UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

h [.é.]nnl““““?;

DESARROLLO DE UN SISTEMA DE FUSION INNOVADOR CON LA
PROTEINA CUSF PARA LA PRODUCCION DE PROTEINAS
RECOMBINANTES Y BIOFARMACOS

Por

JESUS ENRIQUE CANTU BUSTOS
Como requisito parcial para obtener el Grado de

MAESTRIA EN CIENCIAS con Orientacion en
FARMACIA

NOVIEMBRE, 2013



DESARROLLO DE UN SISTEMA DE FUSION INNOVADOR CON LA
PROTEINA CUSF PARA LA PRODUCQION DE PROTEINAS
RECOMBINANTES Y BIOFARMACOS

Revision de la tesis:

Dr. ISAIAS BALDERAS RENTERIA

Dr. OMAR GONZALEZ SANTIAGO

Dra. LUCIA GUADALUPE CANTU CARDENAS



RESUMEN

Jesus Enrique Cantu Bustos Fecha de Graduacion: Diciembre, 2013

Universidad Autébnoma de Nuevo Leon

Facultad de Ciencias Quimicas

Titulo del Estudio: DESARROLLO DE UN SISTEMA DE FUSION
INNOVADOR CON LA PROTEINA CUSF PARA LA PRODUCCION DE PROTEINAS
RECOMBINANTES Y BIOFARMACOS.

NuUmero de paginas: 73 Candidato para el grado de Maestria en
Ciencias con orientacién Farmacia.

Durante la produccién de biofarmacos, obtenidos a partir de proteinas
recombinantes, es importante generar dichos productos a bajos costos, buena
calidad y una alta produccion. Para lograr los objetivos anteriores se utilizan las
proteinas de fusion, de las cuales se necesita generar nuevas alternativas para
optimizar el proceso de produccion de proteinas recombinantes. La proteina
CusF, debido a sus caracteristicas de estabilidad y expresion, puede utilizarse
como sistema de fusion alternativo. El objetivo de este trabajo fue desarrollar
una tecnologia nueva para la produccion de proteinas recombinantes plegadas
y activas en Escherichia coli utilizando como proteina de fusion CusF. Se
obtuvo el ADN de varios genes como cusf, gst, pap2, lovr, imbl, gfp, iaa9 y
ndpk2 utilizados en este estudio, como proteinas de referencia para la
expresion, con iniciadores especificos por medio de PCR, se llevd a cabo la
digestidbn con enzimas de restriccion, seguida de la ligacion con el vector
seleccionado. Los productos de ligacion se utilizaron para transformar la cepa
DH5a de E. coli para finalizar la clonacion y posterior extraccion y purificacion
del ADN plasmidico. Se realizaron electroforesis en gel de agarosa para
observar la amplificacién, y asi confirmar la clonacién, de los genes cusf, gst,
pap2, lovr, imbl, gfp, iaa9 y ndpk2. La cepa BL21(DES3), de la mismaestripe
bacteriana se utilizé para transformar el ADN plasmidico puro y llevar a cabo la
expresion de las proteinas recombinantes. Finalmente se elaboraron dos
resinas, una con iones Ag(l) y otra con Cu(ll) inmovilizados para llevar a cabo la
separacion y purificacion de CusF-GFP.
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1. INTRODUCCION

1.1 Proteinas de fusioén

El uso de proteinas recombinantes se ha incrementado ampliamente en los
altimos afos, en respuesta al rapido crecimiento del campo de la protedmica.
Los hibridos recombinantes son ampliamente utilizados y contienen una
proteina de fusidén, denominada etiqueta de afinidad, para facilitar la purificacion
de las proteinas de interés. Diferentes proteinas o péptidos pueden ser
fusionados con las proteinas de interés. Al hacer uso de estas proteinas de
fusidn se obtienen ventajas para facilitar la purificacion y deteccion de proteinas

recombinantes, dichas proteinas son bien conocidas en el @&mbito cientifico [1].

La produccién de proteinas recombinantes en una forma altamente pura y bien
caracterizada ha sido una tarea dificil para los quimicos que trabajan con estas
biomoléculas dentro de la industria farmacéutica. En afios recientes, muchos
péptidos y proteinas han sido desarrollados para la produccion de nuevas
prétidos recombinantes. Estos sistemas de etiquetas de afinidad comparten las
siguientes caracteristicas: a) purificacion por absorcion en un solo paso; b) un
minimo efecto en la estructura terciaria y la actividad biolégica; c) facil y
especifica remocion para producir la molécula nativa; d) ensayos simples y
especificos de las proteinas durante la purificacion; e) aplicabilidad a un numero
de diferentes polipéptidos Sin embargo, cada etiqueta de afinidad es purificada
bajo condiciones especificas de buffer, el cual puede afectar la proteina de

interés. Por lo tanto se han desarrollado, diferentes tipos de estrategias para



producir proteinas recombinantes a gran escala. Un enfoque es usar una
etiqueta de péptido pequefio que no debe interferir con la proteina fusionada.
Los pequefios péptidos etiquetas mas comunmente utilizados son: poly-Arg
(Arg-tag), FLAG®, poly-His, c-myc, S y Strepll (Ver tabla 1 para descripcion
detallada). Para algunas aplicaciones, estas pequefias etiquetas pueden no ser
removidas, esto debido a que son menos inmunogénicas que las grandes
etiquetas. El efecto en la estructura terciaria y en la actividad biologica de las
proteinas de fusion con pequefias etiqguetas depende de la localizacién y de la

composicién de aminoacidos de la etiqueta [1-3].

Otro enfoque es usar péptidos grandes o moléculas proteicas completas como
proteinas de fusion. El uso de proteinas grandes puede incrementar la
solubilidad de las proteinas de interés, la desventaja es que la etiqueta tiene
gue ser removida para muchas aplicaciones posteriores de la proteina de

interés, por ejemplo, cristalizacion o produccion de anticuerpos [1,4].

En general es dificil decidir cuéal es el mejor sistema de fusién para una
proteina de interés especifica. Esto depende de la misma proteina de interés, el

sistema de expresion, y la aplicacion de la proteina purificada [1, 3].



TABLA 1 Matrices y condiciones de elucion de etiquetas de afinidad

Eth.u.eta de Matriz Condiciones de elucion
afinidad
Poly-Arg Resina de intercambio Gradiente linear de NaCl de
(poliarginina) cationico 0 a400 mM a pH mayor a 8
Poly-His Ni** -NTA, Co** -CMA Imidazol 20-250 mM o pH
(polihistidina) (Talon) bajo
FLAG® Anticuerpo monoclonal Anti- bH 3.0 0 2-5 mM EDTA
FLAG
Strep-tag Il Strep-Tactin(streptavidina 2.5 mM destiobiotina
p-tag modificada) (desthiobiotine)
c-myc Anticuerpo monoclonal Bajo pH
3M tiocianato de guanidina,
S Fragmento S de RNasaA 0.2 M citrato pH 2, 3M
cloruro de magnesio
Péptido de Union | 1o dulina EGTA 0 EGTA con 1M NaCl
a Calmodulina
. . Familia I: guanidina HCI o
Dominio de unién
Celulosa urea mayor a 4M
a celulosa - . .
Familia 1I/111: etilenglicol
Glutation S Glutatiéon 5-10 mM glutation reducido
Transferasa
Proteina de union Amilosa entrecruzada 10 mM maltosa
a maltosa

La fase inicial “rio arriba” de produccién de biofarmacos consiste en el disefio
del sistema de expresion que implica la elaboracion mediante ingenieria
genética, del vector de clonacién para el gen que codifica la proteina de interés
en la célula hospedera adecuada. La segunda fase “rio abajo” se enfoca al
proceso de purificacion, evaluacion del control de calidad y validacién de dicho
producto. En términos generales, la produccion de proteinas recombinantes
sigue el siguiente esquema: 1) Tratamiento con enzimas de restriccion de un

vector de clonacion y del ADN que contiene el gen gque codifica la proteina de




interés, 2) Ligamiento del gen con el vector para obtener el ADN recombinante
(ADNr), 3) Internalizacion y replicacion (clonacion) del ADNr en una célula

hospedera y 4) Expresion del gen de la proteina [3,4].

El disefio del vector basado en técnicas de ingenieria genética y la eleccion de
la célula hospedera determinan en gran parte, las caracteristicas de la proteina
recombinante, las estrategias de su purificacion, rendimiento y el costo de su

produccion|5s,6].

Algunos de los elementos moleculares que han sido manipulados para controlar
la expresion génica incluyen el gen codificante para la proteina de interés, un
origen de replicacién, un marcador de seleccion (resistencia a antibiéticos), un

promotor y un terminador de transcripcion [7, 10].

El nivel de expresion depende del organismo hospedero. Actualmente, muchas
de las proteinas comercialmente importantes son producidas con tecnologia de
ADN recombinante y son sintetizadas en Escherichia coli (E .coli). El amplio uso
de esta bacteria se debe a la gran cantidad de investigacion que se ha realizado
sobre su genética, biologia molecular, bioquimica vy fisiologia, pero sobre todo,
si la proteina deseada tiene buenos niveles de expresion, E. coli produce
grandes cantidades de ésta a bajo costo siempre y cuando la proteina sea

expresada [11].



Desafortunadamente en E. coli, dependiendo mucho de la proteina de interés,
los niveles de expresion pueden ser bajos y se obtienen cantidades minimas;
gue en proteinas pequefas, esto se debe a su degradacion por proteasas. Una
de las maneras de resolver este problema es construir un plasmido de ADN que
codifique a la proteina deseada bajo el mismo marco de lectura de otra proteina
que presente altos de niveles de expresion y sea estable en E. coli. A esta
proteina por lo regular se le llama “proteina de fusiéon” y una de sus funciones

es proteger a la proteina de interés de las proteasas [12].

Ademas de la degradacion proteolitica, otro problema muy comudn en la
expresion de proteinas en E. coli, es la formacion de cuerpos de inclusion
insolubles, inactivos e inservibles, que se forman cuando la proteina de interés
no se pliega adecuadamente y es muy dificil encontrar las condiciones de

didlisis 6ptimas para su plegamiento [11].

La utilizacion de proteinas de fusion puede ayudar a evitar la formacion de
cuerpos de inclusién de la proteina de interés. Clonar el gen de la proteina
deseada en el C-terminal de la proteina de fusién permite que sea plegada
correctamente, debido a que las chaperonas y chaperoninas de E. coli son
capaces de plegar la proteina de fusion exitosamente y al mismo tiempo, plegar
la proteina de interés al considerarla como una sola, empezando por la proteina

de fusion, homaologa en algunos casos [13].
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Durante la produccion de proteinas recombinantes, la purificacion de las
mismas es de suma importancia. E. coli produce miles de proteinas diferentes,
lo cual dificulta la purificacion de la proteina de interés. Para solucionar dicha
problematica, se ha utilizado la cromatografia de afinidad, ya que se pueden
obtener purezas de hasta el 90% en un solo paso, lo que la coloca como uno de
los métodos favoritos de los investigadores. Como ya se mencion6
anteriormente, las proteinas de fusibn permiten que las proteinas
recombinantes puedan ser purificadas por medio de cromatografia de afinidad,;

la mas usada para tal aplicacién, es la MBP [14].

1.2 Biofarmacos en la industria

Las biofdrmacos basados en proteinas recombinantes que estan aprobados
para su aplicacién clinica y que se expresan en E. coli se presentan en la tabla

2[8,9].

Tabla 2 Biofarmacos aprobados para su aplicacion clinica obtenidos en E. coli.

Producto Compaiiia Indlcz,;lcpn Afo
terapéutica
Nutropin (th GH) Genetech Deficiencia de 1994
P GH en nifios
. Diabetes
Insuman (rh Insulina) Hoechst . 1997
mellitus
Tratamiento
Beromun (rh TNFa) Boehringer-Ingel post.remocion 1999
de tumores
. . Hepatitis
Virtron (rh-IFN-a-2 hering Plough . 2
irtron ( a-2b) Schering Ploug crénica By C 000
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Viraferon (rh-IFN-a- . Hepatitis
2b) Schering Plough crénica By C 2000
Falla de
Nutropin AQ (rh-GH) Schwartz Pharma c'reC|m|ento, 2001
sindrome de
Turner

1.3 Caracteristicas de la proteina CusF

CusF es una proteina que se encuentra en el periplasma de E. coli y esta
encargada de regular las concentraciones de iones metalicos toxicos, como
Cu(l) y Ag(l) [15]. E. coli controla el exceso de cobre utilizando dos sistemas de
los cuales, uno es el CusCFBA, que funciona como un sistema tipo antipuerto,
removiendo el exceso de iones de cobre del citoplasma. Tres de los
componentes de este sistema, CusCBA, son homologos a aquellos encontrados
en el sistema que da resistencia a farmacos como el TolC-AcrAB [16]. El cuarto
componente, CusF, se encuentra Unicamente en este sistema de resistencia a
cobre y plata; CusF posiblemente interactia con CusB y CusC como
intermediario para remover los iones metalicos (figura 1). Al remover el gen de
CusF del cromosoma de E. coli, la bacteria presenta un fenotipo menos
resistente al cobre. Experimentos con microarreglos han demostrado que al
exponer a la bacteria con Cu(ll) el transcrito de cusf, aumenta notablemente

[17].
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Figura 1 Mecanismo de accion para el sistema CusCFBA

La estructura cristalina de CusF refleja una proteina que forma un barril de 5
plegamientos 3. Este tipo de estructuras son sumamente valiosas porque se ha
observado que presentan resistencia a la degradacion por proteasas [15,18].

Debido a esta cualidad, se ha propuesto a CusF como proteina de fusion.

Los altos niveles de expresién de CusF han sido determinados previamente por
medio de microarreglos de proteinas auto-ensambladas [19], utilizando la
proteina verde fluorescente (GFP) como proteina reportera de expresion y
plegamiento [20], y comparandola con otras cuarenta proteinas. Se encontré
gue CusF-GFP obtuvo los niveles mas altos de fluorescencia, es decir, CusF
fue la proteina que produjo mas GFP plegada correctamente. Cabe mencionar
qgue las intensidades de fluorescencia fueron mayores que MBP-GFP y GST-
GFP, dos de las proteinas de fusion mas utilizadas por los investigadores a

nivel mundial [14,21].
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Para el sistema CusF, se propone una cromatografia de afinidad que presente
las ventajas de obtener una alta pureza en un solo paso cromatografico. De
manera natural CusF une los iones Cu(l) y Ag(l) [15,22], por lo que sintetizara
una matriz que contenga iones de Ag(l) debido a que este tipo de resina ya ha
sido creada utilizando glutaraldehido y tiourea como activadores para que la

poliacrilamida pueda inmovilizar iones Ag(l) [23, 24].

Ademas de presentar un nivel de expresion superior y la capacidad de realizar
cromatografia de afinidad para su purificacion, CusF tiene otra cualidad que le
hace mas atractiva que MBP y GST: su peso molecular. CusF es una proteina
de apenas 12 KDa, mientras que MBP y GST son de 40 y 26 KDa

respectivamente [1,6,15].

Por todo lo anterior, las proteinas de fusién son primordiales para la produccién
de proteinas recombinantes en E. coli. Deben generarse sistemas de fusion
alternativos para la expresiéon y purificacion de proteinas, en este caso CusF.
Dicha proteina se encuentra de manera natural en E. coli y su funcién es la
expulsion de iones metélicos toxicos [15]; CusF facilmente puede competir con
otras proteinas de fusion como la MBP y la GST, debido a sus caracteristicas
ya mencionadas, que permitirdn producir proteinas con buenos rendimientos y

de alta calidad.



HIPOTESIS

La proteina CusF es mejor opcion como proteina de fusion, en comparacion con

GST, para la expresion heterdloga de proteinas recombinantes en E. coli
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OBJETIVO GENERAL

Proponer una tecnologia alternativa para la expresion y purificacion de

proteinas recombinantes en E. coli utilizando CusF como proteina de fusion.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

Construir una variedad de plasmidos con diferentes genes, incluyendo
CusF y GST como proteinas de fusion.

Generar una resina especial para la purificacion de proteinas
recombinantes marcadas con CusF, por medio de cromatografia de
afinidad con iones Ag(l) inmovilizados o mediante el uso de una resina
con iones Cu(ll).

Establecer métodos eficaces para la expresion y purificacion de

proteinas recombinantes fusionadas a CusF.
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2 MATERIALES Y METODOS

2.1 pET28b y enzimas de restriccién

2.1.1 Mapa General pET28b

El mapa del vector es el mismo a excepcion del tamafio, para pET28b es de

5368bp y para pET28c 5367bp. Cada par de base se sustrajo de la secuencia

vecina a BamHI.
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Figura 2 Mapa general del vector plasmidico pET28a.
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2.1.2 Sitios de interés

Tabla 3 Sitios de principal interés en el vector pET28b

Secuencias Principales Sitio de secuencia
Promotor T7 370-386
Inicio de transcripcion de T7 369
Sitio de clonacién multiple 158-203
Terminador T7 26-72

Secuencia codificante lacl 773-1852

Secuencia codificante de Kan 3995-4807
Insercién CusF o GST (BamHI: Ndel) 198: 238
Insercion secuencias de interés (Xhol: Notl) 158: 166

2.1.3 Sitios de corte

Tabla 4 Secuencias de reconocimiento de enzimas de restriccion

Enzima de restriccion | Sitio de corte
BamHI G GATCC
Ndel CA'TATG

Notl GC'GGCCGC
Xhol C'TCGAG

18
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2.2 Tamainos moleculares de los genes

En la siguiente tabla se muestra el tamafio molecular de los genes, asi como

del tamafio de la proteina al ser expresada en la célula bacteriana

Tabla 5 Tamafos moleculares de los genes y proteinas utilizados.

Proteina Longitud pb Aminoécidos KDa
CusFc 303 101 10.6
CusFp 330 110 11.6

GST 603 206 25

GFP 720 240 26.9
IMB1 1158 386 40.5
PAP2 921 307 32.2

NDPK2 693 231 24.2
LovR 456 152 15.9

IAA9 1014 338 35.5

2.3 Obtencidén del ADN de los genes cusfy gst

2.3.1 Disefo de iniciadores

Se disefaron iniciadores especificos para amplificar las secuencias codificantes
de las proteinas CusF y GST (obtenidas de plasmidos con los cuales se
contaba previamente). En dicho disefio de iniciadores se considerd incluir el
coddn de inicio de la transcripcién (ATG) para el segmento amplificado de 5™ a

3’ (iniciador derecho). El iniciador que amplifica el segmento de 3"a 5 (iniciador
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reverso) no incluye el codon de terminacion de la transcripcion (ATC), esto para
gue la proteina fusionada y estas se expresen como una sola proteina. Ademas
los iniciadores incluyen las secuencias de reconocimiento para las enzimas de
restriccion BamHI y Ndel. Las secuencias de los iniciadores amplifican 2
productos diferentes que tendra un tamafio de 333pb y 660pb, respectivamente

(Tabla 6).

Tabla 6 Secuencia de iniciadores empleados en amplificacién de los genes cusf
y gst

Iniciadores Secuencia 5’ a 3’
! niCiadé’L:geCho 5’-agtcagtcacatatggctaacgaacatcatgaaac-3’
! nicia(g)ursrlilverso 5”-agtcagggatccctggctgactttaatatcctgtaa-3
! ”iCiadg?rereCho 5"-agtcagtcacatatgtccectatactaggttattg-3
' niciadgrstlt_eve "0 | 5.agtcagggatccatcegattttggaggatggte-3

2.3.2 Amplificacion de las secuencias génicas de cusf y gst

Para llevar a cabo la obtencion de las primeras moléculas de ADN
correspondientes a las secuencias de las proteinas CusFp (periplasmico),
CusFc (citoplasmico) y GST, se puso en marcha el método de Reaccién en
Cadena de la Polimerasa (PCR). Para este proposito se realizé un coctel de
concentracion variable (dependiente del nUmero de muestras a amplificar) con
los componentes constantes en una reaccion de este tipo (Vent ADN

Polimerasa, Sales, agua, Mg(ll) y dNTPs). Los componentes variables tales
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como: iniciadores y DNA se utilizaron tal como se indica en la Tabla 7. Todas
las reacciones, tanto muestras como blancos, se llevaron a cabo en un volumen

de 50 pL.

Tabla 7 Componentes de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Componente Concentracién Volumen
Mezcla
-- 43 pL
coctel
Iniciador
10 uM 3 uL
derecho H H
Iniciador
10 uM 3 uL
reverso
DNA molde N/D 1puL

Una vez hechas las diluciones apropiadas para cada muestra se sometieron al
desarrollo de los ciclos de temperatura en un Termociclador de Gradientes
(Corbett Research CG1-96). Los ciclos de temperaturas y tiempos

correspondientes a la PCR se presentan en la Tabla 8.

Tabla 8 Ciclos de temperaturas y tiempos correspondientes a las etapas
acopladas a la PCR.

Experimento Temperatural/tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95°C/1 min. 1
Desnaturalizacion 95°C/30 seg.
Alineamiento 59°C/30 seg. 30
Extension 72°C 1min/Kb
Extension final 72°C/10 min. 1
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Para confirmar la amplificacion del ADN se analizaron todas las muestras
mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.7% (m/v). Una vez revelado el
resultado de la PCR, se seleccionaron las muestras con mejor resolucion de la
banda de amplificacion de CusFc, CusFp y GST, de 303pb, 333pb y
660pb,respectivamente y asi continuar con los procesos de amplificacion de
inserto por PCR con fines de clonacién molecular en un vector plasmidico y
transformacion de E. coli para la utilizacién de dichos plasmidos en una nueva

insercion de genes de interés.

2.4 Clonacion molecular de los genes cusf y gst

2.4.1 Reacciones de digestién enzimatica

Para llevar a cabo las digestiones con enzimas (endonucleasas) de restriccion,
se realiz6 un cambio de buffer de las amplificaciones de cusf y gst, esto para
mejorar el rendimiento de digestion. Las amplificaciones fueron sometidas a la
digestién con endonucleasas de restriccion BamHI y Ndel. Las condiciones y
concentraciones de reaccion se presentan en la tabla 9. Las digestiones se

realizaron en un volumen total de 40 pL.
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Tabla 9 Componentes de digestién con endonucleasas de restriccion de cusfy

gst
Componente Concentracion Volumen Tiempo
ADN 30pL
Buffer 3 10x 4 uL
3h
BSA 10x 4 pL
BamHI 10U/ pL 1pL
Ndel luL 1h

Ademas se realiz6 la linearizacion del vector plasmidico pET28b, que es el

vector seleccionado para la clonacion de los genes previamente mencionados y

contiene un sitio de multiclonacion dentro de su estructura y contiene el gen de

resistencia a Kanamicina. En la tabla 10 se describen las condiciones y los

componentes de las reacciones de digestién plasmidica

Tabla 10 Componentes de digestién con endonucleasas de restriccion del

vector pET28b

Componente Concentracion Volumen Tiempo
ADN 30pL
Buffer 3 10x 4 uL
3h
BSA 10x 4 pL
BamHI 20U/ pL 1 L
Ndel 1pL 1h
SAP 1pL 1h




2.4.2 Reacciones de ligacién de los genes cusf y gst con el vector

PET28b
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Esta fase del proceso se realizé mediante la ligacion del ADN de las proteinas

CusFp, CusFc y GST con el vector pET28b, ya digeridos, y una posterior

transformacién con células rubidio-competentes utilizando las cepas E. coli

DH5a.

Al haber sido digeridos con las enzimas de restriccion BamHI y Ndel, tanto los

genes como el vector presentan sitios digeridos complementarios, lo cual es

necesario para llevar a cabo la ligacion. Las ligaciones se llevaron a cabo en un

volumen total de 10 pL y los componentes se presentan en la tabla 11.

Tabla 11 Componentes de digestion con endonucleasas de restriccion del

vector pET28Db.

Componente Concentracion | Volumen | Temperatura/Tiempo
Buffer 10x lpL
pET28b linear ND 3 puL
25°C/12h
T4 ADN Ligasa 10 U/ pyL 1L
Inserto (cusf o gst) ND 5 uL
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2.4.3 Transformacion de E. coli

En el proceso de transformacién bacteriana se utilizo la cepa DH5a como
vehiculo de clonacion de la cual se prepar6 un lote de células rubidio-

competentes.

Las células se resuspendieron en el buffer (50 yuL) que las mantiene en crio-
preservacion y se agregaron los 10 pL del producto de ligacion pET28b-CusFp,
pET28b-CusFc o pET28b-GST, de manera simultdnea se llevé un blanco. Una
vez mezcladas las células competentes y el plasmido se incubaron en hielo
durante 20 minutos con una agitacion suave cada 5 minutos, al pasar el periodo
de incubacion se realiz6 el choque térmico en bafio de agua a 42°C durante 45
segundos e inmediatamente se colocaron los tubos en bafio de hielo por 2
minutos, posteriormente se agregaron 800 puL de medio LB y se puso en
incubacion a 37°C por 30 minutos en agitacion de 220 rpm. Una vez
transcurrido este tiempo, las muestras y el control se centrifugaron a 13000 rpm
por 2 minutos, se desecharon 800 pL del sobrenadante y el paquete celular se
resuspendiéo en el volumen restante. Las muestras y el control negativo se
sembraron en cajas Petri con medio Agar LB con kanamicina 30 pg/mL. Las
placas de agar fueron incubadas a 37°C por 16 horas y una vez cumplido este
tiempo, se seleccionaron las colonias para llevar a cabo la inoculacion en caldo
LB con kanamicina e incubar 16 horas a 37°C, transcurrido el tiempo se realiz6
la extraccion de plasmido con el kit StrataPrep Plasmid Miniprep de 5 colonias

de cada una de las ligaciones.
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2.4.4 Confirmacion de la clonacién de los genes cusf y gst

Posterior a la extraccion y purificacion de ADN plasmidico con el kit StrataPrep
Plasmid Miniprep se confirm6 mediante PCR la presencia de la secuencia de
los genes de las proteinas CusF y GST. Dicha amplificacion se llevo a cabo con
las mismas condiciones descritas en las tablas 2 y 3 a excepcidn de la variacion
de los iniciadores, los utilizados en esta ocasion corresponden al promotor y
terminador T7 y posteriormente se corrid un gel de agarosa al 0.7% (m/v) para

confirmar la amplificacion.

2.5 Obtencion del ADN de los genes pap2, ndpk2, imb1, gfp,

lovr e iaa9

2.5.1 Disefio de iniciadores:

Se disefiaron iniciadores especificos con el propdésito de tener una gama
de diversas proteinas a probar para la eficiencia de CusF como péptido de
fusion, las secuencias codifican las proteinas PAP2, NDPK2, IMB1, GFP, LovR
e IAA9 (obtenidas de plasmidos con los cuales se contaba previamente y estos
provienen de Arabidopsis thaliana). En dicho disefio de iniciadores se consideré
incluir el coddn de inicio de la transcripcion (ATG) para el segmento amplificado
de 5" a 3" (iniciador derecho). El iniciador que amplifica el segmento de 3'a 5
(iniciador reverso) incluye el coddon de terminacion de la transcripcion (ATC).
Ademas los iniciadores incluyen las secuencias de reconocimiento para las

enzimas de restriccién Xhol para el reverso y Notl para el derecho (Tabla 12).
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Tabla 12 Secuencia de iniciadores empleados en amplificacién de los genes
cusfy gst.

Iniciadores Secuencia5’a 3’

Iniciador derecho GFP | 5 -agtcagtgcggccgcatggtgagcaagggcgaggag-3°

Iniciador reverso GFP 5"-agtcagctcgagttattcgtgccattcgattttctgag-3”

Iniciador derecho IMB1 5’-agtcaggcggccgcatgtctgtacatgtcaaggagg-3°

Iniciador reverso IMB1 5"-agtcagctcgagtcaagctttcttagctcttttaattgaa-3°

Iniciador derecho IAA9 5’-agtcaggcggccgcatgtccgaagagce-3°

Iniciador reverso IAA9 5’-agtcagctcgagttaagctctcatcttcgatttctcc-3°

Iniciador derecho NDPK2 | 5"-agtcaggcggccgcatggtgggagcegactgtagttag-3°

Iniciador reverso NDPK2 | 5"-agtcagctcgagtcactcccttagccatgtagctagag-3°

Iniciador derecho PAP2 5’-agtcaggcggccgcatgtctgtatctgtagcagcag-3°

Iniciador reverso PAP2 5’-agtcagctcgagctagttcctgcttctgcacttctc-3°

Iniciador derecho LovR 5’-agtcaggcggccgcatgagccggcecagcegcetcg-3°

Iniciador reverso LovR 5"-agtcagctcgagtcaggtcagggtgtcaaccacgce-3”

2.5.2 Amplificacion de las secuencias génicas de pap2, ndpk2, imb1, gfp,
lovr e iaa9

Para llevar a cabo la obtencion de las primeras moléculas de DNA
correspondientes a las secuencias de las proteinas PAP2, NDPK2, IMB1, GFP,
LovR e IAA9, se puso en marcha el método de Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR). Para este proposito se realizé un coctel de concentracion
variable (dependiente del numero de muestras a amplificar) con los
componentes constantes en una reaccion de este tipo (Vent DNA Polimerasa,

Sales, agua, Mg(ll) y dNTPs). Los componentes variables tales como:
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iniciadores y DNA se utilizaron tal como se indica en la Tabla 4. Todas las
reacciones, tanto muestras como blancos, se llevaron a cabo en un volumen de

50 L.

Una vez hechas las diluciones apropiadas para cada muestra se sometieron al
desarrollo de los ciclos de temperatura en un Termociclador de Gradientes
(Corbett Research CG1-96). Los ciclos de temperaturas y tiempos

correspondientes a la PCR se presentan en la Tabla 7.

Para confirmar la amplificacibn del DNA se analizaron todas las muestras
mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.7% (m/v). Una vez revelado el
resultado de la PCR, se seleccionaron las muestras con mejor resoluciéon de la
banda de amplificacion para continuar con los procesos de amplificacion de
inserto por PCR con fines de clonacibn molecular en un vector plasmidico y
transformacion de E. coli para la utilizacién de dichos plasmidos en una nueva

insercion de genes de interés.

2.6 Clonacion molecular de los genes pap2, ndpk2, imb1, gfp,

lovr e iaa9

2.6.1 Reacciones de digestion enzimatica

Para llevar a cabo las digestiones con enzimas (endonucleasas) de restriccion,
se realiz6 un cambio de buffer de las amplificaciones de cusf y gst, esto para

mejorar el rendimiento de ligacion. Las amplificaciones fueron sometidas a la
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digestion con endonucleasas de restriccion Notl y Xhol. Las condiciones y

concentraciones de reaccion se presentan en la tabla 13. Las digestiones se

realizaron en un volumen total de 40 pL.

Tabla 13 Componentes de digestion con endonucleasas de restriccion de
pap2, ndpk2, imb1, gfp, lovr e iaa9

Componente Concentracion Volumen Tiempo
ADN N/D 30pL
Buffer 3 10x 4 uL
3h
BSA 10x 4 uL
Xhol 1pL
Notl 10 U/ pL lpL 1h

Ademas se realiz6 la linearizacién del vector plasmidico pET28b-CusF y de

pET28b-GST, para la clonacion de los genes previamente mencionados, los

cuales contienen un sitio de multiclonacién dentro de su estructura y el gen de

resistencia a Kanamicina. En la tabla 14 se describen las condiciones y los

componentes de las reacciones de digestion plasmidica.




Tabla 14 Componentes de digestion con endonucleasas de
vectores pET28b-CusF y pET28b-GST.
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restriccion de los

Componente Concentracion Volumen Tiempo
ADN 30pL
Buffer 3 10x 4 uL
3h
BSA 10x 4 pL
Xhol 1pL
Notl 10 U/ pL lpL 1h
SAP 10 U/ pL 1pL 1h

2.6.2 Reacciones de ligaciéon de los genes pap2, ndpk2, imb1, gfp, lovr e

iaa9 con los vectores pET28b-CusF o pET28b-GST

Esta fase del proceso se realizd6 mediante la ligacion del ADN de las proteinas

pap2, ndpk2, imbl, gfp, lovr e iaa9 con los vectores pET28b-CusF y pET28b-

GST, ya digeridos, y una posterior transformacién con células rubidio-

competentes utilizando las cepas E. coli DH5a.

Al haber sido digeridos con las enzimas de restriccion Xhol y Notl, tanto los

genes como el vector presentan sitios digeridos complementarios, lo cual es

necesario para llevar a cabo la ligacién. Las ligaciones se llevaron a cabo en un

volumen total de 10 pL y los componentes se presentan en la tabla 15.
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Tabla 15 Componentes de digestién con endonucleasas de restriccion del

vector pET28b

Componente Concentracion | Volumen Temperatura/Tiempo
Buffer 10x 1pL
PET28b-CusF o
pET28b-GST N/D 3 pL
lineares 25°C/12h
T4 ADN Ligasa 10 U/ pL 1L
Inserto (pap2, ndpk2,
imb1, gfp, lovr e N/D 5 puL

iaa9)

2.6.3 Transformacion de E. coli

En el proceso de transformacién bacteriana se utilizd la cepa DH5a como

vehiculo de replicacion de la cual se prepar6 un lote de células rubidio-

competentes. Se siguid el proceso descrito en el punto 2.2.3.

2.6.4 Confirmacion de la clonacion de los genes pap2, ndpk2, imb1, gfp,

lovr e iaa9

Posterior a la extraccion y purificacion de ADN plasmidico con el kit StrataPrep

Plasmid Miniprep se confirmé mediante una digestidon con las enzimas de

restriccion Ndel y Xhol, posteriormente se corrié un gel de agarosa al 0.7%

(m/v) para confirmar la amplificacion.
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2.7 Expresion de proteinas recombinantes CusF-GFP y GST-

GFP

2.7.1 Transformacion en E. coli

Para llevar a cabo las expresiones de las proteinas se realizO una
transformacion en la cepa BL21(DE3), la cual carece de proteasas, haciéndola
una cepa Util para la expresion proteica.

Las células se resuspendieron en el buffer (50 pL) que las mantiene en crio-
preservacion y se agregaron los 4 uL del plasmido a transformar, de manera
simultanea se llevo un blanco. Una vez mezcladas las células competentes y el
plasmido se incubaron en hielo durante 20 minutos con una agitacion suave
cada 5 minutos, al pasar el periodo de incubacion se realiz6 el choque térmico
en bafio de agua a 42°C durante 45 segundos e inmediatamente se colocaron
los tubos en bafio de hielo por 2 minutos, posteriormente se agregaron 800 uL
de medio LB y se puso en incubacion a 37°C por 30 minutos en agitacion de
220 rpm. Una vez transcurrido este tiempo, las muestras y el control se
centrifugaron a 13000 rpm por 2 minutos, se desecharon 800 puL del
sobrenadante y el paquete celular se resuspendio en el volumen restante. Las
muestras y el control negativo se sembraron en cajas Petri con medio Agar LB
con kanamicina 30 pg/mL. Las placas de agar fueron incubadas a 37°C por 16

horas.
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2.7.2 Expresiones piloto en tubos

Se seleccionaron las colonias para llevar a cabo la inoculacion en 2 mL de
caldo LB con kanamicina durante 6 horas, pasado el tiempo se afadio el
inductor IPTG en una concentracion final ImM y se incubaron a 30°C por 16
horas, posteriormente se centrifugd el medio, se retird el sobrenadante y el

pellet se congeld a -20°C.

2.7.3 Expresiones en matraces triptinizacion

Se seleccionaron las colonias para llevar a cabo la inoculacion en caldo LB con
kanamicina durante 6 horas. Pasado el tiempo se inoculé 1 mL en 120 mL de
caldo LB con kanamicina en matraz triptinizacion para aumentar la aireacion
para la bacteria, se dejo incubar hasta llegar a un ODgoo de 0.6 para agregar el
inductor de la expresion, que es IPTG, en una concentraciéon final 1mM y se
incubo a 30°C por 16 horas, ya transcurrido el tiempo se centrifug6 el medio, se

retird el sobrenadante y el pellet se congel6 a -20°C.

2.7.4 Lisis Periplasmica

El pellet obtenido de la expresién piloto en matraces se resuspendié en 5 mL de
una solucion de sacarosa (30 mM KH,PO,, pH8, 20% sucrosa) y se incubd 20
minutos a 25 °C con agitacion suave. Posteriormente se llevo a centrifugacion
por 7 min y 10000 x g y se retird el sobrenadante cuidadosamente. El pellet
restante se resuspendié en 2.5 mL de un buffer de fosfatos 50mM pH8 y se
agregaron 20uL de un coctel de inhibidores de proteasas y se agitd

vigorosamente para resuspender las células. Se llevé a centrifugacion durante 7
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min a 8000 x g, se retird el sobrenadante cuidadosamente ya que ahi se

encuentra el contenido periplasmico.

2.7.5 Lisis celular de expresiones piloto

El pellet obtenido en las expresiones piloto en tubos se resuspendio en 40uL de
agua y 10uL de SDS sample buffer, luego se incubd a 80°C en bafio de agua
durante 20 minutos, se llevé a centrifugacion durante 10 minutos a maxima
velocidad y se retiré el sobrenadante (fraccién soluble). El pellet restante se
resuspendid en 60 uL de buffer urea 8M pH8 y se incub6 a 90 °C durante 15
minutos, se llevd a centrifugacion y se tomoO el sobrenadante (fraccion

insoluble).

2.7.6 Lisis por homogenizacion con perlas de vidrio de expresion en

matraces

Se centrifugd 1 L de muestra BL21(DE3)-CusFc-GFP y se resuspendié en 25
mL de bufer de fosfatos 50mM, NaCl 300 mM pH8. Se afadieron 25 ml de
perlas de vidrio previamente lavados con detergente, a una camara para
disrupcion. Se cerré la camara y se colocd en otra cAmara mas grande, en la
cual se vertio hielo, para evitar el calentamiento de la muestra. Ambas camaras
se colocaron en el homogenizador para llevar a cabo la disrupcién. Dicho
proceso fue llevado a cabo mediante el funcionamiento del homogenizador en 8
ciclos de 45 segundos con el homogenizador y 15 segundos de reposo.
Posteriormente se separ6 la muestra de las perlas de vidrio y estos fueron

lavados con 10 mL de solucion de fosfatos 50mM, NaCl 300 mM pH8. Por lo
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tanto el volumen final fueron 35 mL de lisado. Por ultimo estos 35 mL fueron

clarificados por centrifugacion a 13300 rpm.

2.8 Confirmacién de la expresion de las proteinas de fusion

Se realiz6 electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) usando geles 4% y
10% de poliacrilamida, es decir, un sistema discontinuo, la elaboracién de los
geles se siguidé segun el protocolo proporcionado por la compafia Bio-Rad, la
cantidad de muestra para la corrida del gel fue de 10 pL por muestra 'y 7 pL
para el carril del marcador de peso molecular. Las condiciones de corrida fueron
100 voltios durante 10 minutos y 140 voltios durante 1 hora. Posteriormente se
llevé a cabo la tincién en 50 mL de azul de Coomassie en agitacién durante 30
minutos. El destefiido se realiz6 con 3 lavados de 50mL de agua ultrapura, los

lavados se hicieron cada 10 minutos.

2.9 Cromatografia de afinidad con iones platainmovilizados

para la proteina CusF

2.9.1 Elaboracion de resina

Para dicho proceso se utilizd6 Bio-Gel P2 (Bio-Rad), compuesto por
poliacrilamida. El procedimiento de activacion consisti6 en polimerizar una
solucion de glutaraldehido al 25% a 50°C durante 24 horas. Paralelamente se

hidrat6 el Bio-Gel P2 con buffer de fosfatos 50mM pH 8 a temperatura ambiente
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durante 24 horas (de acuerdo al procedimiento proporcionado por la compafiia).
Se afiadio solucién de glutaraldehido, ya polimerizada, en un radio de 20mL por
1 gramo de gel seco. Después de 24 horas de contacto con el glutaraldehido
con agitacion lenta el gel activado fue lavado con agua desionizada.
Posteriormente en base a gramo de gel seco, 20mL de solucion 1M tiourea fue
afiadida y se incubd a temperatura ambiente durante 22 horas con agitacion
lenta. La solucidén de tiourea fue decantada y el gel activado fue nuevamente
lavado con agua desionizada. Por dltimo se afiadié una solucion 1N de AgNO;
en un radio de 0.9 mL por cada 3.4 mL de resina activada con glutaraldehido y
después de 36 horas de reaccion el gel activado fue lavado con agua

desionizada (Figura 3).
Paso 1 Polimerizacion de glutaraldehido

CHO
OHC~\CHO % OHC CHO

Paso 2 Activacion del grupo amino

CHO

CHO
NHp + OHCA~A~AACHO 2—4;;12% NH A~ CHO

Paso 3 Adicion de tiourea

NHN\J\/\CHO + é our NH N\ ~S

37C
H)l \NHZ NH

Paso 4 Adicion de Nitrato de Plata

NH: NH.
Nl NLg_ gt
NH /\/\’C/\/N\rs + AgNO3 2ihouss NH N\L\/N\I/S—Ag*

4
37°C
NHy NHy

Figura 3 Esquema general de la elaboracién de la resina con iones plata
inmovilizados.
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2.9.2 Etapas de unién y elucion de la proteina CusFp-GFP

Para llevar a cabo la union de la proteina CusFp con la resina con iones plata
inmovilizados, se colocaron 1.8 mL de resina en una columna para
cromatografia, se empaquetd pasando 30 mL de buffer de fosfatos 50mM pHS8.
Posteriormente se pasaron 5 mL de muestra de lisis periplasmica a través de la
columna con resina 3 veces cada muestra esto para aumentar la cantidad de
proteina unida a la resina, la elucion se realiz6 en bufer de fosfatos 50mM, NacCl
300mM pH8 y gradiente de metionina de 1mM a 200mM para verificar la

concentracion a la cual se eluye mayor cantidad de proteina.

2.9.3 Etapas de unién y elucion de la proteina CusFc-GFP

Para llevar a cabo la unién de la proteina CusFc se colocaron 1 mL de resina
en los 35 mL de la muestra proveniente de la lisis por homogenizacion con
perlas de vidrio, se incubé durante 30 minutos a 25°C con agitacion suave.
Posteriormente esta solucién se vertié en la columna para cromatografia y se
dejé llevar a cabo dicho proceso. Luego se lavd con bufer de fosfatos 50mM,
NaCl 300mM pH8. Y por ultimo se llevo a cabo la elucién con 4 mL de bufer de
fosfatos 50mM, NaCl 300mM, metionina 160mM pH8. Recuperando 1mL por
cada 5 minutos y asi obtuvimos 4 eluatos, 1 lisado y 1 fase no unida. A este

método se le conoce como purificacion batch.
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2.10Cromatografia de afinidad con iones Cu(ll) de CusFc-GFP

Para llevar a cabo la cromatografia de afinidad con iones Cu(ll) se utilizé la
resina Profinity IMAC de BioRad, en la cual solo se necesita inmovilizar dichos
iones y se siguio el procedimiento proporcionado por la casa comercial BioRad
especificamente el método batch. Para llevar a cabo la unién se utilizé un bufer
de fosfatos 50mM, NaCl 300mM pH8 y se lavd la columna con la misma
solucién. Por ultimo, para realizar la elucion se utilizé6 un bufer 50mM, NacCl

300mM, metionina 50mM pHS.

2.11 Cromatografia de afinidad para la proteina de fusién GST-

GFP

Ya que, la proteina GST es nuestro control positivo y método de comparacion,
después de su expresidn en matraces triptinizacion y su posterior lisis celular,

se realiz6 cromatografia de afinidad y la confirmacién de la purificacion.

2.11.1 Purificacion por método batch de GST-GFP

Para llevar a cabo dicho proceso se sigui6 el protocolo de la resina Glutatione
Sepharose 4B de la compafiia GE Healthcare especificamente el método de
purificacion batch. Primeramente se afiadié el lisado celular a la resina, ya
preparada, y se incub6 por 30 minutos a temperatura ambiente con agitacion
suave. Transcurrido el tiempo se transfirié la mezcla a un tubo y se centrifugé a

500 x g por 5 minutos, después se decant6 el sobrenadante. Se lavo la resina
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por adicion de 5 mL de bufer de union por cada mL de resina y se mezclo por
inversion. Posteriormente se centrifugd a 500 x g por 5 minutos y se decanto el
sobrenadante y se repiti6 este lavado 2 veces mas. Para eluir la muestra se
utilizé bufer de elucion, que contiene glutation en un proporcién de 0.5 mL por
cada mL de resina y se incubd por 10 minutos con agitacion suave. Por ultimo
de centrifugd a 500 x g por 5 minutos y se decant6 el sobrenadante donde se

encuentran las proteinas.

2.12 Confirmacion de la expresion y purificacion de las

proteinas de fusion

Se realiz6 electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) usando geles 4% y
10% de poliacrilamida, es decir, un sistema discontinuo, la elaboracién de los
geles se siguié segun el protocolo proporcionado por la compaiiia Bio-Rad, la
cantidad de muestra para la corrida del gel fue de 5 pL por muestray 7 uL para
el carril del marcador de peso molecular. Las condiciones de corrida fueron 100
voltios durante 10 minutos y 140 voltios durante 1 hora. Posteriormente se llevo
a cabo la tincion en 50 mL de azul de Coomassie en agitaciéon durante 30
minutos. El destefiido se realizé con 3 lavados de 50mL de agua ultrapura, los
lavados se hicieron cada 10 minutos. Y por ultimo se tomaron las imagenes de

cada uno de los geles.
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2.13 Cuantificacién de proteinas

Para realizar la cuantificacion proteica se emple6 el método Bradford el cual fue
disefiado como se explica en la tabla 16 y se tomo la lectura de la absorbancia

a una longitud de onda de 595 nm en un espectrofotometro UV/Vis.

Tabla 16 Disefio experimental de la cuantificacién de proteinas por el método
Bradford.

Stock 5mg/mL Agua Reactivo Bradford
Blanco 0 uL 100 pL 1mL
Estandar 1 25 uL 75 uL 1mL
Estandar 2 50 uL 50 uL 1mL
Estandar 3 75 uL 25 uL 1mL
Estandar 4 100 pL 0 uL 1mL
Muestra 100 pL O uL 1mL




3 RESULTADOS

3.1 PCR de secuencias cusfy gst

Las reacciones de PCR para los genes cusf (normal, corto(Sh) y con péptido
sefal (SP)) mostraron un producto de amplificacion en el gel de agarosa de los
productos de amplificacion de aproximadamente 300 pb. Los productos de
amplificacion para el gen cusf se pueden apreciar en la figura 4. El tamafio del

amplicon es similar a 333 pb reportado para el gen de la proteina CusFp.

CusF Sh  CusF SP

Figura 4 Productos de amplificacion en gel de agarosa al 0.7% (m/v) de la PCR
para el gen de la proteina CusF. Marcador de peso molecular 1kb Ladder de
Axygen.

41
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Por otra parte, las reacciones de PCR para los genes gst mostraron un producto
de amplificacién en el gel de agarosa de los productos de amplificacion de
aproximadamente 600 pb. Los productos de amplificacién para el gen gst se
pueden apreciar en la figura 5. El tamafio del amplicon es similar a 606 pb

reportado para el gen gst.

Figura 5 Productos de amplificacion en gel de agarosa al 0.7% (m/v) de la PCR
para el gen de la proteina GST. Marcador de peso molecular 1kb Ladder de
Axygen.

3.2 Clonacion molecular de los genes cusf y gst

Posterior a las reacciones de digestion a las que fueron sometidas tanto el
vector pET28b, asi como los productos de amplificacion de CusFp, CusFc y
GST, se realiz6 la ligacion de dichos genes con el vector. Se llevd a cabo la

transformacién de los productos de ligacién en E. coli y se seleccionaron 3
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colonias transformantes con la cepa de E. coli DH5a y el producto de ligacion
entre el plasmido pET28b con el producto de amplificacion purificado de CusFp,

CusFcy GST.

En la comprobacion realizada por PCR (utilizando los primers comerciales T7)
para las cepas transformantes entre pET28b con CusFc, se obtuvo una banda
en el gel de agarosa al 0.7% ligeramente debajo de la banda de 500 pb del
marcador de peso molecular de Axygen 1Kb Ladder, la banda de amplificacién
aumenta el tamafio debido al uso de los primers T7, esto se demuestra en las
figura 6. La colonia 1 no se tomd en cuenta debido a que pertenecia a una

contaminacion bacteriana. Para ver tamafio molecular de cada gen ver tabla 5.

CUSF CusF CusF CusF é
4 5

Figura 6 Productos de amplificacion en gel de agarosa 0.7% (m/v) de la PCR
para las clonas transformantes con el gen de la proteina CusFc. Marcador de
peso molecular 1Kb Ladder de Axygen.



44
En la comprobacion realizada por PCR (utilizando los primers comerciales T7)
para las cepas transformantes entre pET28b con CusFp, se obtuvo una banda
en el gel de agarosa al 0.7% ligeramente debajo de la banda de 500 pb del
marcador de peso molecular de Axygen 1Kb Ladder, las bandas de
amplificacion aumentan de tamafo debido al uso de los primers T7 esto se

demuestra en las figura 7. Para ver tamafio molecular de cada gen ver tabla 5

:
CusFp 1 CusFp 2 Cust‘ 3 CusFp4 CusFp 5 CusFp 6

—— e e— O =

Figura 7 Productos de amplificacién en gel de agarosa 0.7% (m/v) de la PCR
para las clonas transformantes con el gen de la proteina CusFp. Marcador de
peso molecular 1Kb Ladder de Axygen

En la comprobacidon realizada con enzimas de restriccion (utilizando las
enzimas BamHI y Ndel) para las cepas transformantes entre pET28b con GST,
se obtuvo una banda en el gel de agarosa al 0.7% entre las bandas de 500 y
700pb del marcador de peso molecular de Axygen 1kb Ladder, lo cual

corresponde al tamafio reportado de 606 pb, esto se demuestra en la figura 8.
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GST2 GST3 GST4

Figura 8 Productos de digestion en gel de agarosa 0.7% (m/v) para las clonas
transformantes con el gen de la proteina GST. Marcador de peso molecular 1Kb
Ladder de Axygen.

3.3 PCR secuencias de genes de interés para su insercion en

pET28b-CusF y pET28b-GST

3.3.1 Secuencias de interés para pET28b-CusF

Las reacciones de PCR para los genes de las proteinas PAP2, NDPK2, IMB1,
GFP e IAA9, mostraron productos de amplificacion en el gel de agarosa 0.7%
de los productos de amplificacion de las bandas reportadas para cada gen
(comparadas en Banco de genes, NCBI). Los productos de amplificacion para
los genes se pueden apreciar en la figura 9. Para la observacién del tamafio

molecular esperado ver tabla 5
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PAP2 NDPK2

D

Figura 9 Productos de amplificacién en gel de agarosa 0.7% (m/v) de la PCR
de los genes de interés para su insercion en pET28b-CusFc. Marcador de peso
molecular 1Kb Ladder de Axygen.

3.3.2 Secuencias de interés para pET28b-GST

Las reacciones de PCR para los genes de las proteinas PAP2, NDPK2, IMB1,
GFP, LovR e IAA9, mostraron productos de amplificacion en el de agarosa
0.7% de los productos de amplificacion de las bandas reportadas para cada gen
(comparadas en Banco de genes, NCBI). Los productos de amplificacion para

los genes se pueden apreciar en la figura 10.
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Figura 10 Productos de amplificacion en gel de agarosa 0.7% (m/v) de la PCR
de los genes de interés para su insercién en pET28b-GST. Marcador de peso
molecular 1Kb Ladder de Axygen.

La amplificacion de GFP mostrada en la figura 10 se utilizé en la ligacién con

pPET28b-CusFc, pET28b-CusFp y pET28b-GST.

3.4 Clonacion molecular de los genes pap2, ndpk2, imb1, gfp,

lovr e iaa9

3.4.1 Clonacion molecular en pET28b-CusF

Posterior a las reacciones de digestion a las que fueron sometidas tanto del
vector pET28b-CusF, asi como los productos de amplificacion de PAP2,

NDPK2, IMB1, GFP, LovR e IAA9, se realiz6 la ligacién de dichos genes con el
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vector. Se llevo a cabo la transformacion de los productos de ligacion en E. coli

y se seleccionaron 3 colonias transformantes con la cepa de E. coli DH5a.

En la comprobacion realizada con enzimas de restriccion (utilizando las
enzimas Xhol y Ndel) para las cepas transformantes, se obtuvieron bandas en
el gel de agarosa al 0.7%, correspondientes a las de los genes de interés con la
proteina de interés, esto para las proteinas IMB1, GFP, PAP2 y NDPK2, esto se

muestra en las figura 11.

Figura 11 Productos de digestion en gel de agarosa 0.7% (m/v) para las clonas
transformantes con los genes de interés y pET28b-CusFc. Marcador de peso
molecular 1Kb Ladder de Axygen.

Ademas se obtuvieron 5 construcciones mas con pET28b-CusFp y GFP (figura
12), pero la variante es que el gen de CusF contiene un péptido sefial que lo

hace migrar al periplasma.
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Figura 12 Productos de digestion en gel de agarosa 0.7% (m/v) para las clonas
transformantes con el gen de GFP y pET28b-CusFp. Marcador de peso
molecular 1Kb Ladder de Axygen.

3.4.2 Clonacion molecular en pET28b-GST

Posterior a las reacciones de digestion a las que fueron sometidas tanto del
vector pET28b-GST, asi como los productos de amplificacion de PAP2, NDPK2,
IMB1, GFP, LovR e IAA9, se realizo la ligacion de dichos genes con el vector.
Se llevo a cabo la transformaciéon de los productos de ligacién en E. coli y se

seleccionaron 2 colonias transformantes con la cepa de E. coli DH5a.

En la comprobacion realizada con enzimas de restriccion (utilizando las
enzimas Xhol y Ndel) para las cepas transformantes, se obtuvieron bandas en
el gel de agarosa al 0.7%, correspondientes a las de los genes de interés con la
proteina de interés, esto para la proteina IMB1 (figura 13) las demas

construcciones no corresponden al tamafio esperado. Posteriormente se repitid
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el proceso dando positivo para GFP y PAP2, los demas constructos no

corresponden al tamafio molecular que se esperaba obtener (figura 14).

Figura 13 Productos de digestion en gel de agarosa 0.7% (m/v) para las clonas
transformantes con los genes de interés y pET28b-GST. Marcador de peso
molecular 1Kb Ladder de Axygen.

Figura 14 Productos de digestion en gel de agarosa 0.7% (m/v) para las clonas
transformantes con los genes de interés y pET28b-GST. Marcador de peso
molecular 1Kb Ladder de Axygen.
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En resumen, se obtuvieron las construcciones plasmidicas con CusF y GST que

se presentan en la tabla 17.

Tabla 17 Construcciones plasmidicas obtenidas

Proteina
. I , CusFc CusFp GST
de interés
PAP2 v - v
IMB1 v - v
GFP v v v
NDPK2 v - -
IAA9 - - -
LovR - - -

3.5 Expresion de proteinas recombinantes CusFc-GFP, CusFp-

GFPy GST-GFP

Posterior a las transformaciones de las construcciones plasmidicas en E. coli y
la seleccion de las colonias necesarias para llevar a cabo la expresion de
proteinas de fusion y las proteinas de interés, ademas de la congelacion del
pellet resultante, se realizo la lisis de las muestras de expresiones piloto y

expresion en matraces triptinizacion.
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Para la confirmacion de la expresion de MBP-GFP, CusFc-GFP y GST-GFP se
realiz6 SDS-PAGE y se analiz6 el patron de expresion piloto, posterior a la lisis
y obtencion de fraccion soluble e insoluble para cada proteina. Se decidié hacer
la expresion con MBP para tener una comparacion con otra proteina de fusion
comercial. Los tamafios o pesos moleculares esperados son: MBP-GFP 66KDa,

CusF-GFP 38KDa y GST-GFP 53KDa lo cual puede observarse en la figura 15.

100 KDa

-
50 KDa

—
-—
—

L _JE

Page C- C- MBP- MBP- CusF- CusF- GST- GST-
Ruler GFPS GFP I GFPS GFP | GFP S GFP |

Figura 15 Patron de expresion de las proteinas de fusion MBP-GFP, CusFc-
GFP y GST-GFP. S= Fraccién soluble, I=Fraccion insoluble. Marcador de peso
molecular PageRuler unstained Protein Ladder de Thermoscientific.

3.6 Confirmacion de expresion CusFc-PAP2, CusFc-IMB1,

CusFp-GFP, CusFc-NDPK2

Esto se llevo a cabo de acuerdo al método de SDS-PAGE en el cual se
analizaron las fracciones soluble e insoluble de cada expresion, los tamafios

moleculares esperados son: para CusFc-IMB1 51KDa, CusFc-PAP2 43KDa,
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CusFc-NDPK2 35KDa y para CusFp-GFP 38.5 KDa lo cual se observa en la

figura 16.

Figura 16 SDS-PAGE de expresiones piloto de CusFc-PAP2, CusFc-IMB1,
CusFc-GFP, CusFc-NDPK2. S= fraccion soluble, I= fraccion insoluble. Marcador
de peso molecular PageRuler Unstained Protein Ladder de Thermoscientific.

3.7 Lisis celular por homogenizacion con perlas de vidrio de

BL21(DE3)-CusFc-GFP

Para llevar a cabo la lisis celular por el método de homogenizacién con perlas
de vidrio, el cual fue descrito en la seccibn 2.6.6 se obtuvieron pellets
bacterianos de expresiones en matraces triptinizacion (Figura 17) y se
colectaron las muestras, que posteriormente fueron empleadas para la

cromatografia de afinidad (Figura 18).
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Figura 17 Pelllets de las expresiones en la bacteria BL21(DE3) con las
proteinas CusFc-GFP.
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Figura 18 Ambas imagenes corresponden a lisados proteicos, disueltos en
solucion de fosfatos 50mM, NaCl 300 mM pH8 del cual se utilizaron 32 ml para
obtener dicho lisado.



55

3.8 Cromatografia de afinidad de CusFp con iones plata

inmovilizados

3.8.1 Elaboracion de resina

La apariencia de la resina activada y con iones plata inmovilizados, fue
homogénea, viscosa, de color blanco (figura 19), caracteristicas muy

particulares de las resinas para cromatografia de afinidad.

Figura 19 Bio-Gel P2 activada con glutaraldehido, tiourea y iones plata
inmovilizados.

Una prueba de estabilidad para la resina fue la exposicibn a temperatura
ambiente y buffer de fosfatos pH 8, la cual arrojé como resultado un tiempo de

ennegrecimiento de 6 horas (figura 20).
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M-_
Figura 20 Resina activada con iones plata inmovilizados, resultante de la

prueba de estabilidad a temperatura ambiente y buffer de fosfatos pH 8.

Posteriormente se realizé la misma prueba de estabilidad a temperatura de 4°C

y buffer de fosfatos pH 7, arrojando una estabilidad mayor a 7 dias con una

ligera oxidacion (figura 21).

Figura 21 Resina activada con iones plata inmovilizados, resultante de la
prueba de estabilidad a 4°C y buffer de fosfatos pH 7.

3.8.2 Etapas de union y elucion de la proteina CusFp-GFP

En la etapa de unidon se observé un cambio de color de la resina a un verde
amarillento, indicando por tal, la unién de CusFp-GFP a dicha resina (figura 22).
Después de la unién a la resina de las proteinas recombinantes, se realiz6 la
elucion de las muestras con una solucion de histidina a una concentracion

60mM.
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Figura 22 Aspecto de la resina, posterior al experimento de unién con la
CusFp-GFP.

3.9 Cromatografia de afinidad de CusFc-GFP con iones plata
inmovilizados

Se llevé a cabo la cromatografia de afinidad para las muestras, proveniente de
la lisis celular por la técnica de homogenizacién con perlas de vidrio, con la
resina con iones plata inmovilizados. En la Figura 23 se puede observar el
cambio de coloracién de la resina, de color blanco a amarillento, al ser sometida

al proceso cromatogréfico.

!

Figura 23 Aspecto de resina, posterior a la cromatografia de afinidad con
CusFc-GFP.
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3.10 Cromatografia de afinidad de CusFc con iones Cu(ll)
inmovilizados

Al llevar acabo la cromatografia de afinidad de la expresion de CusFc-GFP y la
resina con iones Cu(ll) inmovilizados, se obtuvieron muestras de fase no unida

de 2 mL, 1 mL en cada uno de los 3 lavados y 4 eluatos de 0.5 mL cada uno.

3.11Cromatografia de afinidad de GST-GFP

Después de realizar el proceso de cromatpgrafia de afinidad que se describid

en la secciéon 2.11 se obtuvo 1 mL de eluato.

3.12 Confirmacion de la purificacion de CusFp-GFP, CusFc-

GFPy GST-GFP

Con la SDS-PAGE se determiné si la purificacion de las proteinas de fusion
CusFp-GFP, CusFc-GFP y GST-GFP se habia realizado exitosamente y esto se

aprecia en las figuras 24, 25 y 26 respectivamente.

Las muestras de eluatos para la cromatografia afinidad de CusFp-GFP y la
resina con iones Ag(l) inmovilizados, fueron de 0.5 mL con el buffer de fosfatos

50mM, NaCl 0.3 M, metionina 160mM pH8



59

Figura 24 SDS-PAGE de purificacion de CusFp-GFP con resina de plata. SN=
fase no unida, mM= concentracién milimolar de metionina. Marcador de peso
molecular PageRuler Unstained Protein Ladder de Thermoscientific,

Las muestras de eluatos para la cromatografia de afinidad de CusFc-GFP y la
resina con iones Ag(l), fueron de 0.5 mL con el buffer de fosfatos 50mM, NaCl

0.3 M, metionina 160mM pH8

Figura 25 SDS-PAGE de purificacion de CusFc-GFP con resina de plata. SN=
fase no unida, El= eluato 160 mM metionina. Marcador de peso molecular
PageRuler Unstained Protein Ladder de Thermoscientific.
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Las muestra de eluato para la cromatografia de afinidad de GST-GFP vy la

resina Sepharose® fuede 1 mL con el buffer de elucion que contiene glutation.

100 KDa

50 KDa
B ——

Page

Ruler Lisado El 2pL El 4L El6puL El8uL

Figura 26 SDS-PAGE de purificacion de GST-GFP. El= eluato. Marcador de
peso molecular PageRuler Unstained Protein Ladder de Thermoscientific.

Las muestras de eluatos para cromatografia de CusFc-GFP y la resina con
iones Cu(ll) fueron de 0.5 mL con el buffer de fosfatos 50mM, NaCl 0.3 M,

imidazol 50mM pH6.

Figura 27 SDS-PAGE de purificaciéon de CusFc-GFP con resina de cobre. SN=
Fase no unida, La= Lavado, El= Eluato con 50 mM imidazol.



3.13 Cuantificacién de proteinas

Para llevar a cabo este procedimiento se tomaron las muestras provenientes de

la cromatografia de CusFc-GFP con la resina de cobre y se siguid la

metodologia mencionada en el punto 2.12

3.13.1 Curva de calibracién del método Bradford

Tabla 18 Curva de calibracion del método Bradford

5:3;::'_ Agua II: :::(;:ft(i)\:g Absorbancia
Blanco 0 uL 100 uL 1mL 0
Estandar 1 25 uL 75 uL 1mL 0.184
Estandar 2 50 uL 50 uL 1mL 776
Estandar 3 75 uL 25 uL 1mL 1.467
Estandar 4 100 pL 0 uL 1mL 2.33
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Figura 28 Gréfica de absorbancia de la curva de calibracién del método
Bradford a 595 nm.

3.13.2 Lectura de absorbancia de muestras proteicas

La lectura de la absorbancia se llevo a cabo a una longitud de onda de 595 nm
para todas las muestras obtenidas de la cromatografia de afinidad de la
proteina CusFc-GFP vy la resina de con iones Cu(ll) inmovilizados. La tabla 18
muestra los resultados de dichas lecturas. Las figuras 28 y 29 son
representaciones gréaficas de los resultados obtenidos de absorbancia y

concentracion de las muestras anteriormente mencionadas.
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Tabla 19 Lectura de absorbancia de muestras y céalculo de concentracion.

Volumen . .
No. De Reactivo . | Concentracion
Muestra de Agua Absorbancia
muestra Bradford mg/mL
muestra
Lisado 100 L O uL 1ml 2.36 4.14223
1 SN 100puL | opL 1ml 1.303 2.6595
2 Lal 100 L 0 uL 1ml 0.768 1.9091
3 La2 100 pL 0 pL 1ml 0.901 2.0956
4 La3 100 pL O puL 1ml 0.406 1.40131
5 Ell 100 L O uL 1ml 2.155 3.8454
6 El 2 100 L O uL 1ml 2.372 4,159
7 El3 100 pL O puL 1ml 1.765 3.30761
8 El4 100 pL O puL 1ml 0.89 2.08023

Concentracion mg/mi
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Figura 29 Grafica de concentracion de las muestras obtenidas de la
cromatografia de afinidad de CusFc-GFP y resina con iones Cu(ll).
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Figura 30 Grafica de absorbancias de las muestras obtenidas de la
cromatografia de afinidad de CusFc-GFP y resina con iones Cu(ll).



4 DISCUSION

Las proteinas de fusibn son sumamente importantes para la produccion de
proteinas recombinantes, ya que ademéas de aumentar la solubilidad de éstas,
evitando la formacion de cuerpos de inclusion, permiten la purificacion por
medio de cromatografia de afinidad. Dentro de los métodos cromatogréficos
para la purificacion de proteinas el de afinidad es el mas empleado por los
investigadores, ya que es el mas rapido y directo sin necesidad de preparar
gradientes, como en el caso de la cromatografia de intercambio i6nico, o
concentrar las muestras a volumenes muy pequefios como para la
cromatografia de exclusion. Claro, es muy probable que para obtener una
proteina 100% pura sea necesario hacer varios pasos cromatogréficos, el
procedimiento mas comun es la cromatografia de afinidad, seguida por
intercambio i6nico y finalmente hacer una cromatografia de exclusion para

determinar la estructura cuaternaria.

En el presente estudio se empled E. coli cepas BL21(DE3) para expresion,
debido a la carencia de algunas proteasas que al momento de la expresion son
indeseables y DH5a para clonacion debido a la carencia de DNAsas las cuales
degradarian el plasmido,. El disefio de los iniciadores empleados para la
amplificacion de los genes resultdé efectivo para este propésito lo cual fue
demostrado mediante electroforesis en gel de agarosa donde se demostré

especificidad [25].

65



66
La clonacion de los genes en el plasmido vector se realizO de manera
adecuada con el uso de enzimas de restriccion, ligacion con T4 ADN ligasa, la
consecuente transformacion en E. coli, extraccion de ADN plasmidico y el
analisis de restriccion de cada construccion, esto se determina ya que los
analisis de restriccion dieron positivos para la fusion de pET28b-CusFp-GFP,
pET28b-CusFc-GFP, pET28b-CusFc-IMB1, pET28b-CusFc-PAP2, pET28b-
CusFc-NDPK2, pET28b-GST-GFP, pET28b-GST-IMB1, pET28b-GST-PAP2.
Todas estas construcciones sirven para que al momento de ser expresadas se
pueda relacionar a CusF con diferentes tamafios de proteina y asi establecer un
rango de pesos moleculares con los cuales CusF tiene una eficiencia alta como

proteina de fusién.[25]

La gran variedad que existe entre las proteinas a veces complica la eleccion de
la proteina de fusion a utilizar; la proteina de unién a la maltosa (MBP) es
definitivamente la proteina de fusion lider ya que se han visto niveles de
expresion considerables de proteinas solubles [26]. Un inconveniente de la
MBP es que es necesario por lo menos purificar 5mg de proteina para obtener
1mg de la proteina de interés, esto debido a su tamafio de 42 KDa. La glutation
S-transferasa también es una proteina de fusibn muy utilizada y es necesario
gue esté plegada correctamente para que pueda unirse al glutation inmovilizado
en la resina, presenta niveles de expresion mas bajos que la MBP y también se
ha observado que es blanco de proteasas presentes en E. coli [27]. He aqui la
necesidad de seguir buscando nuevas opciones de proteinas de fusiéon, como

en este caso CusF, que puedan aminorar los problemas antes mencionados.
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En la figura 15 se comparan los niveles de expresion de la proteina verde
fluorescente (GFP) etiquetada con MBP, CusF y GST. Claramente se puede ver
la aparicion de bandas nuevas a 72 KDa para MBP-GFP, 40 KDa para CusF-
GFP y 52 KDa para GST-GFP. En la misma figura ademas se puede apreciar la
formacion de cuerpos de inclusion para cada una de las proteinas debido a la
presencia de la banda esperada en la fraccion insoluble. Comparando las
bandas, se puede observar que MBP es la proteina de fusidon que mas proteina
soluble produce y GST la que menos, CusF produce una cantidad, de proteina
soluble, muy parecida a MBP pero produce mas cuerpos de inclusion, mientras
gue para GST, se observa que hay mayor produccion de proteina insoluble que

soluble.

La figura 15 ademas nos da una idea sobre la calidad de las proteinas, hasta
cierto punto ya que es necesario realizar un ensayo Western Blot. En dicha
imagen aparecen bandas nuevas en MBP-GFP (dos bandas alrededor de los 25
KDa) y GST-GFP (una banda alrededor de los 40 KDa) mientras que para CusF
se observa una banda alrededor de los 25 KDa (con intensidad menor a MBP-
GFP). Estas bandas seguramente corresponden a proteina degradada, lo cual
se confirmard por medio de un ensayo Western Blot. La estructura de CusF, un
barriil con 5 plegamientos beta, es una caracteristica importante que
probablemente le brinda la resistencia a la degradacion por proteasas [22].
Cabe mencionar que las tres proteinas de fusion produjeron cuerpos de

inclusion, esto no es inusual ya que durante la expresién heteréloga de
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proteinas en E. coli por lo regular siempre habra produccién de cuerpos de
inclusion cuando se utiliza un sitio promotor fuerte y se produce gran cantidad

de proteina en un corto tiempo [28].

Para la expresion de proteinas CusFp-GFP y GST-GFP, la apariencia del pellet
de bacterias con inductor IPTG 0.1mM, se observaron de una tonalidad mas
clara que los pellet sin inductor, esto debido posiblemente al color arrojado por
la proteina GFP que fue utilizada como reportera de plegamiento y expresion.
Con el uso de CusFp también se obtuvo fraccion soluble con GFP, la cual es
insoluble en periplasma. Ademas en la expresion de CusFc-GFP la coloracion
del medio se tornd verde amarillento y esto se confirmé al centrifugar las células
para obtener el pellet bacteriano con CusFc-GFP. Con respecto a los niveles de
expresion de PAP2, IMB1 y NDPK2 (Figura 16), los resultados obtenidos no nos
permiten hacer la misma comparaciéon como con la GFP, ya que es necesario
repetir la expresién de las proteinas y determinar la cantidad de proteina soluble
e insoluble. Estos experimentos son importantes ya que nos indicaran si CusF
es capaz de expresar proteinas eucarioticas de distintos tamafios. Lo que si se
puede determinar es que el uso de dicha proteina provee de fracciones
solubles, a proteinas que por si solas, serian totalmente insolubles, como lo es

PAP2 lo cual se puede observar en la figura 16 [25].

En la lisis periplasmica se observd coloracién verde amarillento tanto en los
buffers de fosfatos con 20% sacarosa y buffer de fosfatos debido a la presencia

de CusF-GFP en el medio. Y en la lisis por homogenizacién con perlas de vidrio
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se observo la coloracion verde fluorescente caracteristica de la proteina GFP, lo

cual indica una correcta expresion y plegamiento de la misma.

En la elaboracion de la resina de polacrilamida con iones plata inmovilizados
para la separacion de CusF-GFP, la prueba de estabilidad se torn6 de color
café oscuro debido a la presencia de sulfuro de plata libre, que se genera por la
temperatura y pH mas altos, en contraste con temperatura baja y pH neutro, la
resina mantiene sus caracteristicas, es decir, tiene mayor estabilidad en esas
condiciones. Por otro lado el cambio de color de blanco a verde amarillento se
debid a la union de CusF-GFP a dicha resina cuando las muestras de fueron
sometidas a la cromatografia de afinidad con la resina con iones plata

inmovilizados [23].

Como se menciona en los antecedentes, CusF es una proteina encargada del
transporte de los iones toxicos Cu(l) y Ag(l), y utiliza dos metioninas y una
histidina para la union de estos metales[29]. Debido a la dificultad de mantener
Cu(l) en solucién, ya que tiende a oxidarse a Cu(ll), se produjo una resina que
puede inmovilizar iones Ag(l), ésta tiene la capacidad de retener fuertemente
los aminoacidos metionina e histidina [23]. En principio esto permitiria la unién
especifica de CusF a la resina; la figura 24 muestra el SDS-PAGE donde se
puede apreciar la union del lisado del periplasma de células donde se expreso
CusFp-GFP a la resina, pero se observa que practicamente todas las proteinas
presentes se unieron, mostrando falta de especificidad de CusF hacia la resina.

Practicamente lo mismo puede observarse para el lisado celular donde se
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expresd CusFc-GFP, la falta de especificidad de CusF a la resina de Ag(l).
Aunque se probaron diferentes condiciones, durante la incubacion de los
lisados con la resina, donde se variaban las concentraciones de NacCl,
metionina, volumen de lisado, volumen de resina, temperatura y tiempo de
incubacion, no fue posible disminuir la unién inespecifica de otras proteinas;
estas concentraciones iban desde 1 hasta 10 mM de metionina y 50 a 500 mM
NaCl. Aunque CusF tiene mas afinidad por los iones Ag(l) que la gran mayoria
de las demas proteinas en E. coli in vivo, no fue posible reproducir este
comportamiento in vitro, los iones Ag(l) son capaces de unir varios grupos
funcionales, como los carboxilos (acidos aspartico y glutamico), tioéter y tiol
(metionina y cisteina), imidazol (histidina) y aminas (lisina) [30]. Esta alta
capacidad de la plata para interactuar con varios aminoacidos permitioé la unién
de muchas proteinas a la resina de plata disminuyendo asi la especificidad de

CusF.

Aprovechando la capacidad que tiene CusF para también unir Cu(ll), se decidio
probar una columna funcionalizada con estos iones. Los resultados fueron mas
satisfactorios ya que claramente se puede observar en el gel de la figura 27 que
CusFc-GFP es retenido y no eluye durante los lavados; en el paso de la elucién
con 50 mM imidazol claramente se ve la presencia de CusF-GFP. Debido a las
condiciones suaves de este experimento, el buffer utilizado durante la unién y
lavado de la columna no contenia imidazol, la pureza de CusF-GFP no es
buena. Durante la cromatografia utilizando iones metalicos [Cu(ll), Ni(ll) y

Co(Il)] es siempre importante buscar las condiciones idoneas (las
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concentraciones de imidazol y NaCl en los buffers de union y lavado) para evitar
interacciones ionicas no especificas, un problema muy comun en este tipo de

procedimientos [31].

En lo que concierne a la cuantificacion de proteinas se puede observar el pico
de concentracion caracteristico de la cromatografia de afinidad con lo cual
podemos determinar que dicho proceso cromatografico ocurre de manera
correcta. Ademas se puede observar que la concentracion de proteinas del
eluato 2 es mayor que la del lisado, lo cual indica que hay una concentracion de

las proteinas, esto puede observarse en la figura 27.

En los experimentos SDS-PAGE para confirmacion de purificacion se determina
que para la proteina GST-GFP si se realiz6 exitosamente la purificacion. En
contraste con CusFc-GFP en el cual se pueden observar bandas de
inespecificidades de la muestra con la resina, a pesar, del uso de NacCl, el cual

es utilizado para disminuir este efecto [1].



5 CONCLUSIONES

Por medio de PCR se obtuvieron el ADN de los genes cusf y gst lo cual es
esencial para el desarrollo de 3 vectores pET28b-CusFp, pET28b-CusFc y

PET28b-GST.

En este estudio la clonacién molecular de los genes gfp, pap2, imb1, ndpk2, lovr
e iaa9 se realizd correctamente generando asi las siguientes construcciones
plasmidicas: pET28b-CusFp-GFP, pET28b-CusFc-GFP, pET28b-CusFc-IMB1,
pET28b-CusFc-PAP2, pET28b-CusFc-NDPK2, pET28b-GST-GFP, pET28b-

GST-IMB1, pET28b-GST-PAP2.

Las condiciones para la expresion de las proteinas de fusién CusFp-GFP (que
contiene la proteina CusF que migra a periplasma) se lleva a cabo mediante la
induccion con IPTG a una concentracion final 1mM, una temperatura de 30°C y
una agitacion de 225 rpm en la cepa de E. coli BL21(DE3). En cambio para las
proteinas de fusion CusFc-GFP y GST-GFP la concentracion de inductor

requerida es 0.1mM.

De acuerdo a la confirmacion de la expresion de las proteinas PAP2, NDPK2,
IMB1 unidas a CusFc y de GFP a CusFp se concluye que la proteina CusF
ayuda a la expresion de proteinas solubles, ya que, sin la presencia de CusF la

proteina PAP2 seria insoluble y GFP no se plegaria en periplasma.
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La activacion del BioGel P2 de BioRad se lleva a cabo por el contacto de dicho
gel con una solucion de glutaraldehido al 25% (previamente polimerizada a
50°C), la siguiente solucion con la que se puso en contacto es tiourea 1My por
altimo la inmovilizacién de iones plata se realiza con una solucion de AgNOs;
1N, todo el proceso de activacion se lleva a cabo a 37°C y un tiempo de 24

horas por cada solucién.

La union de la proteina de fusion CusFp-GFP se lleva a cabo a una temperatura
de 4°C en la resina con iones plata inmovilizados, en la cual es mas estable

dicha resina.

La union de la proteina de fusion CusFc-GFP con la resina que contiene iones
plata inmovilizados es menor en comparacién con la union que se lleva a cabo
entre la proteina de fusion GST-GFP con la resina de Glutathione Sepharose

4B.

CusF-GFP demuestra afinidad cuando se utiliza una resina funcionalizada con
Cu(ll) para su purificaciébn y solamente eluye a altas concentraciones de

imidazol obteniendo mayores concentraciones de proteina.

El presente estudio demuestra que la purificacion de CusFc-GFP no es

equiparable, hasta el momento, con el método de purificacion utilizando GST

como proteina de fusion.
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6 PERSPECTIVAS

Evaluar la expresion de diferentes proteinas heterdlogas con CusF

periplasmico o citoplasmico fusionado en el extremo N-terminal.

. Continuar con la busqueda de las condiciones idoneas para la

purificacion de CusF-GFP utilizando la resina funcionalizada con Cu(ll).

Realizar preparaciones utilizando CusF peripldsmico, ya que se podria

obtener mayor pureza después de la cromatografia de afinidad.

Establecer métodos para remover CusF de la proteina de interés

utilizando la proteasa trombina.

Expresar y purificar por lo menos un biofarmaco, por ejemplo la hormona

de crecimiento, utilizando CusF como proteina de fusion
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