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Resumen

2 Resumen.

Se han reportado diferentes mutaciones en la Cu/Zn Superdxido dismutasa
(SOD) asociadas a la esclerosis lateral amiotréfica (ALS) del tipo familiar. La
ALS es una enfermedad neurodegenerativa fatal, definida por la muerte
selectiva de motoneuronas, de la medula espinal, cerebro y cortex. La misma

genera debilidad, atrofia muscular y muerte.

Algunas de estas mutaciones implican un plegamiento incorrecto y la
agregacion de dicha proteina. Por tal motivo nos planteamos comprender como
la cinética traduccional influye en el plegamiento in vivo de la Cu/Zn SOD

humana.

Para ello, se realiz6 la expresion de la proteina Cu/Zn SOD humana salvaje y
de la mutacion G93A en la cepa E.coli BL21(DE3)Star, y se estudio la

distribucion de las mismas entre las fracciones proteicas soluble e insoluble.

Este trabajo muestra que los niveles de expresidén de la proteina salvaje son
mayores respecto a la mutacion G93A, para un mismo numero de células.
Ambas proteinas son expresadas en igualdad de condiciones a 30 °C. Cuando
las proteinas totales se fraccionan de acuerdo a su solubilidad por
centrifugacion a 14.000g durante 30 minutos a 4 °C, se observé a la Cu/Zn
SOD salvaje en la fraccion soluble. Mientras que la mutacion G93A se encontré

repartida entre ambas fracciones, soluble e insoluble.

Por otro lado, se disefaron cebadores con el fin de insertar un tag de histidinas
(6xHis-Tag) en el extremo N-terminal de la secuencia codificante de la Cu/Zn
SOD humana salvaje y la mutacion G93A por medio de mutagénesis dirigida.
Esto permitira aislar la proteina entera y fragmentos discretos intermedios

generados durante la biosintesis de la Cu/Zn SOD en E.coli.



‘ indice

9

10

11

-
Indice.
AGRADECIMIENTOS .....itituiiiiiiiniiiiiieniiiiiteeiitieseeitieesesssitessssiestessssiesstsssssssssessssssssesssssssseenns 2
RESUMEN. ..ottt treases s e e sasse s e e sasss s s e e sassssseeessssestesssssssseesnssssssennnnnss 3
1 5] ol 4
INTRODUCCION. ....oevnininincnitttsssssssssesesesee sttt ss sttt ettt st b b ne s 5
4.1  EXPRESION DE PROTEINAS RECOMBINANTES EN E.COLL vecuuvtiririiniieiiieeiee ettt s s 5
4.2  CARACTERISTICAS DE LA ENZIMA CU/ZN SUPEROXIDO DISMUTASA Y LA ESCLEROSIS LATERAL AMIOTROFICA. ....... 11
OBJETIVOS. .oceeeiiiiiiieniiiititeiintieeiiitteneeisteenaesssteessssesteessssssstessssssssesssssssseessssssseeessssssseennssans 16
MATERIALES Y METODOS. ....ccveuiuirimininincncncittssssssssssssesesessssssssssassssssenssssssssssssssssssssssnsssssasses 17
6.1 IMIATERIALES. 1oeiiiutiiiiiiiiie ittt sttt sttt s b e e s b b e e s s bbb e e s s aba e e e s s bbbt e e s bbb e e s s aba e e s s bba e e sennes 17
6.2 IMIETODOS. ..ttt ettt ettt ettt ettt eb e st e e e sab e e e et e sab e e s bt e st e e s b e e e ba e e be s e s aa e e sab e e s bt e s ne e eree st 21
ESTRATEGIA EXPERIMENTAL. .cc.uiitiiuiiiiiieniiiiiieniietieeeiiitieteeiiitessesesiesssssssseesssssessesssssssssssanns 27
7.1 ELECCION DEL VECTOR DE EXPRESION. ..ceiuviiiiriiirieireesireesntesreeesiteesineesiaeeseneesaneesaneesneeesnaeesnaeesaneesnnee s 29
RESULTADOS Y DISCUSION........cectrerrrrreereersesseesessessessessessessessessesssssessesssssssssssesssesssssssessessessenses 31

8.1 CLONADO DE LAS SECUENCIAS CODIFICANTES DE LA CU/ZN SOD SALVAJE Y G93A EN EL VECTOR DE EXPRESION

L0 = T TP 32
8.2  SECUENCIACION DE LOS PLASMIDOS RECOMBINANTES PET-3DSODWT Y PET-3DSODG93A .......cccevvvvveeeeees 43
8.3 DISENO DE CEBADORES PARA MUTAGENESIS. cieieieeeieerieeeeeeieeeeeseeeeeeeeeeseeeseaesseesesesesssessesseesesesssesssssssssssseens 45

8.4  EXPRESION Y FRACCIONAMIENTO SOLUBLE E INSOLUBLES DE LA CU/ZN SOD HUMANA RECOMBINANTE (SALVAJE Y

GOBA) e e s h e 47
CONCLUSIONES. ....uuuuuiunnnrnitiitietiiiiiiissiiieenanmetiiteeesiiiisssssssssmsssmsssstteesesssssssssssssssssssssssssssssses 50
ANEXOS. ..ottt a s s s s s s s a s e e e e e e s e e s s s s s s s araaannnanaes 52

BIBLIOGRAFIA. ..uveiereerereresssriessesssreessesessesssssessessssesssesossessssesssesossesssssossessssessssssnsessssesssessnsessans 53



Introduccion

4 Introduccion.

4.1 Expresion de Proteinas recombinantes en E.coli.

En la actualidad la expresién de proteinas heterélogas en células hospederas
tanto procariotas como eucariotas representa un area en continuo desarrollo de
la biotecnologia. Es posible producir grandes cantidades de proteina
recombinante con fines especificos para la industria como de interés en
biomedicina, con un costo relativamente bajo. Los sistemas celulares
hospederos actualmente utilizados presentan ventajas y desventajas en la

produccion de proteinas recombinantes (Yin, Li et al. 2007).

El organismo procariota Escherichia coli (E.coli) es por excelencia uno de los
sistemas celulares hospederos mas ampliamente utilizados para la expresion
de proteinas heterdlogas. Esto es debido a su rapida tasa de crecimiento, la
capacidad de fermentacién continua, costo relativamente bajo y a un proceso
de escalado simple (Yin, Li et al. 2007; Sahdev, Khattar et al. 2008). Es decir,
proporciona una rapida y econémica produccion de proteinas recombinantes.
Ademas de estas ventajas cabe destacar el vasto conocimiento acerca de su
bioquimica y genética, asi como también el gran numero de herramientas
compatibles disponibles para aplicaciones biotecnolégicas (Jana and Deb
2005; Sorensen and Mortensen 2005).

Sin embargo el mayor inconveniente que presenta E.coli como sistema de
expresion es la carencia de la maquinaria necesaria para realizar
modificaciones postraduccionales, como N- y O-glicosilaciones, acilaciones de
acidos grasos, fosforilacion y una baja eficiencia para la formacion de puentes
disulfuros. Estas modificaciones son muchas veces necesarias para el correcto
plegamiento y funcionamiento de la proteina heterdloga. La falta de estas
modificaciones pueden afectar distintos aspectos de la proteina como:
actividad, funcion, estructura, solubilidad, estabilidad, vida media, resistencia a
proteasas y compartimentalizacion de la proteina funcional (Jana and Deb

2005; Yin, Li et al. 2007). Las proteinas expresadas en E.coli tienden a retener



el residuo de formil-metionina N-terminal, el cual podria llegar a afectar la
estabilidad de la proteina. Ademas algunas proteinas no son capaces de
plegarse correctamente y suelen acumularse en forma insoluble formando

cuerpos de inclusién (Yin, Li et al. 2007).

Pese a estas limitaciones E.coli sigue siendo un sistema de referencia para la
expresion de proteinas heterdlogas por las ventajas antes mencionadas asi
como por la gran variedad de vectores de expresion y de cepas mutantes

disponibles.

En la actualidad se han desarrollado una amplia variedad de estrategias con el

fin de lograr altos niveles de expresidon de proteinas recombinantes. Algunos
aspectos estan particularmente involucrados con el diseio de vectores de
expresion, los cuales poseen un promotor fuerte que regula la transcripcion, asi
como iniciadores y terminadores de la traduccién para regular la misma. Otros
aspectos estan relacionados con el diseiio del hospedero, uso de codones,
factores de fermentacion disponibles para manipular las condiciones de
expresion, etc.. La correcta eleccion del vector de expresion y la cepa mutante
muchas veces permiten facilitar la purificacién de la proteina recombinante y
contribuir al correcto plegamiento de la misma. El disefio de estas estrategias
tiene como objetivo final obtener un alto rendimiento de proteinas a un bajo
costo (Jana and Deb 2005; Sorensen and Mortensen 2005).

La expresion de una proteina mediante el uso de un vector de expresion
requiere una presion selectiva, por ejemplo a través de un antibiético. Los
vectores de expresion poseen una arquitectura esencial que consta de un
promotor posicionado aproximadamente de 10 a 100 pb corriente arriba del
sitio de union del ribosoma (RBS). Este ultimo abarca una region de
aproximadamente 54 nucleétidos. También se requiere la secuencia Shine-
Dalgarno (SD) se encuentra a una distancia de 5-13 bases del coddn de inicio
e interacciona con los 39 nucledtidos finales del ARN ribosomal 16S (Jana and
Deb 2005).

Usualmente el promotor exhibe ciertas caracteristicas. Se destacan entre otras,

que sea fuerte, con baja expresion basal, con induccion simple y costo-efectiva




y facil de transferir a otra cepa de E.coli. Esto es util para poder testear
facilmente el rendimiento diferencial de la proteina en un gran numero de
cepas., (Jana and Deb 2005).

Las proteasas propias del organismo hospedero son perjudiciales para la
expresion de proteinas heterélogas en altos niveles. Por lo tanto uno de los
hospederos mas comunmente usados es E.coli BL21(DE3). Esta cepa es
deficiente en las proteasas ompT y lon, las cuales interfieren en el aislamiento
de la proteina recombinante intacta. Ademas dicha cepa es compatible con
sistemas promotores T7 lacO. Algunas proteinas recombinantes producidas en
el mencionado sistema de expresion son capaces de alcanzar rendimientos en
la escala de gramosl/litro (Sorensen and Mortensen 2005; Yin, Li et al. 2007;
Graslund, Nordlund et al. 2008).

La expresion de proteinas heterdlogas en E.coli se ve fuertemente afectada por
la diferencia en el uso de codones entre el hospedero y el ARNm de la proteina
de interés (Makrides 1996; Rosano and Ceccarelli 2009).

4.1.1 Uso preferencial de codones.

Los codones sin6nimos no son utilizados con la misma frecuencia. El uso
preferencial de codones es diverso en diferentes especies y explica parte de la
dificultad de la producciéon de proteinas eucariotas en bacterias. Se han
postulado diferentes hipotesis acerca de los posibles factores que podrian estar
influenciando el uso preferencial de codones. Algunos de estos factores
incluyen: seleccidén para una alta velocidad de traduccion, funcion y tamafio del
gen, composicion GC, sesgo mutacional, conservacion de amino acidos,
hidropatia de la proteina, seleccion transcripcional, estructura y estabilidad del
ARN (Marin 2008).

El uso preferencial de codones sindnimos puede ser determinado por la relativa
frecuencia en la cual los codones son encontrados en proteinas con alto nivel
de expresion. Esto ocurre particularmente en bacterias, en las cuales hay un
fuerte sesgo en el uso de codones de proteinas altamente expresadas, como

las proteinas ribosomales (Kanaya, Yamada et al. 1999). La abundancia de los




diferentes ARN de transferencia (ARNt) en E.coli fue determinada a diferentes
tasas de crecimiento. Se mostré una fuerte correlacion entre la frecuencia de
uso de los codones y la abundancia de los correspondientes ARNt isoaceptores
(Dong, Nilsson et al. 1996).

En eucariotas la abundancia de los ARNts ha sido determinada en pocos
casos, debido a dificultades técnicas en la determinacion de la relativa
abundancia de los mismos. En general ésta es estimada segun el numero de
copias de genes que codifican para dichos ARNts. El uso de codones
sinénimos es determinado relativo al uso de codones en proteinas altamente

expresadas (Marin 2008).

Por ello se han desarrollado principalmente dos estrategias para solucionar las

dificultades de la expresion de proteinas eucariotas en bacterias. Estas son:

1- La optimizacion de la secuencia codificante de la proteina heterdloga; es
decir el cambio de codones infrecuentes presentes en la secuencia codificante
de la proteina heteréloga por codones frecuentes en E.coli que codifiquen el

mismo aminodacido (por mutagénesis silenciosa).

2- Mediante el incremento de la disponibilidad de los ARNt escasamente
representados, a través de la coexpresion de los genes de ARNt “raros” (Marin
2008; Rosano and Ceccarelli 2009).

En la actualidad, se pueden adquirir cepas de E.coli derivadas de BL21 las
cuales coexpresan los ARNt limitantes facilitando la expresion de las
mencionadas proteinas heterélogas, un ejemplo de ellas es la cepa Roseta™
(Yin, Li et al. 2007; Graslund, Nordlund et al. 2008). Mientras la optimizacion de
la secuencia implica un proceso engorroso y requiere una mayor inversion de

tiempo (Rosano and Ceccarelli 2009).

Sin embargo, hay antecedentes en los cuales la sustitucién de codones “raros”
origind la reduccion de la actividad bioldgica, insolubilidad de la proteina
recombinante, eliminacién de ciertas pausas traduccionales y modificaciones

en el plegamiento de la misma (Angov, Hillier et al. 2008; Marin 2008; Rosano




and Ceccarelli 2009). Esto indicaria que dichos codones “raros” estarian
facilitando el plegamiento mediante un enlentecimiento sitio especifico de la
traduccién, y la eliminacion de las mencionadas pausas produciria la
agregacion de la proteina heteréloga (Marin 2008; Rosano and Ceccarelli
2009).

Las pausas sitio especifica en la traduccidon pueden producir efectos de diversa
indole sobre la misma. En algunos casos el ribosoma es capaz de reanudar la
traducciéon después de la pausa sitio especifica. En otros casos el ARNt se
disocia del ARNm en el sitio aceptor del ribosoma produciendo una proteina
truncada, un corrimiento del marco de lectura, o la reunién de un ARNt en otro
sitio del ARNm originando un polipéptido diferente (Marin 2008; Rosano and
Ceccarelli 2009).

Existen antecedentes en los cuales se ha encontrado una relacion entre el uso
de codones y la estructura secundaria. Es asi que las a-helices son codificadas
por codones frecuentes, mientras que regiones “link” o conectoras y los
extremos de segmentos han sido correlacionadas a clusters de codones
“raros” (Angov, Hillier et al. 2008; Marin 2008).

Teniendo en cuenta lo antes discutido la mejor estrategia para optimizar la
expresion de proteinas heterdlogas seria la denominada “armonizacion de los
codones”, en donde se reproduce la modulacién de la tasa traduccional local.
Es decir, remplazar los codones sindbnimos teniendo en cuenta las frecuencias
utilizadas en la expresion heterdloga del hospedero, de manera tal que sean
menores o equivalentes a las frecuencias de los codones nativos utilizadas en

la expresién del hospedero nativo (Angov, Hillier et al. 2008).

4.1.2 Estrategias de expresion en E.coli.

Se encuentran disponibles diferentes protocolos para la obtencién de proteinas
recombinantes en su forma activa y soluble. Estos pueden ser subdivididos en

tres grupos principales (Sorensen and Mortensen 2005; Yin, Li et al. 2007):




1-Expresarla como una proteina de fusién, fusionando el gen de interés a una
secuencia tag o etiqueta. Dentro de estos podemos encontrar el poli-histidina
tag, epitope FLAG tag, una proteina fluorescente, etc. Esto puede facilitar el
enriquecimiento de la proteina (ej: por inmunoprecipitacién), la purificacién, o el
monitoreo y a menudo provee proteccion contra la degradacion por proteasas
intracelulares. Dichas proteinas de fusion suelen tener un sitio especifico para
una proteasa entre la proteina heteréloga y el mencionado tag (Sorensen and
Mortensen 2005; Yin, Li et al. 2007).

2- Expresarla como proteina secretada que puede acumularse en el periplasma
de E.coli o en el medio extracelular (Sorensen and Mortensen 2005; Yin, Li et
al. 2007).

3- Recuperar la proteina como cuerpos de inclusion, que son en gran parte
protegidos de la degradacion proteolitica por enzimas de la célula hospedera, y

luego solubilizarla (Sorensen and Mortensen 2005; Yin, Li et al. 2007).

La agregacion en sistemas recombinantes puede ser minimizada a través del
control de parametros como la temperatura, la tasa de expresion, metabolismo
del hospedero, y por la coexpresion de chaperonas. Los agregados purificados
pueden ser solubilizados usando detergentes, por ejemplo urea. La proteina
nativa puede ser plegada nuevamente desde los cuerpos de inclusidn
solubilizados por dilucién, dialisis, 0 métodos de replegamiento en columna. Sin
embargo dicho procedimiento consume tiempo y no siempre resulta en un buen
rendimiento de recuperacion de la proteina nativa (Sorensen and Mortensen
2005).
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4.2 Caracteristicas de la enzima Cu/Zn Superodxido

dismutasa y la esclerosis lateral amiotrofica.

4.2.1 Estructura de la Cu/Zn SOD humana.

La enzima Cu/Zn SOD es una metaloenzima que protege al organismo del
dafio oxidativo, catalizando la conversion del anion superdxido (O2°) a perdxido

de hidrogeno (H203) y oxigeno molecular (O2) (Yamakura and Suzuki 1980).

Dicha enzima es un homodimero de 32 kDa que se encuentra en el citosol y
espacio intermembrana de las mitocondrias de células eucariotas, asi como en
el espacio periplasmatico de algunas bacterias (Rosen 1993). La secuencia
aminoacidica de la misma se encuentra conservada a través de la evolucion,
sugiriendo que la Cu/Zn SOD juega un rol crucial en el mantenimiento de la

homeostasis celular (Andersen 2006).

Cada monémero de Cu/Zn SOD esta compuesto por 153 aminoacidos en una
estructura o motivo del tipo barril-B formado por ocho hojas B antiparalelas
unidas por siete loops (Tainer, Getzoff et al. 1982). La estructura barril-p es
estabilizada por un atomo de zinc y posee un atomo de cobre catalitico
(Andersen 2006), unido a cuatro residuos de histidina. Uno de estos residuos
también se encarga de coordinar el atomo de Zn?*, junto con dos histidinas

mas y un residuo de aspartato (Rosen, Siddique et al. 1993).

La estructura nativa de la Cu/Zn SOD posee ciertas caracteristicas que
contribuyen a su estabilidad, dentro de las que cabe destacar el puente
disulfuro intramolecular, formado por las cisteinas C57-C146 que estabiliza el
barriil B y el sitio activo, la fuerza de la interfase dimérica y el efecto
estabilizador de los iones de Cu®* y Zn?* funcionalmente coordinados (Nordlund
and Oliveberg 2008).

Ademas de las cisteinas que estan formando el puente disulfuro intramolecular,
en la interfase del dimero, también posee dos cisteinas libres C6 y C111. La

cisteina C6 se encuentra en el interior hidrofobico de la proteina, mientras que
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C111 se ubica en la interfase dimérica y puede unir al 4&tomo de Cu?* (Liu, Zhu
et al. 2000).

4.2.2 Esclerosis lateral amiotroéfica (ALS).

Mas de 100 mutaciones de la Cu/Zn SOD han sido asociadas a la esclerosis

amiotréfica lateral del tipo familiar (fALS) (Furukawa, Kaneko et al. 2010).

La ALS es una enfermedad neurodegenerativa fatal, definida por la muerte
selectiva de motoneuronas, de la medula espinal, cerebro y cortex (Ince, Lowe
et al. 1998; Dion, Daoud et al. 2009). La misma genera debilidad, atrofia

muscular y muerte (Bruijn, Miller et al. 2004).

Todas las mutaciones en la Cu/Zn SOD asociadas a ALS exhiben un patrén
dominante de herencia. Dichas mutaciones suelen ser toxicas para cultivos de
neuronas e inducen la enfermedad cuando se expresa en motoneuronas de
ratones y ratas transgénicas, aunque estos animales expresan niveles
normales de la Cu/Zn SOD salvaje enddgena. Las hipotesis propuestas
plantean que dicha enfermedad podria ser debida a dos alternativas, como el
aumento del estrés oxidativo y el aumento de la agregacion de proteina
(Cleveland and Liu 2000).

La mencionada enfermedad se ha encontrado asociada a un plegamiento
incorrecto y agregacion del homodimero Cu/Zn SOD (Nordlund and Oliveberg
2008). Estos agregados estan constituidos por asociaciones borde-borde de 5-
6 hojas B, con lo que impiden la formacién de dos loops fundamentales en la
formacion del sitio activo (Elam, Taylor et al. 2003). No obstante aun no se ha
logrado dilucidar el mecanismo por el cual disminuye la estabilidad de la

enzima con su posterior agregacion (Furukawa, Kaneko et al. 2010).

Las mutaciones de la Cu/Zn SOD humana citosdlica son responsables del 2-3
% de los casos de ALS (Estevez, Crow et al. 1999). Aunque esto corresponde
a una pequefa fraccion y pese a no conocerse aun el mecanismo que conlleva
a dicha enfermedad, la evidencia acumulada sugiere que el tipo de ALS mas

frecuente, denominada esporadica, podria ser causada por un mecanismo
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analogo que involucra a la proteina salvaje (Estevez, Crow et al. 1999;
Lindberg, Normark et al. 2004; Banci, Bertini et al. 2007).

La integridad estructural de la Cu/Zn SOD se basa criticamente en la correcta
coordinacion de los iones Cu?* y Zn**. La pérdida de estos cofactores no
solamente promueve la agregacion de la Cu/Zn SOD in vitro, sino que también
parece ser clave para el plegamiento incorrecto patogénico en la enfermedad

neurodegenerativa ALS (Nordlund, Leinartaite et al. 2009).

Se ha encontrado un punto critico para el rol del sitio Zn nativo en el control del
plegamiento incorrecto. Se mostré que aun un cambio sutil de la secuencia
que carga el metal puede conferir a la proteina salvaje las mismas
propiedades estructurales que poseen las mutaciones asociadas a ALS
(Nordlund, Leinartaite et al. 2009). Finalmente la remocién selectiva del Zn de
la proteina salvaje indujo la apoptosis en el cultivo celular (Estevez, Crow et al.
1999).

4.2.3 Cu/Zn SOD G93A.

Una de las mutaciones mas ampliamente utilizada como modelo para el estudio
de la ALS, es la mutacion G93A de la Cu/Zn SOD citosélica humana. Esta
mutacion implica la sustitucién de la glicina del coddén 93 por una alanina. Los
modelos animales de ALS mas comunmente utilizados son ratones o ratas
transgénicas que expresan la Cu/Zn SOD G93A humana (Gurney, Pu et al.
1994; Ripps, Huntley et al. 1995)

Ratas transgénicas SOD1-G93A fueron aceptadas como modelo animal para el
estudios de la ALS debido a las similitudes con los sintomas ALS humanos,
incluyendo debilidad muscular, pérdida de peso, reflejo de masticacion,

paralisis y dificultades respiratorias (Jackson, Ganel et al. 2002).

Se ha visto en ratones SOD1-G93A signos patologicos tempranos a los 30-37
dias de edad, como la agregacion de la proteina SOD1 mutante y la formacién
de vacuolas en motoneuronas y en sus axones (Chiu, Zhai et al. 1995;
Johnston, Dalton et al. 2000).
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A los 90 dias de edad aproximadamente desarrollan temblores y debilidad en
las extremidades posteriores, seguido de una severa paralisis de las mismas a
los 120 dias de edad (Gurney, Pu et al. 1994).

4.2.4 Antecedentes.

Hay antecedentes bibliograficos que reportan la obtencién de la proteina
recombinante Cu/Zn SOD de diversos origenes utilizando como organismo
hospedero E.coli. Entre ellos cabe destacar la expresion de la proteina Cu/Zn
SOD de Saccharomyces cerevisiae en el periplasma de E.coli. Dicha proteina
recombinante mostro ser activa protegiendo las células E.coli en condiciones

de estrés generadas por el tratamiento con el radical superdxido (Yu 2007).

Se ha reportado la expresion de la Cu/Zn SOD humana en E.coli con una
actividad comparable a la de la enzima de eritrocito humano.(Hartman, Geller
et al. 1986).La expresion de la Cu/Zn SOD humana salvaje también se llevé a
cabo utilizando una cepa de E.coli BL21(DE3)pLysS. Dicha expresion fue
inducida con IPTG y se adiciono ZnCl, y CuSQOs4. La proteina recombinante fue
purificada, cuantificada y se comprobé que era funcionalmente activa (Alvarez,
Demicheli et al. 2004).

Aunque grandes cantidades de la proteina recombinante Cu/Zn SOD humana
salvaje son facilmente producidas en E.coli, los mutantes asociados a ALS son
fuertemente propensos a formar cuerpos de inclusion La mutacién de la Cu/Zn
SOD humana A4V, que implica la sustitucion del residuo de alanina (A) en la
posicion 4 por un residuo de valina (V), es responsable de una rapida
progresion de la enfermedad y es particularmente propensa a formar cuerpos
de inclusién cuando se expresa en E.coli. Sin embargo se ha encontrado que la
Cu/Zn SOD A4V se mantiene soluble cuando se expresa a 18 °C durante las
primeras 6 horas. No obstante cuando es expresada a 23 °C o a temperaturas
mayores mas del 95% de la proteina recombinante se encuentra formando
cuerpos de inclusidon Estos fueron solubilizados mediante la adicién de urea
4M, sugiriendo que interacciones hidrofébicas intermoleculares son

responsables de la agregacion de la Cu/Zn SOD.
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Se logré obtener la Cu/Zn SOD A4V funcionalmente activa, mediante su dialisis
con urea en presencia de [-mercaptoetanol y la posterior adicion de Cu? y
Zn**, lo cual proporciona un método rapido para la purificacion de cientos de

miligramos de proteina (Leinweber, Barofsky et al. 2004).

E.coli carece de las usuales proteinas chaperonas de eucariotas, incluyendo la
chaperona de cobre humana que asiste en el plegamiento e insercién del
cobre de la SOD (Valentine 2002). Sin embargo dicha enzima puede ser
plegada en una conformacion apoSOD la cual es capaz de reintroducir sus
cofactores metalicos Cu®* y Zn?*, a pH &cido. Entonces los mutantes SOD
asociados a ALS son capaces de plegarse en un estado conformacional
apoSOD estable, el cual es capaz de unir los iones metalicos (Leinweber,
Barofsky et al. 2004).

Otra estrategia utilizada fue la coexpresion de mutantes Cu/Zn SOD humana
asociados a ALS, como la mutacion G93A, con la chaperona de cobre de
levadura (yCCS) durante el crecimiento en un medio suplementado con iones
Cu?* y Zn®*. A través de esta estrategia se obtuvo la enzima Cu/Zn SOD
recombinante (salvaje y G93A) en el citosol de E.coli representando el 30-50 %
de las proteinas, cuando fueron expresadas a 23 °C. La coexpresion con yCCS
aumento considerablemente la metalizacién, rindiendo proteina Cu/Zn SOD
con 87-98% de saturacion con Cu®* (Ahl, Lindberg et al. 2004).
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Objetivos

5 Objetivos.

Este trabajo se enmarca en una linea de investigacion de la Seccidn
Bioquimica, en la cual se busca comprender de qué manera influye la cinética

de traduccién en el plegamiento in vivo de proteinas.

En este proyecto, el objetivo es expresar la proteina recombinante Cu/Zn
superéxido dismutasa humana (salvaje y la mutacién G93A) utilizando como
organismo hospedero la cepa de E.coli BL21(DE3)Star. Ademas, realizar un
estudio de solubilidad para determinar la distribucién de la proteina salvaje y de

la mutacion G93A entre la fraccion protéica soluble e insoluble.

Otro objetivo planteado es insertar un tag de histidinas (6xHis-Tag) en el
extremo amino terminal de la Cu/Zn SOD, con el propésito de aislar la proteina
entera y péptidos intermedios discretos generados durante la traduccion in vivo
de la Cu/Zn SOD en E.coli.



Materiales y métodos

6 Materiales y métodos.

6.1 Materiales.

6.1.1 Cepas de Escherichia coli (E.coli) utilizadas:
6.1.1.1 XL1-Blue (Stratagene).

Genotipo:

endA1 gyrA96(nal®) thi-1 recA1 relA1 lac ginV44 F'[:Tn10 proAB* lacl®
A(lacZ)M15] hsdR17(rk mx’)

Estas células son deficientes en endonucleasa (endA17) y recombinacién (recA).
La mutacion hsdR previene el clivaje del ADN clonado por el sistema
endonucleasa EcoK (hsdR) y la mutacion en recA ayuda a asegurar la
estabilidad del inserto, ya que reduce la recombinacion no querida en el ADN
clonado. La mutaciéon endA1 aumenta enormemente la calidad del plasmido en
las minipreps. Dicha cepa contiene el gen /acl® ZAM15 sobre el episoma F’, la
parcial delecion del gen lacZ permite realizar un screening blanco/azul de los
plasmidos recombinantes, por a complementacién de la B-galactosidasa.
Ademas presenta resistencia a acido nalidixico y tetraciclina, esta ultima es

debida al plasmido F.

6.1.1.2 GM2163 (Fermentas).

Genotipo:

F-ara-14 leuB6 fhuA31 lacY1 tsx78 ginV44 galK2 galT22 mcrA dcm-6 hisG4
rfbD1 rpsL136 dam13::Tn9 xylA5 mtl-1 thi-1 mcrB1 hsdR2.

Esta cepa E.coli K12 es adecuada para la propagacion de plasmidos o ADN
clonado que sera cortado con enzimas de restriccion sensibles a metilacion por

Dam o Dcm metilasa, ya que la misma es Dam™ y Dcm™. Dicha cepa posee



resistencia a cloranfenicol y no es apropiada para realizar un screening

blanco/azul.

6.1.1.3 TOP10 (Invitrogen).

Genotipo:

F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) @80lacZAM15 AlacX74 nupG recA1 araD139
A(ara-leu)7697 galE15 galK16 rpsL(Str®) endA1 A

Las células Top70 contienen en su genoma las secuencias de gale, galK,

galU’. También poseen resistencia a la streptomicina.

6.1.1.4 BL21 (DE3) Star (Invitrogen).

Genotipo:

F-ompT hsdSB (rB-mB-) gal dcm rne131 (DEJ)
La cepa BL21(DE3)Star es derivada de la cepa BL21(DE3). La designacion

DES3 significa que la cepa contiene el lisogen A DE3, el cual lleva el gen de la
T7 ARN polimerasa bajo control del promotor lacUV5. La expresiéon de la T7
ARN polimerasa requiere la induccion con IPTG. La mutacion en el gen rne
(rne131) codifica una ARNasa E que carece de la habilidad de degradar el
ARNm, resultando en un aumento de la estabilidad del ARNm. Dicha cepa es
deficiente en la proteasa ompT, lo que repercute en una reduccion de la

degradacion de la proteina heterdloga expresada en esta cepa.

6.1.2 Medios de cultivo (ver anexo).

6.1.3 Vectores.

6.1.3.1 pGEM-T Cu/Zn SOD:

Dicho vector contiene las secuencias codificante de las proteinas
recombinantes SOD salvaje (Wt) asi como la mutacion G93A, inmersas entre

los sitios de restriccidon para las endonucleasas Sacl y Bcll.
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El vector de clonado pGEM-T Easy, es un vector pGEM que se comercializa en
forma lineal y posee una timina (T) desapareada en ambos extremos 3’. Las T
que sobresalen en el sitio de insercion aumentan enormemente la eficiencia de
la ligacion de productos de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), ya
que previene la recircularizacion del vector y las T desapareadas son
compatibles con los productos de PCR generados por la polimerasa

termoestable.

Este vector cuya longitud es de 3015 pb, contiene promotores de RNA
polimerasa T7 y SP6, flanqueando una regién de multiple clonado en la regién
codificante del péptido a de la enzima B-galactosidasa. La inactivacion
insercional del péptido a permite la identificacion de los recombinantes por
screening blanco/azul sobre placas conteniendo ampicilina/IPTG/X-Gal. Otra
caracteristica importante a destacar es que posee una region que codifica la
enzima [B-lactamasa, confiriéndole asi resistencia a las células transformadas a

la ampicilina.

6.1.3.2 pQE-30 (QIAgen):

El vector de expresion pQE-30 de 3400pb, permite obtener la expresion de
proteinas fusionadas a un tag de 6 histidinas (6xHis-Tag) en E.coli. Dicho
plasmido es derivado de la familia de plasmidos pDS. Dentro de sus
caracteristicas podemos destacar: promotor T5 de fago (reconocido por la ARN
polimerasa de E.coli) y dos secuencias del operador /ac, con lo cual aumenta la
unién de represor lac y asegura una eficiente represion del promotor T5.
Ademas posee sitos de unién al ribosoma (RBSII), la secuencia codificante de
6xHis-Tag en 5 de la region de clonado, multiples sitios de clonado, codones

stop en todos los marcos de lectura, el gen de la B- lactamasa (bla).

6.1.3.3 pET-3d SOD:

El vector de expresion pET-3d presenta sitios unicos de corte. EI mismo posee
una longitud de 4637 pb. La regién de clonado/expresion de la hebra
codificante es transcripta por la T7 RNA polimerasa. El vector pET-3d confiere
resistencia a ampicilina a las células transformadas con el mismo. Este vector

pET-3d posee clonada la secuencia codificante de la Cu/Zn SOD humana
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salvaje y la mutacion G93A. Ademas a diferencia del pQE-30 no posee el
6xHis-Tag, por lo tanto las proteinas expresadas con dicho vector presentan la
desventaja de no poder ser purificadas por una cromatografia de afinidad, en
una matriz de acido niquel-nitriloacetico (Ni-NTA). Por ello la purificacion de las
mismas requerira numerosos pasos de purificacion, posteriores a la expresion,

para la obtencion de dicha proteina recombinante purificada.

6.1.4 Enzimas de restriccion.

La endonucleasa de restriccion Bcll (Fermentas) presenta 100% de actividad
cuando es incubada a 55 °C durante una hora en buffer G 1x, asi como en
buffer Tango 1x o 2x, con la salvedad de que en buffer Tango 1x puede
presentar star activity (para 5 unidades de enzima por 1 hora). Una
caracteristica importante a tener en cuenta es que Bcll es bloqueada por Dam
metilacién por lo que se debe utilizar una cepa Dam’, Dcm™ como lo es la cepa
de E.coli GM2163.

La enzima de restriccion Sacl (SBS genetech) debe ser incubada a 37 °C en
buffer L 1x, donde presenta 100% de actividad. Dicha enzima es sensible a la
metilacién de citosinas en GAGmCTC pero no en GAGCTmC e insensible a la

metilacion de adeninas en GmAGCTC.

La endonucleasa BamHI| (NEB) presenta una actividad de 100% (en los
NEBuffer 2, 3 y 4) cuando es incubada 37 °C durante una hora. En dichas
condiciones de reaccion con NEBuffer, se debe adicionar 100 ug/mL de
seroalbumina bovina (BSA). Dicha endonucleasa no es sensible a la metilacion
por Dam y Dcm metilasa asi como tampoco a metilaciones CpG. En
condiciones de baja fuerza idnica, alta concentracion de enzima (mas de 5
unidad x 1 hora), concentraciones de glicerol > 5%, o pH > 8.0 pueden dar
como resultado la aparicion de star activity. La digestion con BamHI
proporciona extremos cohesivos compatibles con los extremos resultantes de

una digestién con Bcll.
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6.2 Métodos.

6.2.1 Métodos relacionados a la preparacion de E.coli.

6.2.1.1 Preparacion de células competentes:

Se inocula una colonia aislada de una placa fresca en un tubo de precultivo que
contenga 3 mL de LB. Se incuba a 37 °C durante 6-8 horas con agitacion. Se
utilizan 2,5 mL de este precultivo para inocular un matraz de 1L, el cual
contiene 250 mL de LB. Luego se incuba a 37 °C en shaker, cuando el cultivo
alcanza DOgponm de 0.3, se centrifuga a 3.000 g durante 10 minutos a una
temperatura de 4 °C y se descarta el medio de cultivo. El resto del
procedimiento para la obtencién de células competentes se realiza en hielo.
Luego el precipitado se resuspende en 100 mL de CaCl, de concentracién 0,1
M. Es conveniente agregar un primer volumen de 20 mL de CaCl, para
resuspender las células, agitando en H,O-hielo, y después agregar el resto del
volumen. Una vez resuspendidas las células se centrifuga a 3000 g durante 10
minutos, nuevamente a 4 °C. Se descarta el sobrenadante y el precipitado es
resuspendido suavemente con 100 mL de CaCl, 0,1 M (como se describid
antes). Las células se incuban a 4 °C durante 1 hora. Luego son nuevamente
centrifugadas a 3000 g durante 10 minutos a 4 °C y se descarta el
sobrenadante. El precipitado resultante de esta ultima centrifugacion se
resuspende en 3 mL de CaCl; 0,1 M y 20% de glicerol. A continuacién es
alicuotado de a 50 pL en eppendorf pre-enfriados y conservadas a -80 °C hasta

su utilizacion.

6.2.1.2 Transformacion de células competentes:

Se parte de 50 pL de células competentes las cuales se descongelan en hielo.
Se agrega 10 ng del ADN plasmidico con el que se desea transformar dichas
células. Se incuba en hielo durante 5 minutos y luego a 42 °C durante 1,5
minutos. Luego se agrega 1 mL de medio LB a dicho eppendorf y se incuba en
shaker a 37 °C durante una hora. Finalmente se plaquean 5 uL del cultivo en

un medio selectivo de LB-agar-ampicilina (100 ng/uL).
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6.2.2 Métodos relacionados al analisis del ADN.

6.2.2.1 Purificacion de ADN plasmidico por lisis alcalina:

Se inocula una colonia aislada de una placa fresca en un tubo de precultivo
conteniendo 3 mL de LB-ampicilina (100 ng/pL) y se incuba a 37° C overnight.
Se centrifuga a 6.000 g por 3 minutos y se descarta el medio de cultivo. El
precipitado se resuspende en 300 pL de solucion 1 (ver anexo) utilizando
vortex, y se agregan 1uL de ARNasa (10mg/mL). Luego se agregan 300 uL de
la solucion 2 (ver anexo) y se invierte el eppendorf 5 veces. Posteriormente se
adicionan 300 pL de la solucion 3 (ver anexo) y se invierte varias veces hasta
observar un precipitado blanco. Se centrifuga a 12.000 g durante 10 minutos.
Se recupera el sobrenadante resultante (aproximadamente de 800 uL) y se
agregan 0.8 volumenes de isopropanol (aproximadamente 600 pL).
Nuevamente, se centrifuga a 12.000 g por 30 minutos. Se elimina el
sobrenadante y el precipitado (ADN plasmidico) se lava con 600 pL de etanol
(EtOH) 70% a 12000 g por 5 minutos. Se descarta el sobrenadante y el
precipitado se deja secar al aire. Posteriormente este se resuspende en el

volumen deseado de H,O MilliQ y se conserva a -20 °C hasta su utilizacion.

(Nota: las centrifugaciones fueron realizadas a temperatura ambiente).

6.2.2.2 Electroforesis en gel de Agarosa.

La agarosa (Bioron, rango de 50 pb a 50 Kpb) se funde en buffer TAE 1x,
calentando en el microondas hasta su completa disolucion. Luego se deja
enfriar un instante a temperatura ambiente y se adicionan 3 yL de bromuro de

etidio 10 mg/mL por cada 50 mL.

Las electroforesis en geles de agarosa se realizaron a un voltaje de 100 V en
una cuba de electroforesis horizontal Kodak Biomax QS710 de dimensiones

7x10 cm.

6.2.2.3 Precipitacion con acetato de sodio.

En la precipitacién se agregan 1/10 volumenes de acetato de sodio 3,0 M, pH

5.2 al volumen que contiene el ADN a precipitar. Luego de homogenizar
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agregar 2 volumenes de EtOH 100% frio e incubar 15 minutos en hielo. A
continuacioén se centrifuga a 12.000 g durante 20 minutos. El sobrenadante se
descarta, mientras que el precipitado se lava con EtOH 70% y nuevamente se
centrifuga. El sobrenadante se descarta y el precipitado se seca al aire. Luego

se resuspende en el volumen adecuado de H,O MilliQ.

6.2.2.4 Digestion con enzimas de restriccion:

6.2.2.4.1 Preparacion del vector de expresion pQE-30.

Digestion con BamHI: 1 uL de pQE-30 (0.5-1 ug/ul) se incuban con 0,5-2 uL de
BamHI en buffer Tango 1x y H,O MilliQ c.s.p. 20 pyL a 37°C por 1-16 horas.

Digestion con Sacl: 1 yL de pQE-30 (0.5-1 ug/ul) se incuban con 0,5-2 pL de
Sacl en buffer Tango 1x y H,O MilliQ c.s.p. 20 pyL a 37°C durante 1-16 horas.

6.2.2.4.2 Preparacion de los insertos codificantes de Cu/Zn SOD salvaje

y G93A.

Digestion con Sacl: 1 yL de pGEM-T SOD (0.5-1 pg/ul) se incuban con 0,5-2 pyL
de Sacl en buffer Tango 1x (o buffer L 1x) y H,O MilliQ c.s.p. 20 uL a 37°C

durante 1-16 horas.

Digestion con Bcell: 1 yL de pGEM-T SOD (0.5-1 pg/ul) se incuban con 0,5-2 pL
de Bcll en buffer G 1x y H,O MiliQ c.s.p. 20 yL a 55 °C durante 1-16 horas.
También 1 L de pGEM-T SOD (0.5-1 ug/ul) previamente digeridos con Sacl se
incuban con 0,5-2 pL de Bcll en buffer Tango 2x (o buffer L 1x + NaCl 50 mM) y
H>0O MilliQ c.s.p. 30 pyL a 55 °C durante 1-16 horas.

6.2.2.5 Secuenciacion de los plasmidos recombinantes pET-

3dSODWT y pET-3dSODG93A.

La secuenciacion de los plasmidos recombinantes se realiza por parte de la
Unidad de Biologia Molecular (UBM) del Institut Pasteur de Montevideo. Dicha
unidad cuenta con un secuenciador automatico de 4 capilares, ABI3130

(Applied Biosystem). La secuenciacion se realiza por el método de Sanger,
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para el cual es necesario disponer de un cebador. En la secuenciacién de los
plasmidos pET-3dSODWT y pET-3dSODG93A se utiliza el primer T7.

6.2.2.6 Disefio de cebadores para mutagénesis dirigida.

El disefio de los mismo se realizo teniendo en cuenta lo descrito por el “Manual:
QuikChange® Il  Site-Directed  Mutagenesis Kit’. Las principales

recomendaciones son:

1) Ambos cebadores deben tener la mutacion deseada y alinear en la
misma secuencia en cadenas opuestas del plasmido.

2) Los cebadores deben tener entre 25 y 45 pb de longitud con una Tm
(temperatura de melting) mayor o igual a 78 °C.

3) La Tm de los cebadores se estima como Tm=81,5+0,41(%GC)-675/N,
siendo N la longitud del cebador sin incluir las bases que seran
insertadas. La insercion debe estar en el medio del cebador con
aproximadamente 10-15 pb de la secuencia correcta en ambos
extremos.

4) Los cebadores deben poseer un contenido en GC minimo de 40% y

terminar en una o mas bases G o C.

6.2.3 Métodos relacionados a la expresion y analisis de

proteinas.

6.2.3.1 Expresion de las proteinas Cu/Zn SOD salvaje y G93A

humanas en E.coli:

Se inocula una colonia aislada de una placa fresca en un tubo de precultivo
conteniendo 3 mL de LB—ampicilina (100 ng/uL) y se incuba a 37 °C overnight.
Luego en condiciones de esterilidad se toma una alicuota del cultivo para medir
su DOgoonm. Se inocula un nuevo tubo de precultivo de 3 mL de LB-ampicilina
de forma tal que su DOgoonm sea 0.03 y se incuba nuevamente a 37 °C.
Teniendo en cuenta las condiciones mencionadas anteriormente para la toma
de alicuotas, se mide la DOgoonm cada una hora aproximadamente, hasta que la

misma alcance el valor de 0.6-0.8. Luego se inocula un matraz de 250 mL
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conteniendo 50 mL de medio de cultivo LB-ampicilina con el cultivo antes
mencionado de forma tal que su DOgyponm S€a 0.03. Se toman alicuotas cada
una hora para medir su DOgoonm, hasta que alcance un valor de 0.6-0.8
aproximadamente. Antes de realizar la induccion de la expresidon se toma una
alicuota de 1mL de cultivo y se procesa. La induccién se realiza con 1mM de
IPTG, simultaneamente se agregan 0,1 mM de ZnCl, y 0,05 mM de CuSOQOs. La
expresion se realiza a 30 °C durante 2 horas. Se colectan dos alicuotas de 1
mL cada 1 hora y se mide la DOgoonm (€s decir a las Ohs, 1h y 2hs). Una vez
finalizado el tiempo de incubacién y realizadas las medida de DOegoonm, las
alicuotas colectadas y el medio de cultivo restante se centrifugan a 3.000 g
durante 10 minutos a 4 °C. Luego son guardados a -20° C hasta el momento de

su fraccionamiento soluble e insoluble.

6.2.3.2 Obtencion de fraccion soluble e insoluble

Se transfieren 6 mL de un cultivo de E.coli con una DOgoonm de 1,5 (0 el
volumen equivalente a esa cantidad de células). Dichas células se centrifugan
a 3.000 g durante 10 minutos a 4 °C. El sobrenadante se descarta y el
precipitado se deja secar sobre papel. A partir de este punto las muestras
deben ser mantenidas siempre en hielo durante la realizacion del protocolo.
Luego se resuspende el precipitado en 0,45 mL de buffer Tris-HCI 20 mM, pH
8.0, a 4 °C (alternativamente, resuspender en 5 mL de buffer por gramo de
sedimento). Una vez que el precipitado se encuentra completamente
resuspendido se adicionan 50 pL de lisozima fresca 2 mg/mL en EDTA 0,1 M,
pH 8.0. A continuacion las muestras son sonicadas a una amplitud de 60%, 5 o
6 veces durante 20 segundos con intervalos de 1 minuto entre sonicados.
Después las muestras se centrifugan a 14.000 g durante 30 minutos. El
sobrenadante resultante de la mencionada centrifugacion se corresponde con
la fraccién soluble, por lo tanto se debe recuperar. El precipitado se lava con
0,45 mL del buffer Tris-HCI 20 mM de pH 8.0 y se centrifuga a 14.000 g durante
20 minutos. Luego el sobrenadante se descarta y el precipitado se resuspende
en buffer Tris-HCI 20 mM pH 8.0, en igual volumen que la fraccién soluble

equivalente. Finalmente este ultimo se corresponde con la fraccion insoluble.
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6.2.3.3 Electroforesis de proteinas en geles de acrilamida (SDS-

PAGE).

Los geles de acrilamida se preparan al 12 y 15% como se describe en el libro
“Current Protocols in Molecular Biology” (Ausubel et al, 1987). Las muestras se
preparan con buffer de carga 4x y luego se incuban a 100° C durante 5
minutos. La cuba de electroforesis utilizada fue Mini-Protean Tetra Cell (BIO-
RAD).

Los voltajes utilizados son 90 V mientras las muestras atraviesan en gel

concentrador y 120 V cuando pasan a través del gel separador.
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Estrategia

7 Estrategia experimental.

Con el propdsito de llevar a cabo los objetivos de este proyecto: subclonado,
expresion y estudio de solubilidad de la proteina Cu/Zn SOD humana, nos

planteamos la estrategia esquematizada en la figura 1.

Se partira de vectores recombinantes (P GEM-SODWT y pGEM-SODG93A) que
poseen las secuencias codificante de la Cu/Zn SOD humana salvaje y la
mutacion G93A. Se tratara dicho vector con enzimas de restriccién a modo de
liberar el inserto correspondiente al gen de la superdoxido dismutasa. El vector
de expresion de destino se linearizara con enzimas de restriccion que

permitiran el clonado en fase del gen.

Se ligara el inserto con el vector de expresion y se transformaran células de la
cepa E.coli XL-1blue con la mezcla de ligacién. A partir de estos clones se
rastrearan los que contengan el plasmido con inserto. Se confirmara la
presencia del mismo en el correcto marco de lectura asi como la ausencia de
mutaciones deletéreas mediante: PCR, digestiones con enzimas de restriccion
y secuenciacion. Se procedera a transformar bacterias competentes adecuadas

para la expresion de los plasmido verificados.

Se realizara el fraccionamiento proteico para ambas proteinas de acuerdo a la

solubilidad diferencial por centrifugacion a 14.000g durante 30 minutos a 4 °C.



Preparacion del
inserto

Estrategia

Preparacion del
vector de expresion

Clonado en el vector
de expresion

Expresion de la proteina
recombinante en E. coli

Estudio de solubilidad

Figura 1. Esquema de la estrategia experimental para la expresion y estudio de solubilidad de la

superoxido dismutasa humana.
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7.1 Eleccion del vector de expresion.

Varios sistemas de expresion de proteinas recombinantes han sido
desarrollados. Sin embargo generalmente se requieren numerosos pasos de
purificacion, posteriores a la expresion, para la obtencion de dicha proteina

recombinante purificada.

Las técnicas clasicas de purificacion de proteinas implican una gran inversion
de tiempo. Una alternativa es disefiar mediante técnicas de biologia molecular
una proteina de fusidon recombinante, la cual posea un tag o etiqueta especifico
que permita simplificar su purificacidon por medio de una cromatografia de
afinidad.

Teniendo en cuenta lo antes mencionado fue elegido el vector de expresion
pQE-30. Este permitira expresar la proteina recombinante SOD (salvaje y
G93A) fusionada en fase con una etiqueta de seis residuos de histidina (6xHis-
Tag), permitiendo la purificacion de la misma por medio de una cromatografia
de afinidad, en una matriz de acido niquel-nitriloacético (Ni-NTA). La interaccién
entre el 6xHis-Tag y la matriz de Ni-NTA es independiente de la conformacién,
por lo tanto permite llevar a cabo la purificacion de la proteina recombinante en
condiciones nativas o desnaturalizantes. El 6xHis-Tag es de tamafio mucho
menor que otras etiquetas utilizadas frecuentemente, y generalmente no

interfiere con la funcién y estructura de la proteina recombinante.

A pH fisiolégico la pequefa etiqueta 6xHis-Tag se encuentra descargada, por lo
que generalmente no afecta la compartimentalizacion o el plegamiento de la

proteina recombinante dentro de la célula.

La posicion N-terminal de dicha etiqueta permitira purificar intermediarios de
sintesis de la Cu/Zn SOD, los cuales seran de gran utilidad para estudios

posteriores de cinética traduccional y plegamiento in vivo.
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Figura 2. Mapa del vector pQE-30. PT5: promotor T5, lac O: operador lac, RBS: sitio de union del
ribosoma, ATG: codon de inicio, 6xHis: secuencia del 6xHis tag, MCS: sitio de multiplie de clonado, Stop
Codons: codones stop en los tres marcos de lectura, Col E1: origen de replicacion Col E1, Ampicillin: gen
de resistencia a la ampicilina.
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Resultados y Discusion

8 Resultados y Discusion.

Con el propdsito de llevar a cabo el objetivo de insertar un 6xHis-Tag en el
extremo N-terminal de la Cu/Zn SOD, nos proponemos realizar la preparaciéon
del vector de expresion pQE-30 y de la secuencia codificante de las proteinas
recombinantes Cu/Zn SOD salvaje y la mutaciéon G93A, para su posterior

ligacién dentro del vector de expresion.

La posicidon N-terminal del 6xHis-Tag permitira aislar los intermediarios
generados durante la traduccién de la proteina en cuestion. Si dicha etiqueta se
encontrase en el extremo C-terminal solamente nos permitiria purificar la
proteina recombinante en su longitud completa. Es por ello que realizamos la
digestion del plasmido pQE-30 con las enzimas de restriccion Sacl y BamHI.
En simultdneo utilizando diferentes condiciones intentamos obtener los
fragmentos de interés digeridos con las enzimas de restriccion Sacl y Bcll, de
manera tal que pudiésemos obtener extremos cohesivos compatibles con los

extremos cohesivos presentes en el plasmido pQE-30 digerido.

Como alternativa al subclonado, nos planteamos realizar la insercién del 6xHis-
Tag en el extremo N-terminal de la secuencia codificante de la Cu/Zn SOD
(salvaje y la mutacion G93A) que se encuentran dentro de los vectores de

expresion pET-3d SOD, por medio de mutagénesis dirigida.

Para cumplir con el otro objetivo planteado en este trabajo se realizé la
expresion de la Cu/Zn SOD (salvaje y la mutaciéon G93A) en la cepa E.coli
BL21(DE3)Star. A continuaciéon se realizé el estudio de solubilidad de dichas

proteinas.



8.1 Clonado de las secuencias codificantes de la
Cu/Zn SOD salvaje y G93A en el vector de
expresion pQE-30.

8.1.1 Preparacion del vector para el clonado.

8.1.1.1 Purificacion del plasmido pQE-30

Se transformaron células Top70 con el vector de expresion pQE-30 para la
propagacion del mismo y se seleccionaron en medio sélido LB-Agar-Ampicilina.
A partir de un precultivo de 3 mL de LB-Ampicilina inoculado con una colonia
aislada de dichas células se realizé la purificacién del ADN plasmidico por el
método de lisis alcalina. Una vez precipitado el ADN plasmidico obtenido de

dicha purificacion fue resuspendido en 30 pL de H,O MiliQ.

El plasmido obtenido fue analizado por electroforesis en gel de agarosa, como
se muestran a continuacién en la figura 3, en la cual se sembraron 5 L el
plasmido pQE-30. Este se presenta en su conformacion superenrollada y

circular o relajada. S
&
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Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa 0.8% de la preparacion del ADN plasmidico del vector pQE-30
por el método de lisis alcalina. PM: marcador de peso molecular (Stratagene).
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La concentracion del plasmido pQE-30 fue estimada en aproximadamente 25
ng/uL, tomando en cuenta la intensidad de las bandas del plasmido con
respecto a las del marcador de peso molecular. Por lo tanto a partir de 3 mL de
precultivo se obtuvieron aproximadamente 750 ng de ADN plasmidico (pQE-
30), es decir un rendimiento aproximado de 250 ng de ADN plasmidico/mL de
cultivo. El rendimiento de dicha purificacion fue menor al esperado, ya que
segun el libro “Current protocols in Molecular Biology”, seria de 3 ug de ADN
partiendo de un cultivo de E.coli de 1,5 mL (para plasmidos derivados de
pBR322).

Sin embargo, dicha purificacion fue eficiente con respecto a los posibles acidos
nucleicos contaminantes ya que no se visualiza la presencia de ADN gendmico,
el cual migraria una distancia menor, correspondiente a un mayor tamafio en
pares de bases. Tampoco se observé ARN en el gel de agarosa mostrado en la

figura 3.

Teniendo en cuenta la posible contaminacion con proteinas, se deberia haber
determinado la pureza a través del calculo del cociente [ADN]/[Proteinas]. La
cuantificacion del ADN puede calcularse mediante espectroscopia en el rango
de luz UV, a la longitud de onda (A) de 260 nm donde presenta un maximo de
absorbancia. Por otra parte las proteinas presentan un maximo de absorbancia
a 280 nm. Aunque los maximos en los espectros de absorbancia son
caracteristicos de los compuestos, ambos absorben parcialmente en cierta
medida en las dos longitudes de onda. Es por ello que se define a un ADN puro

como aquel cuyo cociente Azsonm/Azsonm OScila entre 1.7 a 2.0.

8.1.1.2 Digestion de pQE-30.

Se disefd la estrategia de clonado seleccionando las enzimas de restriccion de
manera tal que se libere el fragmento codificante de la Cu/Zn SOD salvaje y
G93A sin cortar dentro de dichas secuencias, y que permitan la ligacion de los
mismos dentro del vector pQE-30. Por ello, fueron seleccionadas las enzimas
de restriccion Sacl y Bcll para liberar los fragmentos de interés desde los
vectores pGEM-T SOD vy las enzimas Sac/ y BamH| para linearizar el vector

pQE-30. Esta ultima enzima genera extremos compatibles a los generados por
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Bcell. También fue tenido en cuenta durante el disefio experimental que las
proteinas Cu/Zn SOD (salvaje y G93A) sean traducidas como proteinas de

fusidn junto al 6xHis-Tag N-terminal en el correcto marco de lectura.

Se realiz6 la digestion de dicho plasmido con las enzimas de restriccion Sacl y
BamHI a 37 °C durante una hora y media. Se realizé una incubacion a 37 °C
durante 30 minutos de aproximadamente 125 ng de pQE-30 con 2,5 uL de Sac/
y otros 125 ng de pQE-30 con 1,25 pL de BamHI, ambas en buffer Tango 1x y
volumen final 20 uL. Luego se toman 4 pL de cada una de las incubaciones
para comprobar la correcta digestion simple del plasmido con ambas enzimas
de restriccion. Los restantes 16 yL de cada una de las digestiones simples se
transfieren ambas a un mismo eppendorf, se agregan nuevamente las mismas

cantidades de las dos enzimas y se incuba a 37 °C durante una hora.

La digestion doble y los controles de las digestiones simples fueron analizados
mediante una electroforesis en gel de agarosa (0.8%). El resultado de la misma

se muestra en la figura 4.
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Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa 0.8%, de las digestiones simples del vector pQE-30 con las
endonucleasas BamHI y Sacl en buffer Tango (1x). PM: marcador de peso molecular (Stratagene) A.
Digestion de pQE-30 incubada por 30 minutos B. Digestion de pQE-30 incubada por 1 hora.
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La figura 4-A muestra que la digestion con Sac/ fue completa a los 30 minutos
de incubacion, dando como resultado una unica banda de longitud entre 3.000
y 4.000 pb lo que es concordante con la longitud del plasmido pQE-30 en su
conformacién lineal (3.400 pb). Sin embargo la digestién realizada con BamHI

no es completa a los 30 minutos de incubacion.

Cuando se repitio la digestidon del vector pQE-30 con las enzimas de restriccion
Sacl y BamHI incubadas a 37 °C durante una hora se verificd la digestion

completa de dicho plasmido, como se aprecia en la figura 4-B.

Considerando que la digestién simple de pQE-30 con las enzimas Sacl y
BamHl| incubadas a 37 °C durante una hora es completa, se procedio a realizar
la digestion doble del vector pQE-30. Se trasfirieron ambas digestiones simples
a un mismo eppendorf, al cual se agrega las mismas cantidades de enzima

utilizadas en las digestiones simples y se incuba durante una hora.

Se asumidé que la digestion doble fue completa y se procedié a realizar la
precipitacion del plasmido lineal con acetato de sodio. La precipitacion permitira
enriquecer el plasmido en cuestion, eliminando los pequefios fragmentos que
son liberados como resultado de la doble digestién. La diferencia de tamaros
entre el pequefo fragmento liberado (aproximadamente 50 pb) y el vector de
expresion preparado para la ligacion (aproximadamente 3350 pb) permite
precipitar facilmente con acetato de sodio (como fue descrito en materiales y
métodos) el ADN de mayor tamafio, es decir el plasmido digerido, mientras los
pequefios fragmentos liberados en la digestibon permaneceran en el

sobrenadante.

Alternativamente se podria purificar el vector a partir de un gel de agarosa.
Este procedimiento puede resultar en un rendimiento menor de la cantidad de
ADN plasmidico purificado. Sin embargo nos permitiria confirmar que

unicamente estamos purificando el plasmido linearizado.

8.1.2 Preparacion de los insertos para el clonado.

En paralelo a la preparacion del vector de expresion pQE-30, se intentd liberar
los fragmentos codificante de la Cu/Zn SOD salvaje y la mutacion G93A. Las

enzimas de restriccion escogidas para liberar los insertos codificante de la
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Cu/Zn SOD salvaje y G93A de los plasmido recombinante pGEM-SODWT vy
pGEM-SODG93A fueron Bcll y Sacl, como se mencioné en materiales y

métodos.

8.1.2.1 Purificacion de los plasmidos pGEM SOD.

El primer paso para la purificacion del inserto fue la transformacion de células
competentes GM2163 con los plasmidos pGEM-SODWT y pGEM-SODG93A.

Las células transformadas fueron seleccionadas en medio LB-Agar-Ampicilina.

La particularidad de la cepa de E.coli GM2163 es la deficiencia en metilasas, ya
que la misma presenta las mutaciones dcm” y dam’. Dichas mutaciones son
necesarias para la propagacion de los plasmidos recombinantes de manera tal
que puedan ser cortados por la enzima de restriccion Bcll, ya que la misma es

sensible a la metilacion del ADN por la Dam metilasa.

La purificacién de los plasmidos pGEM-SODWT y pGEM-SODG93A se realizo
por el método de lisis alcalina. La figura 5 muestra el resultado de dicha
purificacion. El perfil de la electroforesis muestra dos bandas correspondientes

al plasmido en sus conformaciones superenrollado y relajado.
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Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa 0.8% de la purificacion de los pladsmidos recombinantes
pGEM-SODWT y pGEM-SODG93A por lisis alcalina. PM: marcador de peso molecular (Stratagene).
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Se sembraron 2 uyL de cada uno de los plasmidos, para los cuales su
concentracion fue estimada en aproximadamente 38,9 ng/uL y 35,2 ng/uL para
pGEM-SODWT y pGEM-SODG93A respectivamente. Estos valores fueron
estimados tomando en cuenta la intensidad de las bandas de plasmido con

respecto a las intensidades del marcador de peso molecular.

A partir de 3 mL de precultivo LB-Ampicilina se obtuvieron aproximadamente
1167 ng de pGEM-SODWT y 1056 ng de pGEM-SODG93A. Es decir, se
obtuvo un rendimiento aproximado de 389 ng pGEM-SODWT/mL de cultivo y
352 ng pGEM-SODG93A/mL de cultivo, superando el rendimiento obtenido
para el plasmido pQE-30.

No se observa la presencia de ADN gendmico, ni tampoco se detecta la
presencia de ARN. Por ello, se puede concluir que dicha purificacion fue

eficiente con respecto a los posibles acidos nucleicos contaminantes.

Teniendo en cuenta la posible contaminacion con proteinas, se deberia haber

determinado la pureza a través del calculo del cociente Azsonm/A280nm.

8.1.2.2 Digestion de los plasmidos pGEM-SOD

Primero se realizaron las digestiones simples de aproximadamente 270 ng del
plasmido pGEM-SODWT y 250 ng del pGEM-SODG93A con 1,5 uL de la
endonucleasa Sacl incubada en buffer Tango 1x con H,O MilliQ c.s.p. 20 uL
durante una hora a 37 °C. Luego se tomé6 5 pL de dichas digestiones como
control de las digestiones simples con Sacl. Los restantes 15 pL fueron
digeridos con 1 pyL de Bcll en buffer Tango de concentracion final 2x y HO
MilliQ c.s.p. 30 uL, durante una hora a 55° C. En paralelo a esta segunda
digestion se realizaron las digestiones simples de aproximadamente 125 ng de
cada uno de los plasmidos recombinantes con 0,5 uL de Bcll en buffer Tango
2x y HO MilliQ c.s.p. 20 pL.

Las figuras 6 A y B, mostradas a continuacion corresponden a las digestiones

realizadas con las endonucleasa Sacl y Bcll en buffer Tango.
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Figura 6. A) Digestiones simples de los plasmidos recombinantes pGEM-SODWT y pGEM-SODG93A con
las endonucleasas Sac/ y Bcll en buffer Tango (1x y 2x respectivamente). B) Digestiones dobles de los
plasmidos pGEM-SOD WT y pGEM-SODG93A con las enzimas Bcll y Sacl en buffer Tango. PM:
marcador de peso molecular (Stratagene).

La figura 6A muestra una correcta digestién con Sac/ de los plasmidos ya que
presentan una migracion en el gel de agarosa concordante con la longitud de
dichos plasmidos linearizados (3.485pb). Por otra parte las digestiones con Bcll
fueron soélo parciales, mostrando pequefas cantidades de plasmido lineal

ademas de una degradacion parcial de los mismos.

En la figura 6B se pueden observar las digestiones con ambas enzimas de
restriccion en buffer Tango, en las cuales no se detecta la liberacion de los
fragmentos esperados de aproximadamente 462 pb. Los resultados de la
figura 6B son concordantes con los de la figura 6A, ya que como no fue
eficiente la digestion con Bcll en el control realizado en simultaneo, no es
esperable que se produzca la liberacion de los fragmentos de interés. Podemos
concluir que las condiciones utilizadas no son adecuadas para la digestion

completa con Bcll.
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8.1.2.3 Purificacion de los plasmidos pGEM-SOD mediante kit de
Qiagen.

Se consideré la posibilidad de que los plasmidos no fuesen lo suficientemente
puros para la adecuada actividad de la endonucleasa Bcll. Por ello se realizé la
purificacion de los plasmidos recombinantes utilizando un kit de purificacion
Qiagen. A través de este logramos obtener los plasmidos pGEM-SOD de
concentraciones estimadas a partir del marcador de peso molecular del orden
de 39-50 ng/uL y de 61 ng/uL para pGEM-SODWT y pGEM-SODG93A

respectivamente.

El perfil electroforético de dichas purificaciones no mostro presencia de ADN
gendémico, ni de ARN. Por lo tanto podemos concluir que ADN plasmidico fue

purificado correctamente.

El rendimiento obtenido en dichas purificaciones fue del orden de 390-500 ng
de ADN/mL de cultivo para pGEM-SODWT y de 610 ng de ADN/mL de cultivo
para pGEM-SODG93A. Mientras que los rendimientos obtenidos mediante la
utilizacién del protocolo descrito en materiales y métodos fue de 389 ng de
ADN/mL de cultivo y 352 ng de ADN/mL de cultivo para pGEM-SODWT vy
pGEM-SODG93A respectivamente. Por lo tanto no observamos una diferencia
significativa entre los rendimientos obtenidos para cada uno métodos de

purificacion de ADN plasmidico.

8.1.2.4 Digestion de los plasmidos pGEM-SOD purificados

mediante kit de Qiagen.

Se repitieron las digestiones con ambas enzimas de restriccion utilizando los
plasmidos purificados mediante el Kit-Qiagen. Sin embargo los resultados
obtenidos no fueron distintos de los descritos previamente. Entonces podemos
concluir que la dificultad de llevar a cabo la digestion con Bcll no es debida a la

presencia de impurezas en la purificacion de ADN plasmidico.
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8.1.2.5 Control de la enzima de restriccion Bcll.

Para verificar el correcto funcionamiento de Bcll, se procedié a realizar las
digestiones simples de los plasmidos recombinantes en buffer G 1x (buffer
recomendado). Entonces se realiz6 la digestién simple de 128,0 y 125,0 ng de
dos purificaciones del plasmido pGEM-SODWT, cuyas concentraciones
estimadas a partir de la intensidad de bandas en un gel de agarosa fueron 38,8
y 50,0 ng/uL respectivamente. También se realiz6 la digestién simple de 122,2
ng (cada una) de dos purificaciones del plasmido pGEM-SODG93A, ambas de
concentracion estimada en 61,1 ng/ yL. Las cuatro digestiones se realizaron
mediante la adicién de 0,5 uL de Bcll en buffer G 1x y H,O MilliQ c.s.p. 20 pL.

El resultado de dichas digestiones se observa en la figura 7, la cual muestra
los plasmidos recombinantes linearizados de longitud esperada (3.485 pb), ya

que el mismo migran una distancia acotada entre 3.000 y 4.000 pb.
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Figura 7. Digestiones simples de los plasmidos pGEM-SODWT y pGEM-SODG93A con la endonucleasa
Bcll en buffer G 1x. PM: marcador de peso molecular (Stratagene).
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Por lo tanto podemos atribuir el bajo rendimiento y degradacién parcial antes

visto, a que el buffer Tango no es adecuado para la actividad de la enzima Bcll.

8.1.2.6 Estrategia alternativa para la digestion de los plasmidos

pGEM-SOD.

Como alternativa a las digestiones en buffer Tango, se procedid a realizar en
primer lugar la digestion con Sac/ en buffer L 1x (recomendado para Sacl)
seguido de una segunda digestién con Bcll en el mismo buffer con la adicion de
NaCl 50 mM. EI NaCl es agregado después de la primera digestion, debido a
que Sacl es inactiva para dicha concentracion de sal y por el contrario es
necesaria para que la enzima Bcll sea activa. Entonces se realizé la digestion
de 4 uL de pGEM-SODWT de concentracion estimada en 6,9 ng/uL y 4 uL de
pGEM-SODG93A de concentracién estimada en 13,8 ng/uL, ambas con 1 uL
de Sacl en buffer L 1x y H,O MilliQ c.s.p 20 uL incubadas a 37 °C durante una
hora. Luego se realizé una segunda digestion con 1 uL de Bcll en buffer L con
la adicion de 50 mM de NaCl y H,O MilliQ c.s.p. 25 L, las cuales fueron
incubadas a 55 °C durante una hora. También se hicieron controles de las

digestiones simples con Bcll en las mismas condiciones.

Sin embargo el resultado obtenido para dichas digestiones fue idéntico a los

observados en buffer Tango, como se muestra en la figura 8.
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Figura 8. Digestiones simples de los plasmidos recombinantes pGEM-SODWT y pGEM-SODG93A con
las endonucleasas Sac/ en buffer L y Bcll en buffer L con 50mM de NaCl. PM: marcador de peso
molecular (Stratagene).

Pese a que se utilizd una cepa adecuada para la amplificacion de los
plasmidos, no fue posible liberar los fragmentos de interés de los plasmidos
recombinantes. Dentro de las diferencias de incompatibilidad practicas que
presentan las enzimas Bcll y Sacl esta la temperatura a la cual son activas, sin
embargo dicho problema podria ser resuelto mediante la realizacion de una
primera digestion con Sacl a 37 °C seguido de una segunda digestion con Bcll
a 55 °C, como se describi6 en materiales y métodos. Por otra parte un
problema mayor de incompatibilidad es la concentracion de sal, ya que como
antes mencionamos Sac/ es inhibido por concentraciones de NaCl mayores a

10 mM mientras que Bcll requiere la presencia de NaCl 50mM para ser activa.

Teniendo en cuenta los resultados mostrados en las figuras 6A y 7, donde los
plasmidos recombinantes muestran una migracién en el gel de agarosa
concordante con la longitud de dichos plasmidos linearizados se puede inferir
que las enzimas fueron funcionalmente activas en distintos buffer (G 1x para
Bcll y tango1x o L 1x para Sacl). Por lo tanto podemos adjudicar la ineficiencia
de la digestion doble con las enzimas Sacl/ y Bcll a una incompatibilidad de

buffer para el éptimo funcionamiento de las mismas.
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Este problema podria ser solucionado mediante la digestion simple con Bcll en
buffer G, seguida de la precipitaciéon del plasmido por ejemplo con acetato de
sodio y finalmente realizar la digestién con Sacl en su buffer correspondiente
(L). Sin embargo para ello se necesitarian grandes cantidades de ADN

plasmidico.

8.2 Secuenciacion de los plasmidos recombinantes

pET-3dSODWT y pET-3dSODG93A

Considerando las dificultades encontradas para realizar el subclonado se
decidié expresar la Cu/Zn SOD salvaje y G93A utilizando vectores pET-3d, ya
que en nuestro laboratorio contamos con los vectores recombinantes pET-
3dSODWT y pET-3dSODG93A. El vector pET-3dSODWT fue cortésmente
cedido por la Dra. Beatriz Alvarez. Mientras que el vector pET-3dSODG93A es
producto de una mutacion dirigida, la cual fue realizada en el marco de la

maestria de la Mag. Florencia Palacios.

8.2.1 Purificacion de los plasmidos pET-3dSOD.

Se procedié a secuenciar dichos vectores para confirmar que sus secuencias
codificantes sean las correctas. Previamente células XL1 blue fueron
transformadas con los plasmidos pET-3dSODWT y pET-3dSODG93A con el fin
de propagar los mismos, para su posterior secuenciacion. La purificacién de
dichos plasmidos recombinantes se observa en la figura 9, en la cual se
muestran los plasmidos pET-3dSODWT en su conformacion relajada y los

pET-3dSODG93A en sus conformaciones superenrollada y relajada.
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Figura 9. Purificacién de los plasmidos recombinantes pET-3dSODWT y pET-3dSODG93A por el método
de lisis alcalina. PM: marcador de peso molecular (Stratagene).

No se aprecia la presencia de ADN gendmico, asi como tampoco ARN. Por lo

tanto podemos concluir que la purificacion del plasmido fue eficiente.

8.2.2 Secuencias de los plasmidos pET-3dSOD.

En la figura 10 A y B se muestran los cromatogramas correspondientes a la
secuenciacion de los plasmidos recombinantes pET-3dSODWT vy PpET-
3dSODG93A. En dichas figuras se muestra la mutacion puntual la cual
remplaza una guanina (G) por una citosina (C). Entonces el codén GGT que
codifica para un residuo de glicina (G) es remplazado por el codéon GCT
codificante de un residuo de alanina (A), resultando en la mutacién
denominada G93A.
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Figura 10. A) Cromatograma de la secuencia codificante de la enzima Cu/Zn SOD humana clonada
dentro del vector recombinante pET-3dSODWT. B) Cromatograma de la secuencia codificante de la
mutacion G93A Cu/Zn SOD humana clonada dentro del vector recombinante pET-3dSODG93A.

8.3 Disefio de cebadores para mutagénesis.

Con el fin de lograr expresar las proteinas Cu/Zn SOD salvaje y G93A
fusionadas a un 6xHis-Tag, se decidio insertar dicho tag dentro de los vectores
pET-3dSODWT y pET-3dSODG93A mediante mutagénesis, como alternativa al

subclonado dentro del vector pQE-30.

Se disefiaron cebadores para mutagénesis de tal manera que sean
adicionados seis residuos de histidina (6xHis) en el extremo N-terminal de las

secuencias codificantes de las proteinas Cu/Zn SOD salvaje y G93A.

Puesto el interés en que el 6xHis-Tag sea adicionado en el extremo N-terminal
de las proteinas recombinantes Cu/Zn SOD salvaje y G93A, se disefo el
cebador forward de manera que los seis codones CAC correspondientes a los
seis residuos de histidina se encuentren contiguos al codén de inicio de la

traduccién (ATG), como se muestra en la figura 11.
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Figura 11. Alineamiento del cebador de mutagénesis y los plasmidos recombinantes pET-3dSOD humana
salvaje y G93A.

Para el disefio de los mismos fueron consideradas las caracteristicas
recomendadas por el manual de instrucciones de QuikChange Il Site-Directed
Mutagenesis Kit (Stratagene), las cuales estan descritas en materiales y

métodos.

Es asi que las secuencias de los cebadores resultantes son las siguientes:
* Forward:
5GGAGATATACCATGCACCACCACCACCACCACGCGACGAAGGCCG &
* Reverse:
5CGGCCTTCGTCGCGTGGTGGTGGTGGTGGTGCATGGTATATCTCC ¥

Se puede observar que dichos cebadores poseen una longitud de 45 pb y un

%GC de 62.2, con lo cual obtenemos una Tm tedrica de 82°C.

Por lo tanto podemos concluir que el disefio de los cebadores es correcto ya
que los mismos cumplen con las caracteristicas recomendadas por el

proveedor.
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8.4 Expresion y fraccionamiento soluble e
insolubles de la Cu/Zn SOD humana
recombinante (salvaje y G93A).

Una vez confirmada la presencia de la secuencia codificante de la Cu/Zn SOD
salvaje y G93A dentro de los vectores pET-3dSODWT y pET-3dSODG93A
respectivamente, se transformaron células E.coli BL21 (DE3) Star para llevar a

cabo la expresion de las mismas.

Dichas expresiones se realizaron con el objetivo de ver la distribucion entre la
fraccién proteica soluble e insoluble de la Cu/Zn SOD salvaje y de la mutacién
G93A.

La expresion se realizd como fue descrita en materiales y métodos. Los
matraces de 50 mL de LB-Ampicilina fueron inoculados con un precultivo de
dichas células y una vez que alcanzaron una DOgponm de 06-08 se indujo la
expresion de Cu/Zn SOD salvaje y G93A con 1mM de IPTG. Se colectaron
muestras antes de la induccion de la expresién (tiempo cero), asi como
después de una hora y dos horas de comenzada la induccion. Luego las
muestras tomadas fueron separadas en fraccion soluble e insoluble. Para ello
se parti6 de un volumen de medio de cultivo con una cantidad de células
equivalente a una DOgponm = 9 y se siguio el protocolo descrito en materiales y
métodos. Una vez separada la fraccién soluble, la fraccion insoluble fue
resuspendida en buffer Tris-HCI 20 mM pH 8.0, en un volumen equivalente al

recuperado en la fraccion soluble.

Los resultados de dichas expresiones y fraccionamientos se muestran en la
figura 12. La enzima Cu/Zn SOD humana tiene un peso molecular de 16 kDa
en su forma monomerica. Sin embargo como se muestra en la figura 10, dicha
proteina migra en un SDS-PAGE como si tuviese un peso molecular aparente
de 26 kDa aproximadamente. En trabajos previos ya se ha descrito que la

Cu/Zn SOD migra como si tuviese un peso molecular aparente de 20 KDa. Esto
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se ha adjudicado a la reduccion del puente disulfuro intramolecular entre las
cisteinas C57 y C146 (Jonsson, Graffmo et al. 2006).

En las figuras 12 A-B, la comparacion de las fracciones totales de Cu/Zn SOD
humana salvaje y G93A muestra que la expresion de Cu/Zn SOD humana
salvaje es mayor con respecto a la mutacién G93A. Ademas dichas figuras
muestran que la Cu/Zn SOD humana salvaje se encuentra en la fraccidn
soluble, mientras que la G93A se encuentra repartida entre las fracciones
soluble e insoluble. Por lo tanto podemos justificar la mayor cantidad de
proteina recombinante salvaje mostrada en la figura 12 A-B de dos maneras.
Una opcion es que la expresion de la mutacion G93A resulta toxica para E.coli.
La otra opcion es que las condiciones desnaturalizantes del SDS-PAGE no
fueron lo suficientemente rigurosas como para destruir las interacciones
hidrofébicas de los cuerpos de inclusion formados por agregados de Cu/Zn
SOD G93A humana, por lo cual estarian migrando distancias menores
correspondientes a un peso molecular mayor. Para comprobar esta ultima
hipétesis deberiamos realizar un nuevo SDS-PAGE con condiciones
desnaturalizantes mas rigurosas, otra alternativa es la realizacion de western
blot.
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Figura12. SDS-PAGE (A 15% y B 12%) del fraccionamiento soluble e insoluble de la expresion a 30° C
de la enzima Cu/Zn SOD salvaje y la mutacion G93A en la cepa E.coli BL21 (DE3) Star. PM: marcador de

peso molecular proteinas sin tefiir (Fermentas).
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Conclusiones

9 Conclusiones.

Uno de los objetivos especificos definido para este trabajo fue insertar un tag
de histidinas (6xHis-Tag) en el extremo N-terminal de la secuencia codificante
de la enzima Cu/Zn SOD humana salvaje y G93A, con el fin de poder aislar la
proteina entera y péptidos intermedios discretos generados durante la

biosintesis de dichas proteinas en la cepa de E.coli BL21(DE3)Star.

Por ello en un primer abordaje, se decidid subclonar la secuencia codificante de
la Cu/Zn SOD salvaje y G93A dentro del vector de expresion pQE-30, lo cual

permitiria adicionar el 6xHis-Tag en la posicidén deseada.

Pese a realizar eficientemente las digestiones simples de los plasmidos
recombinantes pGEM-SODWT y pGEM-SODG93A con las enzimas escogidas

en distintos buffer, no se consiguio realizar la doble digestion completa.

Debido a las dificultades encontradas para llevar a cabo el subclonado en un
tiempo razonable, como alternativa nos planteamos la insercidon del 6xHis-Tag,
dentro de los vectores de expresion pET-3dSOD, en el extremo N-terminal de
ambas proteinas por medio de una mutagénesis dirigida. Para ello disefiamos
primers de mutagénesis teniendo en cuenta las caracteristicas recomendadas
por el proveedor del Kit (QuikChange Il Site-Directed Mutagenesis Kit,

Stratagene).

También se obtuvieron resultados que seran de utilidad para la realizacion de
futuros estudios. Dentro de estos cabe destacar el nivel de expresion de
proteina Cu/Zn SOD salvaje mayor con respecto a los niveles obtenidos para la
mutacion G93A. Ademas se logré obtener una estimacién de la distribucion de
ambas proteinas entre las fracciones solubles e insolubles. Se mostré que la
proteina Cu/Zn SOD salvaje permanece en la fraccion soluble después de dos
horas de expresion a 30 °C, mientras que la mutacion Cu/Zn SOD G93A se
encuentra repartida entre ambas fracciones, soluble e insoluble, para las

mismas condiciones de expresion y fraccionamiento proteico.



Esto sera tenido en cuenta para el disefio futuro de experimentos que apunten
a la optimizacion de la expresion de la proteina recombinante Cu/Zn SOD
G93A de forma tal que la misma sea recuperada en la fraccidon soluble. Una
posible alternativa para lograr esto, es realizar la expresion a temperaturas
menores a la utilizada hasta lograr optimizar las condiciones de manera tal que

la proteina recombinante sea soluble.

Por otro lado queda pendiente realizar la mutagénesis dirigida sobre los
plasmidos recombinantes pET-3dSODWT y pET-3dSODG93A, de la cual
esperamos obtener como resultado la insercion de un 6xHis-Tag en el extremo
N-terminal de la secuencia codificante de las proteinas Cu/Zn SOD salvaje y
G93A que se encuentran en los mencionados plasmidos recombinantes. Esto
permitira cumplir con las perspectivas a corto plazo de optimizar la expresion y
la purificacion de las proteinas recombinantes Cu/Zn SOD salvaje y G93A, asi

como sus correspondientes intermediarios de traduccion.

Una vez optimizadas las condiciones de expresion y purificacion podremos
aislar para su estudio péptidos intermedios generados durante la biosintesis, y
evaluar la relacion de los mismos con respecto al uso de codones. Esto
permitira realizar estudios enfocados a dilucidar como influye la cinética

traduccional en el plegamiento in vivo de la enzima Cu/Zn SOD humana.

51



Anexos

10 Anexos.

Medios de cultivo

Luria-Bertoni (LB): 10g de triptona, 5 g de extracto de levadura y 10g de NaCl

por litro.

LB-Agar: 15g de agar por litro de medio LB.

Suplementos

Ampicilina: Se prepara una solucién inicial 100 mg/mL.

Bromuro de etidio (EtBr): Se prepara una solucién inicial 10 mg/mL.

Isopropil B-D-1-tiogalactopiranosido (IPTG): Se prepara una solucién inicial de
100mM.

Soluciones

Azul de carga 6x para ADN: 0.25% Azul de bromofenol, 0.25% Azul de

xilencianol, 30% Glicerol.

Azul de Coomasie: 0.05% Coomassie Brilliant Blue R-250, 45% EtOH, 10%

acido acético.

Buffer Tris-acetato (TAE) 50x para corrida en geles de agarosa: 242g de Tris
base, 57.1mL de acido acético glacial y 10 mL de EDTA 0,5 M pH 8 por litro.

Buffer de corrida SDS-PAGE 5x: 15.1g de Tris base, 94g de glicina pH 8.3 y
50ml de SDS 1% por litro.

Buffer de muestra para SDS-PAGE 4x: 200 mM Tris-HCI pH 6.8, 400mM DTT,
8% SDS, 0.4% de azul de bromofenol y 40% de glicerol.

Solucion decolorante: 30% EtOH y 70% acido acético.
Solucién I: Tris-HCI 25 mM pH 8 y EDTA 10 mM pH 8.
Solucion 1l: NaOH 0,2 My SDS 1%.

Solucién lI: Acido acético glacial (5,75 mL), Acetato de potasio 5M pH5.2
(30mL) y H.O (14,25mL).
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