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1. RESUMEN

En el marco del proyecto actualmente en marcha en nuestro laboratorio para expresar
hormona foliculo estimulante humana (hFSH) recombinante en la planta
Physcomitrella patens, es de interés disponer de las contrapartes no glicosiladas de
esta proteina, asi como también tener la posibilidad de desarrollar anticuerpos contra
la fraccion peptidica de la hormona. Para ello nos hemos propuesto expresar las
subunidades alfa (a) y beta (B) en Escherichia coli como proteinas fusionadas al
extremo C-terminal de la glutation S-transferasa (GST) de Schistosoma japonicum
utilizando el vector pGEX-3X. Las proteinas de fusion resultantes seran utilizadas para
producir anticuerpos especificos contra cada una de las subunidades de hFSH y como

controles para los experimentos de expresién en Physcomitrella.

En este contexto, el objetivo especifico de este trabajo es la expresién de la subunidad
alfa de hFSH. Los resultado obtenidos muestran que esta proteina es expresada
eficientemente en E. coli aunque la mayor parte del producto de expresion se

encuentra en forma insoluble.

2. INTRODUCCION



2.1 Estructura de la FSH

La hormona foliculo estimulante humana (hFSH) es una hormona glicoproteica,
secretada por la glandula pituitaria anterior, que juega un rol importante en la

regulacion de la reproduccion tanto masculina como femenina (Lal, 1997).

Al igual que otras hormonas glicoproteicas (LH, TSH y CG), la hFSH esta formada por
dos subunidades, alfa y beta, codificadas por genes diferentes y asociadas de forma no
covalente. Cada subunidad tiene un péptido sefial, que para a es de 24 aminoacidos y
para B es de 18 aminodcidos (Fox, 2009). La subunidad a madura, comun al resto de
las hormonas glicoproteicas, tiene 92 aminodcidos mientras que la subunidad f
madura tiene 111 y es la que determina la especificidad de la hormona. A su vez, cada
subunidad presenta una estructura caracteristica formada por enlaces disulfuro

llamada nudo de cistinas (ver figura 1).

Cada subunidad posee dos sitios de N-glicosilacidn, para la subunidad a estos sitios
estan en los residuos de Asn 52 y Asn 78, mientras que para la subunidad 3 estan en
Asn 7 y Asn 24, y son fundamentales para la bioactividad de la proteina (Rose, 2000).
Debido a estas modificaciones postraduccionales, la masa molecular de a es de 14 kDa

y la de B es de 17 kDa (Howles, 1996).

La molécula de FSH existe en muchas isoformas diferentes dependiendo de Ia
composicion de los carbohidratos que componen los N-glicanos. Estos pueden existir
en muchas ramificaciones diferentes las cuales pueden tener residuos de acido sidlico

terminales (Vegetti, 2006).

Estas formas variadas de FSH difieren en su vida media plasmatica y por lo tanto en su
actividad bioldgica. La hormona es removida de la circulacidon cuando se une a su
receptor en el higado y en los rifiones. Aquellas isoformas que tienen mayor contenido
de acido sidlico escapan a la unién al receptor y por lo tanto permanecen por mayor

tiempo en la circulacién teniendo de esa forma una vida media mayor y una mayor



bioactividad. Lo opuesto ocurre en las isoformas con menos residuos de acido sidlico

las cuales son rdpidamente capturadas por el receptor (Howles, 1996).

Figura 1: Estrucutra terciaria de la FSH, se observa en verde la cadena o y en azul la cadena 8. Se marcan

también en azul y verde los residuos que se encuentran glicosilados. La estructura en rojo es el receptor.

2.2 Funcion de la FSH

La hormona FSH juega un rol clave en la fertilidad humana. En las mujeres esta
involucrada en el crecimiento y la maduracion de los foliculos mientras que en el
hombre estad implicada en la iniciacion y mantenimiento de la espermatogénesis (Lal,

1997).

La hormona FSH producida por la glandula pituitaria anterior es producida por un tipo
de células denominadas gonadotropas. Las células blanco de esta hormona se
encuentran en las génadas, especificamente en las células de la granulosa (en los
ovarios) y en las células de Sértoli (en los testiculos) las cuales son las Unicas que

expresan el receptor (Ulloa-Aguirre, 1998).

El receptor de la hormona es una glicoproteina que pertenece a la familia de
receptores acoplados a proteina G. El mismo es un unico polipétido que atraviesa la

bicapa lipidica 7 veces formando estructura de a-hélices conectadas entre si por loops
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orientados tanto intracelular como extracelularmente (Simoni, 1997). Este receptor
estd acoplado a una proteina G; la cual, luego de que se produjo la unién del receptor
a la FSH, activa el sistema adenilato ciclasa, el cual a su vez produce una serie de
eventos en las células diana, entre los que se incluye la estimulacién de la transcripcién

de la aromatasa, enzima clave en la sintesis de estrégenos (Fauser, 1996).

En el ovario, la hFSH regula la funcién de las células de la granulosa, incluyendo el
desarrollo y la seleccion de los foliculos, maduracién de los oocitos y en conjunto con
la hormona LH, el proceso ovulatorio (Ulloa-Aguirre, 1998). En los testiculos, estimula
la funcién de las células de Sértoli las cuales proveen soporte fisico y bioquimico para

el correcto desarrollo y maduracion de las células germinales (Simoni, 1997).

2.3 Producciones comerciales de FSH

Dado su funcién es que esta hormona se utiliza como parte de los tratamientos de
fertilizaciéon asistida y de algunos casos de infertilidad, tanto femenina como
masculina. Las preparaciones de FSH han estado comercialmente disponibles desde
1960. El primer uso que se le dio fue en mujeres con desérdenes ovulatorios. Luego, en

1978 comenzd a ser usada en reproduccion asistida (Zwart- van Rijkom, 2002).

Existen actualmente dos tipos de producciones comerciales de FSH, aquellas derivadas
de la orina de mujeres post-menopausicas y aquellas producidas a partir de células

CHO (Chinese Hamster Ovary) genéticamente modificadas (Lispi, 2006).

2.3.1 Preparaciones de FSH derivada de la orina de mujeres post-menopausicas:

Dentro de este tipo de preparaciones existen 3 subtipos: 1) Gonadotropinas derivadas
de la orina que tienen FSH y LH, son llamadas hMG (human menopausal

gonadotrophin), estas fueron las primeras en aparecer en el afio 1960, 2) FSH urinaria



(uFSH) que sélo contiene FSH y 3) FSH urinaria altamente purificada (uUFSH-HP) (Zwart-
Van Rijkom, 2002).

e Produccion de hMG:

En los primeros procesos de purificacién de hMG, el material de partida (orina de
mujeres postmenopdusicas) se mezclaba con caolinita activada, sobre la cual se
adsorbia la FSH (y otras moléculas). El material adsorbido se eluia con NH40H 1M, y
luego se precipitaba por acidificaciéon del medio a pH 5,5 y adicidn de acetona. El
precipitado, luego de lavado y solubilizado, era sometido a dos etapas de
cromatografia, una con dietilaminoetil (DEAE) celulosa y otra con permutita (Katzman,

1943).

En 1950 fue registrada en ltalia la primera preparacién de hMG para uso clinico
(“Pergonal 25 Serono”).La pureza de esta preparacion era solo del 5% y contenia tanto

FSH como LH .
e Produccion de uFSH

A principios de 1970 la comunidad médica planted la posibilidad de que diferentes
grupos de pacientes e individuos necesitaban diferentes proporciones de FSH y LH. Por
esta razon se buscaron métodos para separar la FSH de la LH. Para ello se utilizé una
matriz de cromatografia que estaba recubierta con anticuerpos policlonales anti-LH. La
preparacién de hMG era filtrada através de dicha columna. La FSH que eluia era
purificada v liofilizada. A pesar de esto la pureza de la FSH seguia siendo menor al 5%

(Lunenfeld, 2004).
e Produccion de uFSH-HP

Este método es mas directo que el anterior ya que la columna que se utiliza tiene
anticuerpos monoclonales especificos de FSH, por lo que todas las proteinas urinarias
asi como la LH atraviesan la columna y son removidas. Como resultado de ello esta

preparacion tiene una pureza del 95% (Ravelli, 2006).



2.3.2Preparaciones de FSH recombinante (rFSH)

La produccion de rFSH involucra dos etapas: 1) proceso de cultivo celular en donde se
produce rFSH en crudo en un sobrenadante liquido. 2) Proceso de purificacién del

extracto crudo (Casper, 2005).

En la primera etapa, las células CHO transfectadas con los genes que codifican para las
subunidades a y B son crecidas en un bioreactor equipado para controlar los
parametros del cultivo (temperatura, pH, oxigeno disuelto, etc.) y la composicién del
medio. Esta primera etapa es la de expansion del cultivo, luego se pasan las células a
otro bioreactor para que crezcan y produzcan la rFSH. Finalmente se purifica en 6
etapas, una de ultrafiltracion y 5 cromatografias de inmunoafinidad (similar a la que se

realiza para la uFSH-HP). (figura 2 y 3) (Howles, 1996).

Cultivo celular Expansion celular
{fase de multiplicacion —_— l
del cultivo)
Transferenciaal
bioreactor

l

Bioreactor: 3 etapas

1) Adhesion celular y crecimiento

2) Produccién de r-hFSH

3) Recoleccion del medio de
cultivo que contiene r-hFSH

Figura 2: Etapa 1: produccion del cultivo celular y produccion de r-hFSH en crudo



1. Ultrafiltraciéon

!

II. Cromatografia

!

Ill. Inmunoextraccion
de r-hFSH

}

IV - V1. Cromatografia
y RP HPLC

!

Ultrafiltracién

Figura 3: Etapa 2: Purificacion del extracto crudo

2.3.3 Ventajas y desventajas de ambos métodos.

Las uFSH no son seguras porque son extraidas de orina que puede estar contaminada
con virus, bacterias y priones. Sin embargo, no existen evidencias claras de que priones
estén presentes en la orina humana (Lispi et al, 2006), y en lo que concierne a los virus,

en el proceso de produccion se realiza un paso de inactivacién viral (Casper, 2005).

En el proceso de amplificacién de rFSH en células CHO existe la posibilidad de
mutagénesis y cambios en el producto final. Ademas en el proceso de produccién a
gran escala se utiliza un medio de cultivo que contiene proteinas de origen animal
como el suero fetal bovino (la mayoria de la compafiias tratan de obtenerlo de paises
que no tengan historia de encefalopatia espongiforme bovina) por lo que existe
también riesgo de contaminacién con priones, y otros virus animales. Es por esta razén

que el producto recombinante final es purificado por un método cromatografico



similar al usado en el proceso de produccién de uFSH vy analizado en busqueda de

proteinas contaminantes y virus (Balen, 2002).

Si bien las preparaciones de uFSH tienen un grado de pureza del 95% contienen LH asi
como también proteinas urinarias (Lispi, 2006). Por otro lado, las preparaciones
recombinantes tienen una gran consistencia entre un batch y otro, estan libres de
proteinas urinarias contaminantes y tienen el potencial de ser producidas en

cantidades ilimitadas (Zwart-van Rijkom, 2002).

La demanda de uFSH ha sufrido un aumento importante hacia el fin del siglo pasado, a
tal punto que en muchos paises desarrollados mas del 1% de los nacimientos son
atribuidos al tratamiento con uFSH. Esta gran demanda de un recurso limitado (orina
de mujeres post-menopausica) ha contribuido al desarrollo de la rFSH. Esta nueva
preparacidon presenta la ventaja de poder ser producida en cantidades ilimitadas vy
ademas de tener una mayor pureza( > 99% con una actividad de mas de 10000 Ul

FSH/mg) (Dyer, 2002).

Debido a todos los pasos y controles que son necesarios en la elaboracién tanto de

uFSH como rFSH estos métodos son muy costosos.

Finalmente, se ha visto que ambos productos son equivalentes tanto en su eficacia

clinica como en su seguridad (Revelli, 2006).

2.4 Vectores de Expresion

Un vector de expresidon es generalmente un plasmido al cual se le introduce un gen
especifico para ser expresado en una célula viva. Un vector de expresién tipico
contiene un promotor que dirige la sintesis de grandes cantidades de mARN
correspondiente al gen. También pueden incluir secuencias que permitan una
replicacion auténoma y secuencias que codifiquen determinadas caracteristicas que

luego permitan seleccionar las células que contengan el vector. (Ausubel, 2003).
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La eleccidn de un sistema de expresion para la produccion de proteinas recombinantes
depende de muchos factores. Algunos de ellos son: caracteristicas del crecimiento
celular, niveles de expresién, expresién intra o extracelular, modificaciones

postraduccionales, actividad de la proteina de interés, etc (Cabrita, 2006).

Los sistemas bacterianos son los mas utilizados debido a su bajo costo, alta
productividad y facil uso. Dentro de estos sistemas, Escherichia coli es uno de los mas
utilizados para la expresiéon de proteinas recombinantes (Terpe, 2006). Sin embargo,
no todos los genes pueden ser expresados eficientemente por este organismo, esto es
debido a la incapacidad de realizar las modificaciones postraduccionales que se
encuentran en proteinas eucaridticas, la falta de un mecanismo de secrecién para la
liberacion eficiente de la proteina al medio de cultivo y la capacidad limitada de formar
enlaces disulfuro. Por otro lado muchas porteinas eucariéticas pueden retener su
actividad bioldgica en su forma no glicosilada y por lo tanto ser producidas en E. coli

(Fuh, 1990).

2.4.1 Caracteristicas de los vectores de expresion:

Un vector de expresion requiere de varios elementos para asegurar los mayores
niveles de expresidon de proteinas. En primer lugar debe tener un promotor. A grandes
rasgos, en E. coli los promotores contienen un hexanucledtido localizado a -35pb
upstream del inicio de la transcripcidon y otro hexanucléotido a -10pb. Un promotor
eficiente es aquel que es fuerte, tiene un bajo nivel de expresion basal y su induccién
es simple y econdmica. Existen numerosos promotores con tales caracteristicas, como
por ejemplo el de operén lactosa (lac) o del operdn triptdéfano, (trp), o un hibrido

artificial de ambos (tac) entre otros (Makrides, 1996).

También debe tener un terminador de la transcripcion, en bacterias existen dos tipos
de mecanismos: los dependientes del factor Rho (que es una proteina hexamérica la
cual libera el transcripto de ARN del molde) y las independientes de Rho, en las cuales
se forma una estructura de horquilla en el ARN naciente que hace que se produzca la

terminacion de la transcripcion.
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El transcripto que se produzca debe contar con un sitio de union al ribosoma (RBS), el
cual se encuentra downstream del promotor. El sitio RBS consiste de la secuencia
Shine Dalgarno (SD) seguida de un espaciador rico en A+T. La secuencia SD
interacciona con el extremo 3°del ARN ribosomal 16S de la subunidad menor 30S, en la

iniciacion de la traduccién (Sambrook, 1989).

Seguido al RBS se encuentra el coddn de inicio . El que tiene mayor frecuencia de uso
en E. coli es el AUG (91%), la regidn situada entre el coddn de inicio y el RBS (que tiene
entre 5 a 13pb) no debe formar ningun tipo de estructura secundaria ya que esto

puede reducir la eficiencia en el inico de la traduccién (Gold, 1990).

En tercer lugar, debe tener un terminador de la traduccion el cual esta localizado a
continuacion del sitio donde se insertard la secuencia codificante que se desea
expresar. Existen 3 codones de terminacién UAA, UGA y UAG. En E.coli existe una
preferencia por el codén UAA y ademas la eficiencia de la terminacién de la traduccién
estd determinada por el nucléotido que se encuentra inmediatamente después. Se ha
observado que la secuencia UAAU es la mads eficiente para la terminacién en esta

bacteria (Makrides, 1996).

Ademas de estos elementos, es necesario que el vector contenga una secuencia que
codifique un marcador seleccionable (por ejemplo resistencia a ampicilina, kanamicina,
cloranfenicol o teraciclina) que ayude en la seleccién y propagacion del plasmido.
También tiene que contener un origen de replicacién que es el que determinara el
numero de copias del plasmido y un sitio de clonado mdltiple o polylinker para
simplificar la insercién del gen en la orientacidon correcta dentro del vector

(Sorensen,2005) .(Figura 4)
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R 35 -10 sD coding sequence  TT Tet Ori

oL |

TTGACA (N)17 TATAAT

STOP codon
UAAU
UGA

START codon UAG

mANA 5'  UAAGGAGG (N)g lAUG (91%)
16S IRANA 3' 1 oAUUCCUCC GUG (8%)
UUG (1%)

Figura 4: Representacion esquemdtica de las caracteristicas principales de un vector de expresion. Se

muestra como ejemplo el promotor tac (P) que tiene las regiones -35 y -10 separadas por un espaciador
de 17pb. La flecha indica el sentido de la transcripcion. El RBS compuesto por la region Shine Dalgarno
(SD) y el espaciador rico en A+T. La secuencia de 8pb del SD interactta con la region 3 “del ARN 16S de la
subunidad menor del ribosoma . Se muestran los 3 codones de inicio de la traduccion. Con STOP se
representa el sitio de finalizacion de traduccion. Se observa el terminador de la transcripcion (TT), el
origen de replicacion del plasmido (Ori), el gen de resistencia a antibidtico, en este caso tetracicilina

(Tet) y la secuencia represora (R).

2.4.2 Direccionamiento de la sintesis proteica (Protein Targeting)

Dependiendo del vector de expresion es posible lograr que la sintesis de la proteina

sea dirigida al espacio citoplasmatico, periplasmico o extracelular.
e Expresion citoplasmdtica

Este es el lugar de expresién preferido ya que da un mayor rendimiento en la
expresidon de proteinas heterdlogas. Sin embargo, la sobreexpresion de proteinas
foraneas usualmente produce la formacién de cuerpos de inclusidn, que son
agregados proteicos insolubles intracelulares. Estos agregados estan compuestos
en su mayoria por la proteina foranea en forma desnaturalizada y su solubilizacién

puede ser dificil. (Sambrook, 1989).

Para minimizar la formacién de cuerpos de inclusién y mejorar el plegamiento de
la proteinas se pueden utilizar numerosas aproximaciones algunas de ellas son: 1)
crecer los cultivos bacterianos a menor temperatura para asi mejorar la cantidad

de proteina soluble. Los aminodacidos son codificados por mas de un coddn y cada
13



organismo tiene un uso de codones diferente, esto se ve reflejado también en la
poblacion de tRNA. Si el ARNm heterdlogo a ser expresado en E. coli tiene
diferencias en el uso de codones se puede ver impedida la traduccidn debido a la
demanda de uno o mas tRNA que puedan ser minoritarios en dicho organismo.Un
numero insuficiente de tRNA puede llevar a que se frene la traduccidn, se termine
prematuramente, que se de un corrimiento del marco de lectura o que se
incorpore un aminodcido incorrecto. Se ha observado que crecer los cultivos a
baja temperatura puede cambiar el uso de codones y atenuar los problemas de
expresion (Terpe,2006). 2) Co-expresar chaperonas para asegurar el correcto
plegamiento de la proteina por ejemplo DnaK o GroEL. Estas chaperonas
previenen la formacién de cuerpos de inclusién reduciendo los agregados y
promoviendo la protedlisis de los mismos (Sorensen, 2005) 3) El uso de
tioredoxina (producto del gen TrxA de E. coli) como proteina de fusién. Se ha visto
gue las proteinas son correctamente plegadas y retienen su actividad biolégica
cuando son expresadas como proteinas de fusion junto con la tioredoxina
(LaVallie, 1993). 4) Utilizar cepas de E. coli que tenga inactivado el gen trxB. Las
proteinas que poseen una estructura terciaria compleja la cual depende de la
formacién de puentes disulfuro pueden no ser producidas correctamente en el
citoplasma bacteriano, debido a que este es muy reductor. Ademas, no existe un
sistema que catalice la formacion de estos enlaces (a diferencia de lo que ocurre
en el periplasma donde existe el sistema Dsb que cataliza este tipo de reaccién).
Se han encontrado mutantes que tienen inactivado el gen trxB, este gen codifica
para la tioredoxina reductasa. Esta enzima cataliza la reducién de la tioredoxina la
cual a su vez reduce las cisteinas en el citoplasma, impidiendo asi la formacién de
enlaces disulfuro.Por esta razdn es que en estos mutantes se producen cantidades
mayores de proteinas citoplasmaticas con enlaces disulfuro. (Stewart, 1998;

Makrides, 1996).
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e Expresion Periplasmica

El periplasma ofrece muchas ventajas ya que contiene solo el 4% de las proteinas
celulares totales producidas por E. coli . Por esta razdn, la proteina es concentrada
mas eficientemente y su purificacion es mdas sencilla. Ademds, el ambiente
oxidante del periplasma facilita el correcto plegamiento de las proteinas y la
formacién de enlces disulfuro. El transporte de la proteina al periplasma requiere
una secuencia sefial, las mas utilizadas son las de las proteinas bacterianas Lpp,
OmpA, OmpC, etc (Joly, 1994) . Las proteinas en el periplasma pueden ser liberadas

en el medio con un shock osmético (Terpes, 2006).

e Secrecion extracelular

Muy pocas proteinas son secretadas al espacio extracelular en E.coli y la
manipulacién de las vias de transporte extracelular es una tarea muy compleja. Las
metodologias empleadas se dividen en dos categorias: 1) utilizar las vias existentes
para aquellas proteinas que son secretadas o 2) utilizar secuencias sefial, proteinas
permeabilizantes u otros agentes que favorezcan la secreciéon de proteina como
resultado de la permeabilizacion de la membrana externa. Ambas metodologias no

dan resultados muy eficientes (Makrides, 1996).

2.4.3 Proteinas de Fusion

Las proteinas de fusidn han sido desarrolladas para simplificar la purificaciéon y
expresion de las proteinas recombinantes. Estas estan formadas por la proteina de
interés ligada a una secuencia “carrier” la cual estabiliza la proteina de interés contra la
degradacion celular, aumenta la solubilidad (previniendo la formacién de cuerpos de
inclusién), y provee un sitio de unién a un ligando para facilitar la purificacién por

afinidad (Sorensen, 2005).

Para separar la proteina de interés de la proteina “carrier” se incluye un sitio de corte
proteolitico, por ejemplo en el vector pGEX-3X utilizado en este trabajo se incluye una
secuencia de cuatro aminoacidos (lle-Asp/Glu-Gly-Arg) que son el sitio de

reconocimiento para el factor de coagulacién sanguinea Xa . El factor Xa corta el enlace
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peptidico en el extremo carboxi-terminal del residuo de arginina en el sitio de

reconocimiento separando de esa manera ambas proteinas(Ausubel, 2003; Cornelis,

2000).

2.5 Vector pGEX-3X

El vector de expresién pGEX-3X es comunmente utilizado por sus altos niveles de
expresion de proteinas recombinantes. Este permite la expresién de la proteina de
interés fusionada a una proteina “carrier”, en este caso la glutation S-transferasa (GST)
del parasito Schistosoma japonicum. Esta enzima de 26 kDa facilita el proceso de
purificacién ya que se une reversiblemente con alta afinidad al glutatién inmovilizado
en una columna. Como se mencioné anteriormente, la proteina de fusién puede ser
procesada proteoliticamente mediante el factor de coagulacién Xa, y la GST puede asi

separarse de la proteina de interés (Pharmacia Biotechnology, Vol 19 N°3).

En la figura 4 se puede visualizar el pldasmido pGEX el cual tiene un peso molecular de
4952 pb, posee ademds un gen de resistencia a ampicilina y el origen de replicacién del
pldsmido pBR322, el gen de la GST y el promotor tac. También posee un sitio de

clonado multiple donde se inserta el gen de interés (Frangoni, 1993).

Fromoter

Protein b|nding
glutathione S-transferase

Wultiple CI-:min%SDiD
pGEX-3X
4932bp  bla promoter

4000
lac repressor

beta-lactamase
2000

- Figura 5: Estructura del vector de expresion pGEX-3X. Tomado de Pharmacia LKB
Biotechnology. GST gene fusion system chimeric proteins-vesatile tools im molecular biology
research. Molecular and cell biology Research. Vol 19 N° 3.
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3.Estrategia General

En el laboratorio de la Seccién Bioquimica de la Facultad de Ciencias se disponia de la
secuencia codificante de la subunidad a clonada en el vector pGEM T-Easy (Ruétalo
2012). Esta fue modificada para eliminar la regién correspondiente al péptido sefial.
Ademas, para el clonado direccional y en fase con la GST en el vector de expresidn, se

agregaron adaptadores para sitios de restriccion adecuados.

La delecidn del péptido sefal se hizo por amplificaciéon de la secuencia codificante de
hFSH a con el cebador “forward” hibridando a partir del inicio del péptido maduro.
También se le agregd a los extremos de los cebadores sitios de corte para EcoRl y para
BamHI, respectivamente. Para mantener la fase de lectura de la GST fue necesario
agregar 2 nucleétidos en el cebador “forward”. El fragmento resultante se ligd en el
vector pGEX-3X digerido con EcoRIl y BamHI, y se transformaron células competentes
de E. coli. Se seleccionaron los transformantes correctos y se realizaron ensayos de

expresion de la proteina de fusién resultante (Ver figura 6).
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BamHI

BamHI EcoRI
—> >  eFSH  ——
pGEM T-Easy + >
015bp
EcoRI
Promator Trp-lac
Promotor Trp-lac
p( SEX-3X —_— Represor Lac P(JE*’\' 3X
BamHI EcoRl + Represor Lac =
4952 bp 4952bp

Figura 6: Esquema de la estrategia general. La secuencia codificante de a que se encontraba en el
vcector pGEM (A) fue amplificada utilizando los cebadores que tenian los adaptadores para Eco y Bam
(B) dando como producto final el fragmento de a sin el péptido sefial (C). Luego este fragmento fue
ligado al vector pGEX-3X (D) dando como resultado el producto de ligacion E.
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4.Materiales y Métodos

4.1 Oligodesoxinucléotidos

Los oligodesoxinucléotidos utilizados fueron sintetizados por Integrated DNA
Technologies Inc (IDT). Los mismos se encontraban liofilizados por lo que fue necesario
resuspenderlos en agua milliQ para obtener una solucién stock de 100 uM. Luego a

partir de la solucién stock se prepard una solucién de trabajo 10uM.

Las temperaturas de fusiéon (Ty) de los mismos fueron calculadas ultilizando el

programa de disefio y analisis de cebadores OligoAnalyzer 3.1.

390 5 TGTTCGGATCCCCGCTCCTGATGTGCAGGATTGC 3’ 69.4
391 5" GATGAATTCTTAAGATTTGTGATAATAACAAGTACTGCAGTGG | 60.0
3’

Tabla 1: Secuencia de los cebadores utilizados. Los cebadores 390 y 391 son los “forward” y “reverse” de

o respectivamente. Se marca en negrita el sitio de corte para las enzimas de restriccion.

4.2 Medios de cultivo

Para los cultivos liquidos se utilizé el medio liquido LB (Triptona 10 g/L, extracto de
levadura 5 g/L y cloruro de sodio 10 g/L). Para preparar el medio sélido LB-agar se

agregaron 15g de agar por litro de LB (Sambrook et al., 1989).

4.3 Transformacion de células competentes

Se usaron células competentes E. coli XL-1 Blue preparadas segun el método de Inoue
et al., 1990, que se mantenian congeladas a -70 °C. Se descongelaron en hielo 50 ul de
bacterias competentes y se le agregaron 2 ul de ADN (plasmidico o de una reaccién de
ligacién, segun corresponda). Se incubd en hielo por 30 minutos, luego se colocé a 42
°C por 90 segundos y luego en hielo nuevamente durante 2 minutos. Se agregaron
500ul de medio liquido LB y se sembraron alicuotas de 100ul en medio sélido LB-agar

con ampicilina (100pg/mL). Las placas se incubaron en estufa a 37°C toda la noche.
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4.4 Cultivos liquidos

A partir de colonias bacterianas aisladas se inocularon 4 mL de LB liquido con
ampicilina a una concentracién final de 100 pg/mL. Se dejaron crecer los cultivos en

una incubadora con agitacion orbital a 200 rpm y a 37 °C toda la noche.

4.5 Mini preparacion de ADN plasmidico

Las extracciones de ADN plasmidico se hicieron mediante el método de lisis alcalina,
con algunas modificaciones en la composicién de las soluciones (Sambrook, 1989). A
partir de un cultivo liquido, crecido a 37 °C durante toda la noche, se tomaron 1.5mLy
se centrifugd durante 30 segundos a maxima velocidad en una minicentrifuga de mesa
(aproximadamente 5000 x g). Se descarté el sobrenadante. Se agregaron otros 1.5 mL
de cultivo y se centrifugd nuevamente a maxima velocidad. El sedimento bacteriano se
resuspendié con ayuda del vértex en 150 ul de solucién | (Tris.HCl 50 mM, pH 8.0,
EDTA 10 mM). Luego se agregaron 150 pl de solucién Il (NaOH 0.2M, SDS 1%), se
mezcld suavemente hasta lisar las bacterias (la solucién se vuelve transparente) y se
dejo reposar por 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se adicionaron
150 pl de solucién Il (Acetato de potasio 3M pH 4.5), se mezcldé y se centrifugd
durante 5 minutos a maxima velocidad. Se recogio el sobrenandante en un nuevo tubo
eppendorf y se precipité el plasmido con dos voliumenes de etanol 95%
(aproximadamente 900 pl). Se centrifugd durante 20 minutos a maxima velocidad
(12000 rpm, en Beckman Microfuge E) y se descarté el sobrenadante. El sedimento se
lavd con 1ml de etanol 70 %, luego se descartd el etanol y se dejd secar el sedimento.
El precipitado se resuspendié en 100 ul de agua milliQ a la cual se le agregd 1 pl de
ARNasa A 10 mg/mL (concentracién final 100 ug/mL) y se incubé a 37 °C durante 15

minutos.

4.6 Digestion con enzimas de restriccion

Las reacciones de digestidn del ADN plasmidico se realizaron en un volumen final de 20

uly se prepararon de la siguiente forma:
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- 0.5 uldeenzima

- 2 ul de buffer de reaccion 10X
- 0.5 uL de BSA 10 mg/mL

- 10 pl de plasmido

- Agua milliQc.s.p 20 pl

Las digestiones de los plasmidos se realizaron en estufa durante toda la noche o bafio

de agua a 37°C una hora.

Para la digestion del pldsmido pGEX-3X con EcoRl y BamH| se variaron estas

proporciones, las mismas se detallaran en el capitulo de resultados.
4.7 Amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
A partir del ADN del plasmido pGEM T-Easy se amplificé las secuencia codificante de a-

FSH sin el péptido sefial. La reaccion de PCR se realizé en un volumen final de 25 pl de

la siguiente forma:

0.2 ul de ADN molde

- 1 ulde oligo forward (a una concentracién de 10 uM)

- 1 uldeoligo reverse (a una concentracién de 10 uM)

- 0.5 ul del mix de dNTPs (conteniendo 10 uM de cada dNTP)
- 2.5 pl de buffer de reaccién (con MgSO4 20 mM)

- 0.2 pl de s-Pfu DNA polimerasa (SBS, China) 5 U/ ul

- Agua milliQc.s.p 25 ul

Se realizé una mezcla que correspondia a 7 reacciones (175 ul) que luego se repartio

en 7 tubos. La amplificacién se realizé con el siguiente programa:
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N° de ciclos Temperatura (°C) Tiempo

1 94 5 min

(Desnaturalizacion inicial)

94 15s
20 55 30s
68 30s
1 68 5 min
(Extension final) 25 oo

4.8 Purificacion de productos de PCR

Los productos de PCR se purificaron usando el Ron’s Gel Extraction Kit Bioron
(Alemania) de acuerdo a las especificaciones del fabricante. La elucién se realizé en 2
veces, primero con 45 pl del buffer de elucién y luego con 45 ul de agua milliQ. Este
paso de purificacidon es necesario para asi eliminar la enzima Pfu DNA polimerasa que
se usé en la reaccién de PCR. De lo contrario, la misma podia interferir en las

digestiones que se realizaran posteriormente.

4.9 Purificacion de las digestiones

Luego de las digestiones con EcoRl y BamHI, ya sea de productos de PCR o de
plasmidos, las mismas fueron purificadas usando el Ron’s Gel Extraction Kit (Bioron,
Alemania). Las muestras de amplificacién de la secuencia codificante de FSH a fueron
eluidas de la columna del kit en 2 veces, primero con 40 pl de buffer de elucién y luego

con 40 pl de agua. Para el pGEX-3X se eluyd con 30 pl de agua milliQ.
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4.10 Electroforesis en gel de agarosa

Para analizar el resultado de la amplificacidn por PCR, la purificacion y ligacion de los
fragmentos y las digestiones con enzimas de restriccidn se realizaron electroforesis en
geles de agarosa al 0.7% en TAE 0.5 X (Tris-acetato 40Mm, EDTA 1mM, pH 8.3). Para
visualizar el ADN se adiciond 1 pl de Goldview (SBS, China) por cada 50 ml de gel. A las
muestras se les agregd buffer de carga 6X (glicerol 40 %, azul de bromofenol 0,01 %)
para sembrarlas en el gel. Se usé marcador de peso molecular GeneRuler™ DNA
Ladder Mix (Fermentas) de 10Kb. Las corridas electroforéticas se realizaron a 100V. La
deteccion se hizo con un transiluminador de luz ultravioleta y se registré

fotograficamente el resultado.

4.11 Reacciones de ligacion

La reaccion de ligacion se dejo transcurrir toda la noche a 4 °C y se prepard de la

siguiente manera:

1 ul (5 U) de la enzima T4 DNA ligasa (Fermentas)

1 ul de buffer de ligaciéon 10X (Fermentas)

3 pl de plasmido pGEX-3X purificado segun descrito mas arriba

5 pl de fragmento amplificado de FSH a purificado segun descrito mas arriba

Se dejd trasncurrir la reaccién a 4 °C durante toda la noche.

4.12 Secuenciacion

Para verificar la secuencia del plasmido recombinante, asegurar la ausencia de
mutaciones vy la integridad de la misma se lo envidé al servicio de secuenciacion del
Instituto Pasteur de Montevideo. La reaccion se llevd a cabo a partir del pldsmido

PGEX-3X recombinante y utilizando el cebador 391, en secuenciadores ABI3130. El
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analisis de las secuencias obtenidas fue realizado utilizando el software BioEdit version

7.0 (Hall, T.A. 1999).

4.13 Ensayos de Expresion

Para los ensayos de expresidn se partié de un precultivo de 3 ml de una colonia
recombinante, se tomd un indculo de 30 ul y se lo colocd en un matraz con 30 mL de
LB liquido con ampicilina. El cultivo se dejo crecer por varias horas hasta alcanzar una
densidad éptica (DO) de 0.6 a longitud de onda de 600nm. Luego se realizé la
induccién con 30 pl de Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) 1M (concentracién
final 1 mM) durante 2 horas. También se hizo un control en simultdneo con células que

tenian solo el pGEX-3X.

4.14 Obtencion de fraccion soluble e insoluble

Pasadas las dos horas se centrifugd el cultivo a 2000 x g por 20 minutos para hacer
sedimentar las células. Luego se saco el sobrenadante y se congeld el pellet a -20 °C
toda la noche. Al dia siguiente se dejé descongelar y se lo resuspendié en 1.5 ml de
PBS + Tritdon 100X 1%. Se disgregd el extracto con sonicador del Instituto Pasteur,
sometiéndolo a 5 pulsos de 10 segundos a una amplitud del 30%. Se tomd como
criterio de fin de sonicacion la desaparicion de la viscosidad del extracto, hasta que no

se formara un hilo al tomar muestras con una pipeta.

El lisado de células se repartié en 2 tubos eppendorf con 750 pl cada uno, esto
corresponde a la fraccion total. Uno de estos tubos se lo centrifugd durante 15
minutos a maxima velocidad en minicentrifuga de mesa y se separé la fraccion soluble
de la insoluble. Con la fraccién insoluble se hizo una suspensién en 200 ul de PBS,

agitando con vortex.

4.15 Electroforesis desnaturalizante de proteinas (SDS-PAGE) y Western Blot

Para analizar el resultado de los ensayos de expresidn se realizdé una electroforesis de

proteinas seguida de un western blot.
24



Para la electroforesis de proteinas se siguid el método de Laemli (Ausubel, 2003). Se

prepararon 6 mL de gel separador 12% de acrilamida de la siguiente forma:
- 2.85mLde agua milliQ
- 2.4 mLde 30% acrilamida/ 0.8% bis acrilamida
- 0.75mLde Tris.HCI 1.5 M 4x pH 8.8
- 6 ulde TEMED (N,N,N’,N’- tetrametiletilendiamina)

- 60 ul de APS 10 % (Persulfato de amonio)

Gel concentrador o stacking:
- 1.52mL de agua milliQ
- 0.32mL acrilamida-bisacrilamida 30%
- 0.62mL 4X Tris.HCl pH 6.8
- 2.5plde TEMED
- 12.5pulde APS10 %

Se armo¢ el gel colocando primero el gel separador y dejando unos dos centimetros del

molde sin llenar, una vez que este polimerizé se le colocé por encima el stacking.

Luego se armoé la cuba y se le colocé el buffer de corrida que se prepard de la siguiente

forma:30,2 g Tris base, 144 g Glicina, 10 g SDS y c.s.p 1L de agua milli Q.

4.16 Preparacion de la muestra:

Se tomaron 11.25 ul de muestra, se le agregaron 3.75 pl de buffer de corrida 4 Xy 1.5
pl de TCEP (Tris-2-carboxietil fosfina) 0,5 M. Se calentaron a 100 °C en un bafo de agua
por 5 minutos. Todo el volumen de muestra fue cargado en el gel. Como control se

utiliz6 Metropine (hormona FSH humana extraida de la orina de mujeres
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postmenopausicas) que se prepard: 1 pl de Metropine (Img/ml), 9 pl de aguay 2 pl de
buffer de corrida 4x. Como marcador de peso molecular se cargaron 4 uL de PageRuler

Prestained Protein Ladder (Fermentas).

4.17 Corrida Electroforética

Se corrieron las muestras en electroforesis SDS PAGE, con un gel 12% primero a 70V
hasta que el frente de corrida pasé el stacking y luego a 120V hasta que el frente de

corrida llegd la final del gel. Se utilizé6 como control 1 pl de Metropine (1mg/ml).

4.18 Western Blot:

Las proteinas del gel de electroforesis fueron electrotransferidas a una membrana de
nitrocelulosa Protean BA 83 (Sigma-Aldrich, Alemania). El buffer de transferencia
utilizado fue: Tris 3 g/L, Glicina 14.4 g/L y Etanol 100 ml/L. Se realizé la transferencia
primero a 100 mA por 15 minutos y luego 200 mA por 2 horas. Una vez finalizada la
misma se saco la membrana y se la dejé bloqueando toda la noche en TBST (NaCl 5 M,

Tris.HCl pH 7.5 1 M, Tween 20 %) con 5 % de leche en polvo descremada a 4 °C.

Al dia siguiente se realizé la incubacién por una hora, con el anticuerpo primario
(anticuerpo monoclonal anti subunidad a de conejo, ABCam USA), en una dilucién de
1/1000 en TBST + 5% de leche descremada. Luego se realizaron 3 lavados alternando
TBST durante 10 minutos y agua milli Q por 10 segundos. Seguidamente se incubd con
el anticuerpo secundario (anticuerpo de cerdo anti-inmunoglobulinas de conejo,
DakoCytomation, Dinamarca) acoplado a peroxidasa en una dilucién de 1/2000 y los

lavados se realizaron de igual manera que para el anticuerpo primario.

Finalmente se colocd la membrana sobre un casette, se utilizd para el revelado el
reactivo “Chemiluminescent Peroxidase Substrate-3” (Sigma), y se le colocé por
encima la pelicula de revelado (Kodak). Se realizé la exposicion durante 1 minuto vy

luego se procedié al revelado de la pelicula.

26



5. Resultados

5.1 Amplificacion de la secuencia codificante (CDS) de hFSH alfa

Los cebadores utilizados fueron disefiados de forma tal que amplifican la regién de a
sin el péptido sefal. En el caso del cebador forward, este contiene una regién que
codifica el sitio de reconocimiento de la enzima BamHIl mientras que el reverse

contiene un sitio para EcoRl.

Como primer paso se realizé una reaccién de PCR para amplificar la CDS de hFSHa que
habia sido clonada en trabajos previos en el vector pGEM T-easy (Ruétalo, N., 2012).
Los cebadores se disefiaron para amplificar la CDS de hFSHa sin los primeros 24
aminodcidos, ya que estos corresponden al péptido sefial de secrecidn, y por lo tanto,

no estan presentes en la proteina madura secretada por la hipdfisis.

La reaccidn se llevé en un volumen de 25 pl (se realizaron 6 reacciones simultaneas) y
se uso la Pfu DNA polimerasa (SBS, China) la cual tiene una actividad exonuclesa 3" a 5’
(proofreading) que, a diferencia de la Tag DNA polimerasa, da como resultado una
mayor fidelidad en la amplificacién. Esto es importante ya que muchos de los errores
de incorporacién de nucledtidos pueden afectar la correcta expresién de la proteina,

principalmente en lo que tiene que ver con la identidad de la misma.

Luego de la reaccion de amplificacidn se corridé una electroforesis en gel de agarosa de

cada una de las reacciones, el resultado de la misma se muestra en la figura 8.
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Figura 8: Productos de amplificacion de la CDS de
hFSH alfa. Electroforesis en gel de agarosa 0.7% en
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Los resultados obtenidos en la electroforesis muestran que se logrd la amplificacion
del fragmento correspondiente a la CDS de hFSHa sin la region del péptido sefial. Se
observa una banda intensa a la altura del marcador de 300 pb, la cual se corresponde
con el tamafio esperado de 301 pb. También se observan bandas de menor intensidad
con pesos moleculares mas altos que se corresponderian con el ADN molde usado ya
que éste era un plasmido circular, y es esperable encontrar, ademas de las formas
normales del plasmido (circular cerrado, relajado, lineal) otras que se formaron al
desnaturalizarse el plasmido durante los ciclos de amplificacién. A los efectos de este
trabajo, esas bandas no interferirian, pues el producto de interés tiene mucho mayor
concentracion que éstas, y ademads, en caso de necesidad, se podrian separar bien por

electroforesis.

5.2 Digestion de la CDS de a-FSH y de pGEX con EcoRl y BamHI|

Previo a la digestion del fragmento a con las enzimas de restriccion se juntaron todos
los productos de reaccién de PCR en un tubo y se realizé una purificacidon con el Ron’s
DNA/RNA Extraction Kit de Bioron (Alemania) para remover la Pfu DNA polimerasa y
evitar asi que haya algun tipo de interferencia en las reacciones de digestion. Se realizé
de acuerdo a las especificaciones del fabricante. EI ADN se eluyd en 2 veces, primero
con 45ul de buffer de elucidn provisto por el kit y luego con 45ul de agua. La digestién

se realizo de la siguiente manera:

- 90ul de reaccién de amplificacién de CDS a

10ul de buffer NEB 2

2ul EcoRI (10 u/pl)

2ul BamH! (10 u/pl)

Paralelamente, para controlar la actividad de ambas enzimas en simultdneo, se hizo un
control con ADN del fago lambda (48502 pb). Para ello se tomaron 4 pul de la mezcla
anterior y se le adicionaron 5 ul de una mezcla preparada con ADN de fago lambda: 1

pl fago lambda (0,5 pg), 0.5 pl de buffer NEB2 y 3.5 pl de agua. Se incubaron las
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digestiones a 37 °C durante toda la noche. Luego se analizaron por electroforesis

(figura 9).

A B

Figura 9: A) Andlisis de la digestion del producto de amplificacion de la CDS de hFSH alfa. Electroforesis
en gel agarosa 1% en buffer TAE 1x. La corrida se realizé a 100V. Carril PM) Gene Ruler DNA Ladder Mix
(Fermentas). 1) Alicuota (10 % del volumen) de la reaccion de digestion del producto de amplificacion de
a-FSH con EcoRl y BamHI. B) Verificacion de las condiciones de doble digestion con EcoRl y BamHI.
Electroforesis en gel de agarosa 1.2% en buffer TAE 1X. La corrida se realizé a 100V.Carril 1) Reaccion de
digestion de una mezcla de ADN del fago lambda con producto de amplificacion de hFSHa. PM) Gene
Ruler DNA Ladder Mix (Fermentas).

Los fragmentos esperados de la digestion con EcoRl/BamHI! del ADN del fago lambda
de 15721, 9035, 4669, 3775, 3758, 3240, 2752, 2564, 1868 y 1120pb. Se observa que
los tamafios de los fragmentos obtenidos estan un poco por encima de los esperados.
Esto quizds pueda deberse a la presencia de sales en la muestra correspondiente a la
digestion con enzimas de restriccidn. De todas formas, el patréon de bandas esta de
acuerdo a lo que se espera para una doble digestion del ADN de lambda, lo cual indica
gue ambas enzimas cortaron. El fragmento que se observa a 300 pb corresponde con

el de la CDS de a-FSH.
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Luego de la digestidon se purificd la CDS de a-FSH usando el Ron’s DNA/RNA gel
extraction kit de Bioron para remover las enzimas de restriccion y evitar asi
interferencias en la etapa de ligacion. Se eluyé en un volumen final de 80 pl. Para Ia
digestion de pGEX-3X se realizaron varias digestiones segun el esquema que se

presenta en la Figura 10:

~
16pl Agua
+
10pl pGEX3
+
3pl buffer NEB2
o
I ]
\ -
13pl mix 13pl mix
1pl control + +
« pGEX3 sin digerir 1pl EcoRf 1pl Bam#i
* pGEX EcoRI * pGEX BamHI
.
13pl pGEX Ecoff
1pl dig EcoRf + 1pldig BamHI
* pGEX EcoRI 13pl pGEX BamH! * pGEX BamHI

* pGEX Eco/Bam

Figura 10: Cuadro para realizar la digestion del plasmido pGEX-3X con las enzimas EcoRl y BamHI.

Las digestiones fueron analizadas por electroforesis en gel de agarosa (figura 11).

Figura 11: Digestion del vector pGEX-3X con EcoRl y
BamHI. Electroforesis en gel de agarosa 0.7% en buffer
TAE. La corrida se realizé a 100V. Carril PM) Gene Ruler
DNA Ladder Mix (Fermentas). Carril 1) pGEX-3X digerido
con EcoRl. Carril 2) pGEX-3X digerido con BamHI. Carril 3)
pGEX-3X digerido con EcoRI/BamHI. Carril 4) pGEX-3X sin

digerir.

En el carril 1 de la Figura 11 (digestion con EcoRl) y en el 3 (digestiéon con EcoRl +

BamH]l) se puede ver una banda a la altura del marcador de 5000 pb que corresponde
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al plasmido lineal (4952 pb). Para el caso de la digestion con BamHl (carril 2) se
observa que no fue completa ya que se ve una banda a 5000 pb y otra por encima que
corresponderia a la forma circular. En el ultimo carril (pGEX-3X sin digerir) vemos la
forma circular relajada y superenrollada del plasmido. Si bien estos resultados
muestran que la digestién con BamHI no fue total, se estimd que la cantidad de ADN
no digerido por esta enzima podria no interferir sensiblemente en el procedimiento

posterior.

Se purificé el producto de digestion BamHI + EcoRl de pGEX-3X con el Ron’s DNA/RNA
Purification Systems Plasmid miniprep Kit Bioron (Alemania). Se realizé de acuerdo a

las recomendaciones del fabricante y se eluyé en un volumen final de 30 pl.

5.3 Ligacion y transformacion

Como continuacion del proceso de clonado, se procedid a ligar el fragmento de CDS de
o FSH que se habia preparado como se acaba de describir, con el vector pGEX-3X
digerido con EcoRl y BamHI. Las condiciones de la ligacién fueron segun el protocolo
descrito en la seccion Materiales y Métodos. Como cepa receptora, a priori este
sistema no requiere caracteristicas especiales mas alld de las que tienen las cepas
utilizadas corrientemente para propagar plasmidos recombinantes. Se opté por la cepa
E. coli XL1 Blue que estaba disponible en el laboratorio. Se transformaron células

competentes E. coli XL1 de acuerdo a lo que se detalla en materiales y métodos.

5.4 Andlisis de colonias transformantes

Luego de la transformacidn se sembraron las células en un medio sélido LB-agar con el
antibidtico de seleccidn, que en este caso fue ampicilina. Se obtuvieron pocas colonias
transformantes, se seleccionaron 4 y se realiz6 una minipreparacion de ADN
plasmidico de acuerdo al protocolo de la seccion Materiales y Métodos. Se realizé una
electroforesis en gel de agarosa para visualizar el resultado de la minipreparacién de

ADN plasmidico, figura 12.
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Figura 12: Gel 0.7% agarosa en buffer TAE 1X. La corrida se realizé a 100V.Carril 1-4)10ul de

minipreps. Carril PM) Gene Ruler DNA Ladder Mix (Fermentas).

Se observan dos bandas en todos los carriles, la banda de alto peso molecular
corresponderia a la forma circular relajada y la banda de menor peso molecular a la

forma superenrollada.

Al intentar realizar las digestiones con EcoRl y BamHI para determinar si alguno de los
pldsmidos incorpord el inserto se encontraron dificultades ya que la digestién con
BamHI no era total en muchos casos y en otros directamente no habia digestién, esto
probablemente se debia a impurezas que estaban presentes en la preparacién de ADN
plasmidico o a la calidad de la enzima. Por este motivo se eligio otra enzima de
restriccion, la enzima Pstl, la cual corta el pldsmido una sola vez si no tiene inserto, y si
estd el inserto da dos fragmentos, uno de 988 pb y otro de 4241 pb. Para ello se

preparo el mix de digestion de la siguiente manera:

10.5 pl de agua milliQ

2 pl de buffer NEB 3

0.5 pl de Pstl (5 U)

7 ul de ADN
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Se dejo en estufa a 37°C durante toda la noche y al dia siguiente se realizd una

electroforesis en gel de agarosa para visualizar el resultado de la digestion (figura 13):

Figura 13: Andlisis de transformantes con ligacion pGEX-3X

+ CDS hFSHca. Electroforesis en gel 0.7% de agarosa en

AI00E buffer TAE 1x. La corrida se realizé a 100V. Carril PM) Gene
2888 — Ruler DNA ladder mix (Fermentas). Carril 1-4) Digestiones de
3000 las preparaciones de ADN plasmidico de los transformantes
1000 ; —— 1, 2,3y 4 con Pstl. Carril 5) Control, pldsmido pGEX-3X sin
500 § inserto.

En todos los carriles se observa una banda que migra por encima del marcador de
10.000 pb que corresponderia a la forma circular relajada (digestion parcial). Para el
plasmido 4 se observa una banda que migré un poco por encima del marcador de 1000
pb y otra por encima de 4000 pb, pero por debajo del pldsmido lineal sin inserto (carril
5). El resultado obtenido con el clon 4 corresponderia al patron de digestién esperado

para un clon en el que se haya insertado la CDS de hFSHa.

5.5 Verificacion por secuenciacion del plasmido recombinante

Para verificar que el clon del carril 4 tenia la CDS de a FSH y que la secuencia no sufrié
modificacidon alguna durante el proceso, se encargd la secuenciacion al Instituto
Pasteur de Montevideo. Se usé como cebador al oligo 391 que se encuentra en la
region 3' (en sentido reverso) de la CDS de hFSHa. Se analizé el electroferograma y se
comparé la secuencia para asegurarse que no hubiese habido mutaciones, también se

verificd que la insercion del fragmento fué en el sitio esperado y que no hubo un
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corrimiento en la fase de lectura. En adelante, este clon sera referido como pGEX-

FSHo4 (Ver Anexo ).

5.6 Ensayos de Expresion

Para los ensayos de expresidén se sembré la noche anterior un precultivo de 3 ml de LB
con ampicilina de células XL1 Blue portadoras del plasmido pGEX-3X (control negativo)

y células que tenian el clon pGEX-FSHo4.

Se tomaron 300 pl de precultivo y se agregaron en un matraz que contenia 30 ml de LB
con ampicilina. Se dejo crecer a 37 °C con agitacion y se fue midiendo la DO a A = 600
nm hasta que llegd a 0.6. Luego de ese punto se realizé la induccién con IPTG 1 mM

durante dos horas y se midié la DO.

Abs 600nm | Abs 600nm Tiempo
PGEX-3X pPGEX a (Hs)
0.578 0.599 0

0.943 1.087 1

1.085 1.385 2

Tabla 2: Absorbancia a 600nm de los cultivos inducidos con IPTG de clon pGEX-3X sin inserto y

clon pGEX a.

Luego de 2 horas se retiraron los cultivos, se centrifugd a 2000g y se retiré el

sobrenadante, el pellet se guardé a-20 °C hasta el dia siguiente.

Posteriormente se descongeld y resuspendid en 1.5 ml de PBS con Triton X100 al 1%.
Luego se sonico la muestra con 5 pulsos de 10 segundos a una amplitud de 30%. Las
muestras de pGEX-FSHa4 se separaron en 2 tubos eppendorf con 750 pl cada uno. A
uno de los tubos se lo centrifugd a maxima velocidad durante 15 minutos y se separd
la fraccion soluble de la insoluble. Al pellet insoluble se lo resuspendié en 200 ul de
PBS. De esta forma se obtuvieron 4 muestras: proteinas totales de pGEX-3X sin inserto,
proteinas totales de pGEX-FSHo4 y las fracciones soluble e insoluble de pGEX-FSHa4.
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Se corrieron las muestras en electroforesis SDS PAGE, luego las proteinas del gel de
electroforesis fueron electrotransferidas a una membrana de nitrocelulosa Protean BA
83 (Sigma-Aldrich, Alemania). Al finalizar la transferencia se dejé bloqueando toda la

noche con TBST con 5% de leche descremada en polvo a 4 °C.

5.7 Western Blot

Para visualizar la expresién proteica de hFSHa se realizd un western blot de las
fracciones soluble, insolube y proteinas totales del clon pGEX-FSHo4. Como control
negativo se utilizé la fraccién de proteinas totales de un clon que contenia solamente
pGEX-3X sin inserto y como control positivo se utilizd Metropine (1 ug) la cual es una
preparacién comercial de hFSH purificada de la orina de mujeres post-menopadusicas.
Las proteinas se resolvieron por medio de una electroforesis en gel de poliacrilamida
en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) y fueron transferidas a una membrana
de nitrocelulosa. Para la deteccion, se utiliz6 un anticuerpo comercial de conejo
dirigido contra la subunidad alfa de las gonadotrofinas humanas. El revelado se hizo
con un anticuerpo de cerdo anti IgG de conejo acoplado a peroxidasa. La membrana se
expuso a una pelicula fotogréafica (Kodak, EEUU) durante 1 minuto y se procedié al

revelado. La foto se muestra en la figura 15.
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Figura 15: Western blot: PM) Marcador Page Ruler Prestained Protein ladder (Fermentas). Carril 1)
PGEX-3X fraccion total. Carril 2) proteinas totales del clon pGEX-FSHad4. Carril 3) fraccion proteica soluble
del clon pGEX-FSH 4. Carril 4) fraccion insoluble del clon pGEX-FSH 4. Carril 6) Control Metropine 1 [l
(1mg/ml).

En el western no se observa sefal en el control negativo (pGEX-3X sin inserto, carril 1),
lo cual estd de acuerdo a lo esperado. En el extracto proteico total del clon pGEX-
FSHo4 (carril 2) se observa una sefial constituida por varias bandas, de las cuales una
parece haber quedado al inicio del gel, lo cual sugiere la presencia de material
insoluble. En la fraccién soluble del clon pGEX-FSHo4 (carril 3) se observa una banda
gue se ubica entre las bandas de 34 y 43 kDa del marcador de peso molecular. Esta
banda corresponderia a la proteina de fusion GST-hFSHa la cual tendria un peso
molecular de 37.6 kDa. La sefal obtenida en la muestra correspondiente a la fraccion
insoluble de pGEX-FSHa4 (carril 4) es de muy alta intensidad y no permite distinguir
claramente un perfil de bandas, aunque pareceria que la regién donde hay una sefial

mas fuerte coincidiria con la altura de la banda del carril 3, es decir, a la altura de entre
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34 y 43 kDa del marcador de peso molecular. Se observa ademas que el tratamiento al
que se sometidé esta muestra no fue suficiente para una solubilizacién total de la
misma, pues hay fuerte sefial todo a lo largo del carril. Finalmente el control positivo
de Metropine comercial (carril 6) muestra una banda de peso molecular aparente
cercano a 20 kD, lo cual coincide con lo esperado para la forma reducida de la

subunidad a de la FSH humana.

6. Conclusiones y perspectivas

En este trabajo se cloné la secuencia codificante de la subunidad alfa de la FSH
humana en un vector de expresién que permite obtener una fusiéon de la proteina de
interés con la glutatidon-S-transferasa (vector pGEX-3X). La identidad de la construccién

fue confirmada por secuenciacion.

Se hicieron ensayos de expresién de la proteina recombinante GST-hFSHa. Se pudo
determinar que dicha proteina es expresada eficientemente en E. coli, aunque la
mayor parte del producto se encontraria en forma insoluble. La formacién de
agregados podria deberse a varios factores no excluyentes, principalmente aquellos
gue tienen que ver con el plegamiento de la proteina. En particular, la subunidad a de
la FSH nativa presenta 5 puentes disulfuro. EI ambiente reductor del citoplasma
bacteriano impediria la formacién de estos enlaces, y por ende, el plegamiento

correcto.

Existen métodos que se podrian utilizar para intentar solubilizar la proteina, que
incluyen el uso de urea, detergentes idnicos y no idnicos, asi como agentes reductores
(2-mercaptoetanol, DTT, etc.). Estos métodos llevan a la desnaturalizaciéon de la
proteina. Sin embargo, en numerosos casos, la renaturalizacién es posible cuando se

retiran gradualmente los agentes desnaturalizantes (por ejemplo, por didlisis).

Dado que el sistema parece ser un buen productor en cuanto a cantidad, resulta una
perspectiva interesante ensayar alguno de estos métodos de solubilizacion para poder
luego purificar la proteina de fusidon por cromatografia de afinidad con glutatidn

inmovilizado.
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