiente lineal de 300 a 800 mM de NaCl
en buffer A. En las fracciones obtenidas se
detect6 que si bien un grupo tenia un alto
valor de actividad enzimitica, también
mostraban gran contenido de exonucleasas,
ya que el ADN expuesto durante 16 horas,
en muchas de ellas desaparecia o era
degradado totalmente. Asf se logré
eliminar una proporci6én elevada de
nucleasas que segfin el procedimiento de
Davis et al. (1980), quedaban incluidas en
la preparacién,

La segunda columna de DEAE se realiz6
seghn lo descrito por Davis et al., 1980, pero
ella no parece aportar clementos
sustanciales en la purificacién (tabla 2).

Los eluatos de DEAE fueron aplicados
sobre hidroxilapatita. Esta columna fue
lavada extensivamente con buffer A.

Se realizaron dos tipos de ensayos, uno
de ellos consistente en lavados a diferentes
concentraciones de KaPQy4; en esta ocasién
la actividad se encontr6 en un gran nlimero
de fracciones y no logr6 la eliminacién
completa de las nucleasas.

En el segundo ensayo, el lavado se
realiz6 con buffer A pero en vez de efectuar
la elucién en un solo paso a 500 mM de
sulfato de amonio, se aplicé un gradiente de
dicha sal entre 0 y 800 mM. De esta forma
se lograron fracciones con actividad de
ligasa, las cuales no mostraban presencia de
nucleasas.

En las tablas 2 y 3 puede apreciarse que
la primera columna de DEAE y la P11 son
las que introducen los mayores niveles de
purificaci6n, estando el punto critico, segiin
nuestro criterio, a nivel de la P11, que es
donde se tiene que tratar de eliminar la
mayor cantidad posible de contaminantes.

Tabla 2
CUADRO RESUMEN DE LA PURIFICACION PARTIENDO DE LA CEPA LISOGENA

S Etapas |  Proteinas totales Aetliidaitota. Actividad
(mg) (unidades) ..”..e___cﬂ'il:a (U/mg)
2 220 < 900
120 15833
P11 52 5576
30,4 59 210
Hidroxilapatita 88 1 760 000 200 DOD
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Sin embargo, solamente ¢l manejo bien
controlado de la columna de hidroxilapatita
permiti6 la virtual eliminacién de las nucleasas.

Una vez modificado el protocolo, fue
aplicado en una purificaciéon de la enzima,
esta vez partiendo de la cepa E. coli X.
En la tabla 3 se muestran los resultados
obtenidos.

Resulta también evidente que este
sistema de expresion alcanza niveles muy
superiores al del lisogeno. En la figura 1 se
muestra el ensayo de actividad de esta
preparacién: hasta la dilucion 1/2000 se
logra mas del 50 % de ligazon del material,
no ocurriendo asi en diluciones
subsiguientes de la enzima.

CUADRO RESUMEN DE LA ?UR[FI;::‘T()JN A PARTIR DE LA CEPAE COLI X
Etapas Proteinas totales Actividad total A::l.IvIdad
{mg) (unidades) especifica (U/mg)
Crudo ' 8 096 20 000 000 2 400 i
DEAE | 1824 19 000 000 10 416
P11 120 15 000 000 125 000
DEAE 112 14 000 000 125 000
Hidroxilapatita 1 40 13 000 000 325 000

FIG. 1. Ensayo de actividad ligasa de la muestra obtenida en la purificacién a partir de E. coli X.

En la figura se muestra: 1) ADN de fago lambda digerido con la restrictasa Hind IIly (2-6) incubado 30 minutos
a 15°C con diluciones de la preparacién enzimética: 1/400, 1/800, 1/1600,1/2000, 1/1,respectivamente; en presencia
de tris HCI 50 mM (pH 8,0), MgCl2 10 mM,DTT 20 mM, ATP 1mM y BSA 50 ug/ml.
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Se encontré que se necesitan de 200 a
400 unidades de T4 ADN ligasa para
producir el 50 % de ligaz6n de los
fragmentos del ADN de fago lambda
digerido con Alu I (resultados no
mostrados).

En el ensayo funcional se obtuvieron los
resultados siguientes:
f nativo = 4,6 x 10° colonias /ug
f cortado = 107 colonias / ug
f religado fraccién 1 = 4,5 x 10* colonias / ug
f religado fraccién 2 = 4 x 10* colonias / ug

FIG. 2. Ensayo de ligazén de extremos romos de la preparacién enzimética obtenida en la purificacin a partir
de la cepa E. coli X. Tres microgramos de ADN de fago lambda digerido con la restrictasa Alu I; (linecas 1y
2) y el material digerido se ligé con 400 U de T4 ADN ligasa durante 8 horas a 15 °C (lincas 3 y 4) en solucién
T4-PEG (tris HCI 50 mM, pH 7,8; MgCL2 5§ mM, DTT 1 mM y polietilenglicol 6000 al 16 %); 2 (g de la ligaz6én
fueron nuevamente digeridos con la restrictasa Alu I (lineas 5 y 6), para chequear la ausencia de nucleasas en
la preparacién de 14 ADN ligasa. El ADN de fago lambda fue inicialmente digerido con 22 U/ig lineas 1,3 y

5) 05 Ujug (lineas 2, 4 y 6) de restrictasa Alu L.

Se chequed, ademds, por un ensayo de
ligazbn de extremos romos, que la enzima
produce 100% de ligaz6n de fragmentos de
ADN de fago lambda sobredigeridos con la
restrictasa Alu I, sin modificar los extremos
(figura 2).

En la incubacién de pUCI19 con la
preparaci6n, se aprecia la conversion de
menos del 5 % de la forma I del ADN a
forma II, lo que indica la ausencia de
endonucleasas (datos no mostrados). En el
ensayo de exonucleasas se mantuvo el
patrén normal de restriccion, lo que indica
que estas fueron eliminadas. (Ver figura 3.)

f religado T4 ligasa control = 4,8 x 10*
colonias / ug

Cumpliéndose que:

f cortado < 107 f nativo

f religado = 2 x 107! f nativo (figura 4)

En la figura 5 se muestra la electroforesis
en gel de poliacrilamida, mediante la cual
se pudo verificar la pureza del material
obtenido en la purificacién partiendo de la
cepa E. coli X.

Esta preparacion ha sido empleada en
trabajos con linkers y en el acoplamiento
de oligonucle6tidos para la fabricacion de
fragmentos mayores de ADN por via
sintética con resultados satisfactorios.
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FIG. 3. Ensayo de exonucleasas de la preparacién de T4 ADN ligasa obtenida partiendo de E. coli X. Un
microgramo de plasmidio pBR322 digerido con la restrictasa Taq I fue incubado durante 16 horas a 15°C con
diferentes cantidades de la preparacién enzimdtica en presencia del buffer descrito en la figura 1, pero sin ATP.
Linea 1) pBR322 digerido con la restrictasa Taq I; (lineas 2- 4) incubado con 60, 100 y 200 unidades de la
preparacion, respectivamente.

FIG. 4. Ensayo funcional de la preparacién enzimdtica obtenida a partir de E. coli X. Ciento veinte nanogramos
de plasmidio pBR322 (linea 1) fueron digeridos con 10 U/ug de restrictasa Cla 1 (Iinea 2) ¢ incubado
por 16 horas a 15°C con 400 unidades de la preparacion obtenida (linea 3).
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F1G. 5. Electroforesis en gel de poliacrilamida. Linea 1: Proteinas patrones de pesos moleculares (Fosforilasa
B 97 kDa, BSA 68 kDa, ovoalbimina 43 kDa y anhidrasa carbdnica 30 kDa); Inhibidor de tripsina 21 kDa, beta
lacto; 2) Extracto enzimético crudo; 3) BSA libre de nucleasas, que fue afadida a la preparacién enzimdtica

obtenida; 4) preparacién enzimética obtenida a partir de E. coli X, conteniendo BSA libre de nucleasas .
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