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. ANTECEDENTES Y OBJETIVO

Las endolisinas, enzimas liticas derivadas de secuencias de fagos, son una alternativa terapéutica prometedora frente a la resistencia a
los antimicrobianos (RAM), la adicion exégena de endolisinas recombinantes resulta en una lisis hipoténica de las bacterias”.

Sin embargo, se ha observado que en bacterias Gram-negativas, la membrana externa de la pared celular dificulta el acceso de las
endolisinas a la capa de peptidoglicano, lo que puede limitar o inhibir completamente su accion.

No obstante, existen estrategias para superar esta limitacion, como ser la adicién por ingenieria genética de secuencias de nanopeptidos
policationicos (PCNP)2.

En el Area de Bioquimica Molecular del Instituto de Investigaciones Farmaco Bioquimicas, disefiaron tres constructos plasmidicos: el
primero cuenta solo con la secuencia de la endolisina XFlI, el segundo constructo tiene secuencia de la endolisina unido a la secuencia
del PCNP y en el tercer constructo consta la endolisina XFIl unida al PCNP a través de con un LINKER.
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Fig. 1: Disefio de los constructos plasmidicos:
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El objetivo del presente trabajo es determinar el efecto de las modificaciones comparando: actividad catalitica sobre diferentes sustratos . 0
sintéticos, condiciones dptimas de estabilidad (temperatura y pH) y parametros cinéticos (Km, Vmax y Kcat) de las dos endolisinas quiméricas TR e
y de la endolisina nativa XFII.
1. METODOLOGIA Fig. 2: Esquema general del disefio de las endolisinas.
1. Transformacion - Seleccion — Expansion - Induccion — Cosecha 2. Purificacion de proteinas por Cromatografia de Afinidad de Metal
Inmovilizado (IMAC) - equipo AKTA Go
Columna
Particulas de SEFAROS) -, 1
N Rvo. Bug Buster cargadas con iones de/!‘ R HisTrap HP
__: Ty niquel
& - 0 {'_ —
BL21 (DE3) 8
Rosetta gami 2 (DE3) ] / //'” ‘\ i i
== 100pL . Colonia 0D=0.6 An - 3
Shack ’ - > Bl ]
ahad Inocutacion o s s =
Termobloque por iva 37°¢ 4mL de LB J S - -
3. Actividad Catalitica con sustratos cromogénicos 4. Determinacion de temperatura y pH 6ptimos
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1. RESULTADOS
Fig. 3: Act. catalitica con diferentes sustratos Fig.4: Ensayo de temperatura optima Fig.5: Ensayo de pH 6ptimo
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Tabla 1. Pardmetros cinéticos de Vmax [umol/min] Km [mM] Kcat [min-1] Kcat/Km [min-1 * Mm-1]
. XFII 0,00206971 0,80905921 0,08943207 0,11053835
las endolisina XFIl y PCNP-XFII
PCNP-XFII 0,00039453 0,23693607 0,01704772 0,07195071

v. CONCLUSION

La endolisina nativa en general es un poco mas eficiente, pero la endolisina quimérica (PCNP-XFII) es mucho mejor para unirse al sustrato a bajas
concentraciones.
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