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1. Introduccion

1.1. Receptoresy neurotransmisores

1.1.1. Clasificacién y tipos de receptores

Los receptores son proteinas presentes en membranas, citoplasma, y nucleo de las células; que
interactlan especificamente con ciertas moléculas (ligandos), tanto endégenas como exdgenas, rindiendo
como resultado un conjunto de reacciones que, posteriormente, conducirdn hacia una respuesta
fisioldgica [Katzung et al., 2013]. Existen diversos tipos de receptores, los cuales se clasifican de acuerdo
con su mecanismo de accion y la velocidad con la que presentan respuesta (Figura 1-1) [Schatzberg y

Nemeroff, 2006; Rang et al., 2012].

1.1.2. Importancia fisiologica de los receptores

Una propiedad de las células vivas es su capacidad de reconocer y responder a estimulos
externos. Para ello, los receptores celulares deben cumplir dos funciones esenciales: (1) reconocer a
ligandos especificos, mediante afinidad, y (2) transmitir un mensaje, via distintos procesos celulares

[Schatzberg y Nemeroff, 2006]. La naturaleza de la respuesta puede ser variada y depende tanto del

3. Receptores

4. Receptores

1. Canales iénicos 2. Receptores acoplados

Efectos celulares

Efectos celulares Efectos celulares

Figura 1-1. Tipos de receptores.
Imagen tomada de Rang et al. (2012).

controlados por ligandos a proteinas G ligados nucleares
(receptores ionétropos) (metabétropos) a cinasas
lones lones
= o °
. ‘,-»_\): ) ﬂ‘)\) e'\) !
By | 4 R E RIE
e e = i
é é @00 @00 /-\
Hi larizacit i > &
iperpolarizacion Cambio en la Segundos mensajeros Fosforilacién = )
o oS (
despolarizacion Sxcfiebildad de proteinas Transcr?cién
¢ génica
’ { - ¢ } Transcripcion génica
leerac;(ln Fosforilacion Otros
de Ca de proteinas L ’
l Sintesis de proteinas Sintesis de proteinas

Efectos celulares
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receptor como del ligando; por ejemplo: (i) cambio en la permeabilidad de la membrana, o (ii) apertura

de un canal ionico [Hernandez et al., 2011].

1.1.3. Neurotransmisores

Los neurotransmisores son moléculas (ligandos) liberadas por células nerviosas, durante la
interaccion neurona-neurona (sinapsis neuronal) o neurona-musculo (unién neuromuscular), se unen a
receptores de membrana, y son responsables de la propagacién de sefiales nerviosas. Los
neurotransmisores son sintetizados tanto en el soma neural como en las terminaciones nerviosas,
almacenados en vesiculas sinépticas, y liberados en respuesta a un potencial de accion. Dependiente de
la naturaleza de la unién neurotransmisor-receptor, la respuesta puede ser excitatoria o inhibitoria
[Webster, 2001]. Una vez obtenida la respuesta deseada, el neurotransmisor puede ser recapturado por
la neurona presinaptica, degradado enzimaticamente, o transportado por difusion hacia liquido

extracelular [Cérdova, 2003].

1.1.4. Clasificacion de los neurotransmisores

Existen variantes con relacién a la clasificacion; sin embargo, la méas utilizada se basa en la

estructura quimica del neurotransmisor [Webster, 2003; Martin et al., 2005]:

1. Esteres: acetilcolina, el primer neurotransmisor descubierto, es el mas abundante en el sistema
nervioso (SN); interviene en procesos del SN autonomo y en la unién neuromuscular; su sintesis es
catalizada por la enzima colina acetiltransferasa, en tanto su degradacion es mediada por la enzima
acetilcolinesterasa.

2. Monoaminas: (i) catecolaminas, sintetizados a partir de tirosina (p. €j., adrenalina, noradrenalina, y
dopamina); su funcién principal es la participacion en procesos del SN simpatico, activando los
receptores adrenérgicos; (ii) indolaminas, sintetizados a partir de triptéfano (p. ej., 5-
hidroxitriptamina, 5-HT); presentes tanto en SN central como periférico, asi como en el sistema
cardiovascular; (iii) aminas de imidazol, sintetizadas a partir de histidina (p. ej., histamina); a
diferencia de otros neurotransmisores, esta presente a baja concentracion en el cerebro; participa en
procesos alérgicos y de inflamacién.

3. Aminoécidos: en este grupo se distinguen dos tipos de neurotransmisores, (i) excitadores (p. €j.,
glutamato y aspartato), e (ii) inhibidores (p. €j., GABA y glicina).

4. Neuropéptidos: polipéptidos menores a 35 residuos de aminoacidos (p. ej., encefalinas, endorfinas,

etc.); no pueden ser recapturados por la neurona presinaptica, por lo que son eliminados via

12



degradacion enzimatica; algunos estan involucrados en procesos de percepcion de dolor, actuando
de manera similar a algunos agonistas opioides.
5. Purinas (adenosina y guanosina): actian en el SN, tanto central como periférico; generalmente,

acompafian a otro neurotransmisor, por lo tanto, su papel se considera secundario.

1.2. Fisiologia de la interaccion receptor-neurotransmisor

El neurotransmisor es liberado por una neurona presinaptica y viaja a través del espacio sinaptico
para unirse a un receptor presente en la membrana postsinaptica (Figura 1-2) [Cordova, 2003]. Cada
neurotransmisor se une especificamente a un receptor (interaccion especifica) [Katzung et al., 2013].
Los receptores que participan en este tipo de propagacién se clasifican en dos grupos: (a) acoplados a
canal idnico, RACI, y (b) acoplados a proteina G, RAPG, los cuales inducirdn, de manera directa o
indirecta, la apertura o cierre de un canal i6nico especifico [Webster, 2003]. Los RACI presentan una
respuesta rapida y participan en mecanismos donde una accién inmediata es demandada, p. €j., la
contraccion de muasculo estriado. De manera contraria, los RAPG presentan una respuesta mas lenta y
participan en mecanismos donde es requerida una accion a mediano o largo plazo, p. €j., el control sobre
ganglios linféaticos y musculo liso.

El potencial eléctrico de una membrana celular esta determinado por los iones presentes dentro
y fuera de ella [Rang et al., 2012]. Al presentarse la interaccion neurotransmisor-receptor, dos tipos de
respuesta pueden ocurrir: (a) en caso de un neurotransmisor excitatorio se producira la apertura de

canales de Na*, Ca*™, y K*, lo cual producira una despolarizacion de la membrana, generando el potencial
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de accidn; y (b) en caso contrario, un neurotransmisor inhibitorio inducira la apertura de canales de ClI',

produciendo una hiperpolarizacién de la membrana [Cérdova, 2003].

1.3. Patologias humanas asociadas a receptores de neurotransmisores

En humanos, existen enfermedades asociadas a numerosas anormalidades relacionadas con los
receptores de neurotransmisores. Aunque las causas pueden ser diversas, dos mecanismos son los mas
frecuentes: (i) anticuerpos dirigidos contra receptores y (ii) mutaciones en los genes que los codifican
[Rang et al., 2012]. Una enfermedad muy reconocida, la esclerosis lateral amiotrofica, se caracteriza por
una deficiencia en la recaptacion de glutamato (por parte de la célula presinaptica), el cual se acumula
en el espacio sinaptico (generando toxicidad) y provoca la destruccién de neuronas motoras y, por ende,
pérdida de la movilidad muscular. En otra patologia, la encefalitis de Rassmussen, se generan anticuerpos
contra los receptores de glutamato que bloquean el canal i6nico, lo que conduce a la pérdida de la
coordinacién motora y convulsiones. En una enfermedad poco comun, la hiperekplexia hereditaria, se
reconoce un mal funcionamiento del receptor de glicina debido a una mutacion en el gen GLRAL, que
codifica para la subunidad a1 del receptor, |0 que ocasiona rigidez muscular y sobresaltos excesivos ante

minimos estimulos [Garcia et al ., 2012].

1.4. Receptor de acetilcolina (AChR)

Los receptores de acetilcolina (AChR) son RACI involucrados en el paso de iones hacia el
interior de la célula y estdn modulados por el neurotransmisor acetilcolina (ACh). Debido a su
participacion en diferentes condiciones fisiopatoldgicas, son considerados como dianas terapéuticas
prometedoras para el control de diversas enfermedades neuroldgicas en humanos [Conolly et al., 2004;
Hansen et al., 2005].

Los AChR estdn conformados por 5 subunidades, iguales o diferentes, adoptando
conformaciones homo- o hetero-pentaméricas. A la fecha, se conocen 17 subunidades homologas: al-
al0, B1- B4, v, dy &, que pueden integrar un pentdmero y formar un canal [Kouvatsos et al., 2014]. Cada
subunidad esta conformada por tres dominios: extracelular (ECD, N-terminal), transmembarnal (TMD,
constituido por cuatro helices), e intracelular (ICD, C-terminal) (Figura 1-3) [Lazaridis et al ., 2013].

Los AChR son miembros de la superfamilia de canales idnicos regulados por ligando (CIRL)
del tipo Cys-loop, a la que también pertenecen los receptores de GABA, glicina, y serotonina. De manera
interesante, esta familia se caracteriza por la presencia de una estructura tipo asa (loop) muy conservada,
de 13 residuos de aminodcidos y flanqueada por dos cisteinas, ubicada en el dominio N-terminal de cada
subunidad [Zouridakis et al., 2009].

14



N7 »
: ACh L@
- MIR™ <4 1
A pE——l B ]
5 1 e S W
3™, /| é g
ps' ‘ 1 Loop B
Extracellular l__:/ “N\Trp149
domain (ECD) o (i PR
. “"LoopA
p8-p9 Ioop\) - S 0 hoom
Cys-loop (3
Ci ¢ ’,3‘.: M2-M3 loop
), E
A 7\
Transmembrane i )
3 W T e e Y
domain (TMD) o And
Cadamd
_ 5.0 N\
. . e - %
Figura 1-3. Estructura cristalografica de AChR de mme (1
Torpedo californica. ‘
Intracellular =3
; . domain 2 \
(A) Estructura penta-merica y (B) estructura de cada =8
subunidad, ilustrando los tres dominios de la 25 )
proteina. Imagen tomada de Zouridakis et al. (2009). °l &

1.4.1. Tipos de AChR

AChRy (receptores muscarinicos). Estan acoplados a proteina G y participan en la accion de
ACh sobre masculo liso, corazén y glandulas. Los AChRw se subdividen en 3 grupos: (i) M1, presentes
en la corteza cerebral y ganglios autbnomos, son considerados excitatorios (ya que disminuyen la entrada
de K*); (ii) M2, presentes principalmente en el corazén, son considerados inhibitorios (ya que aumentan
la entrada de K*); y (iii) M3, presentes en el musculo liso y ganglios, son similares a los M1 [Cardinali,
1992].

AChRy (receptores nicotinicos). Estan asociados a canal idnico; por lo tanto, su respuesta es mas
rapida que los AChRwm. Al unirse la ACh, el canal permite la entrada de Na* a la célula, generando una
despolarizacion y dando lugar a una respuesta fisiol6gica. Adicionalmente, los AChRy se subdividen en
dos tipos: musculares (AChRnm) y neuronales (AChRwn). Los AChRnm estan presentes en la union
neuromuscular y se componen de un pentamero a-a-B-3-y, donde cada subunidad o contiene un sitio de
union a ACh. Después de la union AChRnm-ACh, el canal idnico se abre, permitiendo la entrada de
cationes (Na*, K*, y Ca*) evitando el paso de aniones, lo que a su vez deja el exterior del canal cargado
negativamente [LoOpez, J., 2013]. Los AChRnn estan presentes en el SN central, ganglios autonémicos, y
médula adrenal; aunque su papel principal lo juegan en la transmision colinérgica del SN. Los AChRnn
estan conformados por arreglos de cinco monémeros similares (homo-pentadmero) o diferentes (hetero-

pentamero) a partir de ocho subunidades o (a2-07, 09, 010) Y tres B (B2-Pa4), siendo el arreglo as/B2 el mas
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abundante en el SN central. De manera interesante, la presencia de las distintas subunidades en el

pentamero es lo que determinara la afinidad y funcion del receptor [Gallego et al., 2012].

1.4.2. Respuesta fisioldgica de la unién AChR-ACh

Después de la interaccion receptor-neurotransmisor, la respuesta fisiolégica puede presentarse
en diversas maneras; donde destacan la contraccién muscular, el aprendizaje, y la memoria. De manera
sorprendente, la respuesta también estd determinada por la localizacién de los AChR [Gahring et al.,
2005; Zouridakis et al., 2009]. Por ejemplo, si ACh se une a un receptor presente en una neurona
presinaptica, el canal idnico se abre y permite la entrada selectiva de ciertos cationes (Na*, K*, y Ca*"),
lo que genera una despolarizacion de la membrana celular. En el caso de los receptores ubicados en la
unién neuromuscular, la despolarizacion se extiende a células vecinas, produciendo un potencial de
accion que, al propagarse a las fibras neuromusculares, genera una contraccion muscular [Rang et al.,
2012].

1.4.3. Patologias relacionadas a AChR

Miastenia gravis. Es una enfermedad autoinmune caracterizada principalmente por la presencia
de anticuerpos dirigidos contra los AChR [Lazardis et al., 2013; Ohno et al., 2017]. La disminucion de
AChR funcionales afecta en mayor medida a los musculos estriados, dando como resultado un cuadro
clinico caracteristico: debilidad muscular y fatiga, disminucion de la capacidad de habla y deglucién,
casos de afeccion a musculos respiratorios y disminucion de la capacidad respiratoria (Io que pone en
riesgo la vida del paciente) [Romi et al., 2017].

Alzheimer (AD). En estudios post-mortem, se ha reportado una disminucién de AChR, ChT
(transportadores de colina) y ChAT (colina-acetiltransferasa) en cerebros de pacientes con AD [Kem,
W., 2000]. Aungue no existen estudios que demuestren la asociacion AChR-AD, se sabe que la proteina
AChR se expresa en regiones cerebrales implicadas en tareas de memoria, concentracion, y
procesamiento de informacién sensorial, lo que permite inferir una posible contribucion al desarrollo de
AD [Vallés et al., 2014].

Sindrome de Tourette (TS). Aunque la etiologia no esta esclarecida, TS ha sido asociado a un
aumento de la actividad del sistema dopaminérgico. De manera interesante, se ha observado que la
administracion de nicotina reduce los sintomas, de ahi la relacion AChR-TS [Quik et al., 2014].

Esquizofrenia y otros. En la esquizofrenia, una region del hipocampo deficiente de AChR estéa
afectada, ocasionando una alteracién en la percepcion de estimulos auditivos [Barrantes, F. 1998]. Otros
padecimientos asociados a AChR son: (i) la adiccion al tabaco, (ii) la enfermedad de Parkinson, (iii) la

depresion, y (iv) el trastorno de déficit de atencion e hiperactividad [Shahsavar et al., 2016].
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1.4.4, Farmacologia de AChR

Los AChR son considerados importantes dianas terapéuticas para el desarrollo de nuevos
farmacos dirigidos a tratar el deterioro cognitivo, la epilepsia, la dependencia a nicotina, el dolor, y la
enfermedad de Alzheimer, entre otros [Lin et al., 2016]. Las estructuras cristalograficas resueltas para
proteinas de unidn a acetilcolina (AChBP), de diversos moluscos, han mostrado que el sitio de union a
ACh se encuentra localizado en las subunidades o, ya que éstas cuentan con una horquilla
estructuralmente Unica, Cys loop, caracterizada por dos cisteinas separadas por 12 aminoacidos
[Albuquerque et al., 2009; Zouridakis et al., 2009]. Como se menciond anteriormente, el ligando
fisiologico de los AChR es ACh; sin embargo, pueden unirse otros ligandos, ya sean agonistas (nicotina,
lobelina y epibatidina) o antagonistas (tubocurarina y pancuronio) [Rang et al., 2012].

1.5. AChBP de Aplysia californica (AcAChBP) como modelo de AChR

La estructura cristalografica de ACAChBP fue resuelta y reportada en el afio 2005. Desde ese
momento, ha sido considerada como modelo del dominio de unién a ligando de AChR, tanto por su
homologia estructural como funcional [Brejc et al., 2001; Lin et al., 2016; Shahsavar et al., 2016].

1.5.1. Estructura de AcCAChBP

El precursor de la proteina ACAChBP tiene una longitud de 236 aminoacidos y un peso molecular
tedrico de 26.57 kDa (UniProt Q8WSF8). La estructura primaria es homoéloga a la subunidad o7 de
mamiferos (similitud 42.9%) [Lin et al., 2014], y la conformacion homo-pentamérica presenta 5 sitios
de unidn a ligando [Shahsavar et al., 2016].

Cada subunidad de la proteina madura (217 aminoécidos; 24.61 kDa) contiene dos enlaces
disulfuro (Cys144-Cys157; Cys207-Cys208), importantes para mantener su estructura nativa. La
estructura secundaria contiene 2 o-hélices y 10 hojas B-plegadas. La estructura terciaria se caracteriza
por el denominado nucleo hidrofébico (Figura 1-3B), conformado por las horquillas (loops) A, B, C, B1-
B2, B8-B9, el caracteristico Cys loop y la region denominada MIR (inmunogénica) [Zouridakis et al.,
2009; Hansen et al., 2005].

1.5.2. Ensayos con ACAChBP

Los ensayos con ACAChBP obtenida mediante expresion recombinante en células HEK 293
corroboraron la formacion de un pentamero, mediante cromatografia de exclusion molecular; ademas,
se observo que muestra una alta afinidad por a-conotoxina [Hansen et al., 2004], y es susceptible a
cambios conformacionales cuando se une a otros ligandos [Hansen et al., 2005]. De manera adicional,

esta proteina ha sido ampliamente utilizada en ensayos radiométricos usando a epibatidina como ligando
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radiomarcado [Hibbs et al., 2009]. De manera alternativa, se ha implementado un ensayo fluorométrico

utilizando a derivados de anabaseina como ligandos fluorogénicos [Talley et al., 2006].

1.5.3. Expresion heterodloga en levaduras y bacterias

Diversos sistemas de expresion recombinante de proteinas utilizan a levaduras y bacterias como
células hospederas, ya que éstas ofrecen como ventaja una alta capacidad de proliferacion en medios de
cultivo econémicos. Ademas, las levaduras, p. j., Pichia pastoris, tienen la habilidad celular de realizar
modificaciones post-traduccionales y favorecer el plegamiento correcto de proteinas [Porro, D. et al.,
2005]. Por otro lado, la bacteria Escherichia coli ofrece muchas ventajas fisioldgicas, figurando su
simpleza genética y bioquimica [Rosano & Ceccareli, 2014].

AcAChBP ha sido expresada tanto en levadura como en bacteria: (i) en P. pastoris, cepa GS115,
fue secretada como proteina glicosilada (N-glucosilacion en Asn91), obtenida correctamente plegada, y
utilizada para cristalizacion [Celie et al., 2004]; y en E. coli, cepa BL21(DE3), fue fusionada a ubiquitina
para favorecer su solubilidad en el citoplasma bacteriano, obtenida correctamente plegada, y utilizada en
ensayos de union [Abraham et al., 2016].

1.6. E. coli como modelo bacteriano de expresion heterdloga de proteinas

1.6.1. E. coli como modelo: genética y bioquimica

E. coli es un bacilo Gram-negativo que forma parte de la microbiota del intestino humano. Las
cepas utilizadas en investigacién son inocuas y han sido modificadas genéticamente para diversas
aplicaciones cientificas. En la actualidad, las cepas mayormente utilizadas provienen de dos ancestros:
el linaje B (p.¢j., BL21) y el linaje K-12 (p.ej., MG1655) [Schlegel, 2013]. Su genoma (4.6 x 108 pb)
esta contenido en un solo cromosoma circular y codifica para alrededor de 4,300 proteinas [Jiménez &
Merchant, 2003]. Su transcripcién génica constitutiva depende de la interaccion de una ARN polimerasa
con la regién promotora del gen. Sin embargo, su transcripcion regulada requiere de la participacion
adicional de proteinas moduladoras y las correspondientes regiones de respuesta, p.ej. la proteina
represora Lacl y la region operadora lacO. Con esto ultimo, regula la expresion de genes codificantes
para enzimas de la misma ruta metabdlica mediante sistemas de control global (denominados operones),

p. €j., el operon lac, importante para el catabolismo de lactosa [Jawetz et al., 2011].

1.6.2. Sistema de expresion y modulacion T7TRNAP/T7LysY en E. coli
La produccién recombinante de proteinas en E. coli depende de dos elementos clave: primero,

un vector de expresion, donde la secuencia nucleotidica de interés (p.ej. region codificante del gen) serd
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Imagen tomada de www.neb.com.

clonada bajo el control un promotor inducible; segundo, una cepa productora, donde el plasmido
recombinante sera hospedado. Tanto el vector de expresién como la cepa productora deben ser
seleccionados de acuerdo con las condiciones de expresion deseadas: (i) compartimiento de expresion,
p.ej., citosol o periplasma; (ii) inductor, p.ej., IPTG o arabinosa; y (iii) etiqueta de purificacion, p.ej.
6xHis, GST o MBP.

El sistema de expresion y modulacion de la polimerasa de ARN del bacteriéfago T7, TTRNAP
(Figura 1-4), fue desarrollado con el objetivo de reducir la toxicidad producida por la sobreexpresion de
proteinas membranales en E. coli. Habitualmente, el sistema pET (desarrollado por Novagen®) utiliza a
la cepa hospedera BL21(DES3), la cual porta el liségeno ADE3 con una copia del gen codificante para la
T7RNAP bajo en control del promotor quimérico lacUV5 (inducible por IPTG y reprimible por Lacl).
En condiciones tipicas de expresion (p.ej., 400 uM de IPTG), la cepa transcribe 8 veces mas rapido la
T7RNAP, lo que favorece altos rendimientos de proteina recombinante. Sin embargo, esta sobreexpresion
puede resultar toxica, repercutiendo en los rendimientos globales de produccion. Ante este problema,
inicialmente se desarrollaron los vectores pLyS y pLysE, que expresan constitutivamente a la lisozima
del bacteriéfago T7 (T7LysY), un inhibidor natural de la T7TRNAP. Para mejorar el nivel de regulacion

del inhibidor, recientemente se desarroll6 el vector pLemo, que expresa de manera modulada a la T7LysY
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bajo el control del promotor de ramnosa (rhaBAD). Actualmente, la cepa Lemo21(DE3) esta disponible
para fines de expresion modulada de proteinas, donde la expresién de la T7TRNAP puede ser finamente
modulada a concentraciones especificas de ramnosa (donde el nivel de expresion no sea toxico) [Wagner
et al., 2008].

1.6.3. Expresion en compartimentos de E. coli

A nivel de la organizacion celular, E. coli posee dos sistemas membranosos (interno y externo)
que delimitan sus principales compartimentos subcelulares: citosol y periplasma. La membrana interna
separa el citosol y el periplasma, y la membrana externa funge como frontera entre el periplasma y el
medio extracelular. Mientras que la sintesis de proteinas y otros procesos bioquimicos importantes
ocurren en el citosol; la sintesis del peptidoglucano, el transporte de nutrientes, y el plegamiento y
degradacion de proteinas se llevan a cabo en el periplasma [Schlegel, 2013].

De manera general, los procesos intracelulares suceden en una de dos posibles condiciones
redox: (1) reductoras en el citosol, mantenidas por sistemas como tiorredoxina/tiorredoxina-reductasa,
glutation/glutation-reductasa, y glutarredoxina/glutarredoxina-reductasa; y (2) oxidantes en el
periplasma, mantenidas por un conjunto de oxidorreductasas y chaperonas. Con esto, es posible asumir
gue el ambiente fisioldgico del citosol favorece la produccion recombinante de proteinas con cisteinas
reducidas (tiol libre), siendo Util para la expresion y localizacion de proteinas que demanden esa
condicion estructural. Por otro lado, las condiciones fisiol6gicas del periplasma promueven la
produccién recombinante de proteinas con cisteinas oxidadas (disulfuro), siendo importante para la
expresion y localizacion de proteinas cuya estructura y funcion exijan un plegamiento oxidativo correcto
[Schumann & Ferreira, 2004].

1.7. El periplasma de E. coli como sistema de expresién de ACAChBP

Existen varias razones por las que el periplasma de E. coli es un compartimento ideal para la
expresion de proteinas: (1) un ambiente que favorece un plegamiento oxidativo correcto, (2) una mayor
probabilidad de expresion soluble, (3) una menor cantidad de proteinas periplasmicas nativas, (4) una
menor posibilidad de degradacion, y (5) una mayor eficiencia de extraccion y purificacion de proteinas,
en comparacién con lisados totales o extractos citosolicos [Sockolosky & Szoka, 2013].

De manera especifica, el periplasma de E. coli contiene oxidorreductasas que catalizan la
formacion correcta de enlaces disulfuro en polipéptidos sustrato mediante dos vias claramente
establecidas: oxidacion e isomerizacion. La oxidacion de dos tioles libres de cisteina comprometidas en

un enlace disulfuro es asistida por la enzima DsbA (oxidada), que al interactuar con el polipéptido

20



sustrato se reduce (DsbA reducida). Para recuperar su estado oxidado, DsbA (reducida) se convierte en
sustrato de la enzima DsbB oxidada, la cual se mantiene siempre en ese estado gracias a un mecanismo
de oxidacion constitutivo de membrana interna (via ubiquinona). Sin embargo, en polipéptidos sustratos
con maltiples enlaces disulfuro o con enlaces de cisteinas no consecutivas, DsbA puede formar enlaces
disulfuro incorrectos, lo que es corregido por un mecanismo de isomerizacién catalizado por la enzima
DsbC, o DsbG (en menor grado) [Schumann & Ferreira, 2004].

Algunos vectores de expresion estan disefiados para exportar la proteina recombinante al
compartimento peripldsmico, con la finalidad de favorecer su solubilidad y plegamiento. La familia de
plasmidos pET ha sido ampliamente utilizada para la expresion recombinante de proteinas en E. coli,
tanto en citosol como en periplasma. De manera interesante, la secuencia codificante para el péptido
sefial de la proteina PelB (Pectato Liasa B de Erwinia carotovora) ha rendido excelentes resultados en
la exportacion de proteinas heterdlogas hacia el periplasma de E. coli [Sockolosky & Szoka, 2013].
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2. Hipotesis y Objetivo

2.1. Hipdtesis

El mecanismo de regulacion bacteriana T7RNAP/T7LysY es un sistema eficiente para la

produccion recombinante de la ACAChBP en el periplasma de E. coli.

2.2. Objetivo general

Emplear el vector pET22b(+) y la bacteria E. coli Lemo21(DE3) como sistema de produccion

recombinante de la ACAChBP, mediante una estrategia de expresion en el periplasma y purificacion a

partir de extractos bacterianos.

2.3.  Objetivos especificos

1.
2.

Obtener el plasmido pET22b(+)/AcAChBP mediante técnicas de clonacién molecular.
Obtener células de E. coli Lemo21(DE3) que expresen a la ACAChBP mediante
transformacion bacteriana y analisis de lisados totales.

Determinar la localizacion de la ACAChBP mediante anéalisis de fracciones subcelulares.
Determinar la solubilidad de la AcCAChBP mediante analisis de lisados bacterianos obtenidos
en diferentes condiciones.

Obtener un procedimiento estandar para la produccién recombinante de la ACAChBP
mediante ensayos de expresion inducida, solubilizacion en condiciones desnaturalizantes y
purificacion por afinidad a niquel acoplada a replegamiento oxidativo en columna.

Obtener la ACAChBP pura mediante ensayos de produccion recombinante a media escala.
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3. Materiales y Métodos

3.1. Reactivos biolégicos y quimicos

3.1.1. Reactivos quimicos y bioquimicos

Amresco: cloruro de sodio (NaCl). Becton Dickinson: agar bacteriolégico; extracto de levadura;
triptona. Biorad: azul brillante de Coomassie; agarosa; solucion de acrilamida/bis-acrilamida al 30%.
EM Science: 2-mercaptoetanol. JT Baker: acido acético; urea. MP Biomedicals: glicina. New England
Biolabs: deoxirribonucleétidos trifosfatados (ANTPs); estandares para electroforesis de proteinas (Blue
Protein Standard - Broad Range, 11-190 kDa); marcadores de PM para electroforesis de ADN (ADNA-
Hindlll; 100-bp DNA Ladder). Productos Quimicos Monterrey: cloruro de calcio (CaCl,); &cido
etilendiamino-tetra-acético (EDTA). Qiagen: resina de agarosa-NTA-niquel. Scientific Industries: perlas
de vidrio (0.1 mm). Shelton Scientific: dodecil sulfato de sodio (SDS); Tris (tris-[hidroximetil]-
aminometano); glicerol; Triton X-100. Sigma: ampicilina; azul de bromofenol; azul de xilencianol;
bromuro de etidio; cloramfenicol; glutation oxidado (GSSG); imidazol; isopropil-B-D-1-

tiogalactopiranosido (IPTG); reactivo de Bradford; reactivo CelLytic B.

3.1.2. Enzimas y estuches comerciales

La polimerasa de ADN de la bacteria Pyrococcus furiosus (Pfu ADN-pol) y su solucién 10X del
amortiguador se adquirieron de Agilent. La fosfatasa alcalina de becerro recombinante (bCIP) se obtuvo
de Boehringer Mannheim. La ligasa de ADN del bacteriéfago T4 (T4 ADN-ligasa) y su solucion 10X
del amortiguador, las endonucleasas Ncol y Xhol, y la solucién 10X del amortiguador NEB2 se
consiguieron de New England Biolabs. Los estuches comerciales utilizados para la mini-purificacion de
ADN plasmidico (QlAprep® Spin Miniprep Kit) y de productos de PCR (QIAquick® PCR Purification
Kit) fueron comprados a Qiagen.

3.1.3. Células bacterianas y medios de cultivo

Las cepas de Escherichia coli utilizadas en este trabajo se enlistan en la Tabla 3-1. ER2738 se
utiliz6 como hospedera en la construccion y clonacién molecular del plasmido pET22b(+)/AcAChBP.
BL21(DE3) y Lemo21(DE3) se emplearon como hospederas en los ensayos de expresion y produccion
recombinante de ACAChBP. Todas células bacterianas fueron cultivadas en medio Luria Bertani (LB)
liquido (1% de triptona; 0.5% de extracto de levadura; 1% de NacCl).

23



Tabla 3-1. Cepas de E. coli utilizadas.

Cepa Genotipo Fuente
ER2738 F'proA*B* lacl® A(lacZ)M15 zzf::Tn10(TetR)/fhuA2 ginV A(lac-proAB) New England
thi-1 A(hsdS-mcrB)5 Biolabs
BL21(DE3) fhuA2 [lon] ompT gal (A DE3) [dcm] AhsdS Novagen
A DE3 = A sBamHIo AEcoRI-B int::(lacl::PlacUV5::T7 genel) i21 Anin5
Lemo21(DE3) BL21(DE3)/pLemo (CamF) New England
pLemo = pACYC184-PrhaBAD-lysY Biolabs

Todas las cepas se obtuvieron de la reserva de productos bioldgicos del Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de
Ciencias Quimicas e Ingenieria (UABC).

3.1.4. Plasmidos: pET22b(+) y pEYebF-R12

El plasmido comercial pET22b(+) (Novagen) sé utiliz6 como vector parental en la produccion
recombinante de ACAChBP en el periplasma de E. coli. El plasmido contiene los origenes de replicacion
ColE1 (para bacterias) y f1 (para bacteriéfagos filamentosos), las secuencias de regulacién (promotora
y terminadora) de la T7TRNAP, y los genes codificantes para la proteina represora Lacl y la enzima f-
lactamasa (que confiere resistencia a ampicilina). Ademas, bajo el control de la secuencia promotora de
la T7TRNAP contiene la secuencia codificante para la sefial N-terminal de la proteina Pectato Liasa (PelB),
gue favorece la exportacién al periplasma, y una etiqueta molecular de 6 histidinas (6xHis), que permite
la purificacién de la proteina recombinante mediante cromatografia de afinidad a metales (IMAC).EI
plasmido recombinante pEYebF-R12 se utiliz6 como molde para la amplificacion de la secuencia
nucleotidica codificante para ACAChBP. El plasmido es filial de pET22b(+) y contiene la fusion génica
YebF-AcAChBP bajo el control de la secuencia promotora de la T7RNAP (en fase con la sefial PelB,
pero con la etiqueta 6xHis fuera de fase). Ambos plasmidos se obtuvieron de la reserva de productos

bioldgicos del Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Ciencias Quimicas e Ingenieria (UABC).

3.2. Equiposy programas computacionales

Las amplificaciones moleculares se completaron en un termociclador Gradient Thermal Cycler
Multigene (Labnet International Inc.), La fotodocumentacion de fragmentos de ADN tefiidos con
bromuro de etidio se llevo a cabo en un sistema Gel Doc™ EZ Imager (Biorad). Los cultivos bacterianos
se propagaron en incubadoras con ambiente controlado: Incubator Shaker Series 25 (New Brunswick
Scientific Co.) y Boekel Mini Incubator (Boekel Industries Inc.). La incubacion en microtubos se realizd
en un bloque térmico Digital Dry Heat Block (VWR). Las separaciones en bajo volumen (< 2 mL) se
efectuaron en micro-centrifugas: Biocentrifuge Fresco (Heraeus), y MiniSpin® Plus (Eppendorf). Las
separaciones en alto volumen (> 10 mL) se realizaron en una centrifuga Allegra™ X-22R (Beckman
Coulter). La lisis celular se complet6 en un sonicador Ultrasonic Liquid Processor XL-2000 (Misionix).

Las lecturas de absorbancia en micro-ensayos se lograron mediante un espectrofotometro Microplate
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Reader 680 (Biorad). Las lecturas de fluorescencia en micro-ensayos se adquirieron mediante un
espectrofluorometro Cary Eclipse Fluorescence Spectrophotometer (Varian). Todos los resultados
obtenidos fueron analizados con el paquete computacional para tratamiento estadistico de datos Prism®
v.4 para Windows (GraphPad). La construccién in silico y la representacion esquematica de los
plasmidos se obtuvo usando los programas computacionales libres (de dominio publico) Serial Cloner

(http://serialbasics.free.fr) y SnapGene® Viewer (http://www.snapgene.com).

3.3. Protocolos generales

3.3.1. Cultivos bacterianos

Todas las cepas bacterianas se cultivaron en medio LB suplementado con los antibi6ticos
requeridos: ampicilina (150 pg/mL) y cloramfenicol (15 pg/mL). Cada cultivo (independiente) se
prepar6 inoculando una colonia bacteriana en 2 mL de medio selectivo. De manera alternativa, se
prepararon mediante sub-cultivos 1:100. Los cultivos bacterianos se propagaron mediante incubacion
durante la noche (12-14 h) a 37 °C con agitacion constante (300 rpm), y se preservaron en refrigeracion

por plazos no mayores a 2 meses.

3.3.2.  Preparacion de bacterias competentes

Las bacterias competentes para transformacién mediante choque térmico se prepararon usando
un protocolo estandar de laboratorio [Sambrook et al., 2001]. A partir de 1 mL de cultivo joven (0.4-0.8
UDOsno) se obtuvo la fraccion celular mediante centrifugacion leve (5 min; 5,000 rpm; 10°C). Enseguida,
el paquete bacteriano se lavé con 0.5 mL de agua destilada fria y se acondicion6 0.5 mL de solucién
100 mM de CacCl, fria (ambos tratamientos procedieron mediante resuspension celular, centrifugacion
leve e incubacion durante 5 min en hielo). Finalmente, las bacterias se resuspendieron en 0.1 mL de

solucién 100 mM de CaCl; friay se mantuvieron en hielo durante 5 min.

3.3.3. Transformacion bacteriana

Inicialmente, la muestra de ADN: plasmido puro (1 puL) o mezcla de ligacion (2 uL), se adiciond
a una suspension de bacterias competentes. Después de 30 min en hielo, la mezcla ADN/bacterias se
sometid a un procedimiento tipico de choque térmico (1.5 min a 42 °C; 5 min en hielo). Inmediatamente,
las bacterias transformadas se recuperaron en 1 mL de medio 2X YT (1% de triptona, 1% de extracto de
levadura, 0.5% de NaCl) y se incubaron a 37 °C durante 1 h. La seleccion de transformantes estables se
realiz6 mediante sembrado en superficie de medio LB solido, suplementado con el (los) antibi6tico(s)

requerido(s), e incubacion a 37 °C durante la noche (12-16 h).

25



3.3.4. Mini-purificacion de ADN (plasmidos, productos de PCR, y fragmentos de digestion)
El ADN plasmidico y los fragmentos de ADN (obtenidos mediante amplificacion molecular o
digestion endonucleolitica) se purificaron siguiendo los protocolos tipicos proporcionados por el

fabricante de los estuches QIAprep® Spin Miniprep Kit y QIAquick® PCR Purification Kit (Qiagen).

3.3.5. Electroforesis de ADN en gel de agarosa

Las muestras de ADN (10 pL) se mezclaron con un décimo de su volumen (1 pL) de solucion
de carga para ADN (0.25% de azul de bromofenol; 0.25% de azul de xilencianol; 30% de glicerol). El
volumen total se cargd en un gel de agarosa al 1%, suplementado con bromuro de etidio (0.5 pg/mL) y
preparado en solucion 1X del amortiguador TAE (40 mM de Tris; 20 mM de acido acético; 1 mM de
EDTA). Los fragmentos de ADN se separaron mediante electroforesis en gel sumergido (en solucién 1X
del amortiguador TAE) durante 20-40 min a voltaje constante (100 V). El patron de migracion
electroforética se analizd en un sistema fotodocumentador digital.

3.3.6. Electroforesis de proteinas en gel de poliacrilamida

Las muestras de proteinas se prepararon mediante mezclas 1:1 con solucion 2X del amortiguador
de carga para proteinas (10% de glicerol; 2.5% de SDS; 50 mM Tris-HCI, pH 6.8; 5% de 2-
mercaptoetanol; 0.002% de azul de bromofenol). La deshaturalizacion térmica de proteinas se promovio
mediante incubacion a 95-100 °C durante 10 min. El volumen analitico (10 pL) de cada muestra se cargd
en un gel SDS-poliacrilamida al 13.5%. Las proteinas se separaron mediante electroforesis en gel
sumergido (en solucion 1X del amortiguador TANK: 25 mM de Tris; 200 mM de glicina; 0.1% de SDS)
durante 90-120 min a voltajes constantes: 80 V (fase de concentracion) y 120 V (fase de separacion). El
patrén de migracidn electroforética se analiz6 mediante la tincion con azul brillante de Coomassie y se

documentd mediante fotografia digital.

3.3.7. Cuantificacion de proteinas mediante micro-Bradford

De manera conveniente, las soluciones de proteina se diluyeron a una concentracion de 10-40
pg/mL, usando agua destilada como diluyente. Habitualmente, se utilizaron 4 factores de dilucién como
prueba: 10, 25, 50 y 100. Paralelamente, se realizd una curva estdndar usando diferentes concentraciones
de BSA: 0, 10, 20, 30, 40 y 50 pg/mL. En una micro-placa de titulacién, los volimenes analiticos de las
muestras de proteina (50 pL) se mezclaron con 100 uL del reactivo de Bradford. Después de 5 min de
incubacion a temperatura ambiente, las absorbancias a longitudes de onda de 450 y 595 nm (Auso, Ases)

se registraron usando un lector de microplacas. La concentracién de proteina fue determinada
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interpolando la relacion Asso/Asgs de la muestra analitica en la curva estandar de BSA (Auso/Asgs €n

funcién de pg/mL) y multiplicando por el factor de dilucion utilizado.

3.4. Obtencion del plasmido pET22b(+)/AcAChBP

3.4.1. Amplificacion de AcCAChBP

Una reaccion de PCR (50 pL) se prepard en solucion 1X del amortiguador para Pfu ADN-pol
conteniendo 20 picomoles de cada oligonucleodtido: ACHBPF11 (5°- cag tcg cca tgg cca ttc cca ggg cca
acc ttatgagac tg-3") y ACHBPR11 (5" cat ctc gag cga gtc aaa gag att cct gaa gc -3°), 0.2 mM de dNTPs,
2 uL de pEYebF-R12 (2-4 ng/uL) y 1 pL de Pfu ADN-pol (2.5 U/uL). La secuencia nucleotidica
codificante para ACAChBP se amplificé en un termociclador, utilizando las siguientes condiciones: 1
ciclo de desnaturalizacion inicial [2 min a 94 °C], 45 ciclos de amplificacion exponencial [20 seg a 94
°C; 20 segab5 °C; 60 seg a 72 °C], y 1 ciclo de extension final [7 min a 72 °C]. El producto de PCR se
analiz6 mediante electroforesis en gel de agarosa.

3.4.2. Ligacion molecular: insercion de ACAChBP en pET22b(+)

Inicialmente, el inserto [ACAChBP] y el vector [pET22b(+)] se trataron con las endonucleasas
de restriccién Ncol y Xhol, rindiendo fragmentos de ADN con extremos cohesivos-compatibles para
insercion molecular en fase y unidireccional. Las reacciones de digestion se realizaron siguiendo las
recomendaciones del proveedor (New England Biolabs). De manera simultanea, el vector se defosforil6
usando una fosfatasa alcalina (bCIP, Roche Biochemicals). Ambos fragmentos puros se mezclaron en
proporcion 7:1 (7 pL de inserto y 1 uL de vector) y se suplementaron con 1 pL de solucién 10X del
amortiguador para T4 ADN-ligasa y 1 uL de T4 ADN-ligasa (400 U/uL). La reaccion se mantuvo en
refrigeracion (14-16 °C) durante la noche (12-14 h). El producto se utilizé para transformacion
bacteriana. El plasmido recombinante pET22b(+)/AcAChBP se aisl6 a partir de una transformante

estable. La autenticidad del inserto se verificd mediante secuenciacién automatica de ADN.

3.5. Andlisis de expresion de ACAChBP a mini-escala

3.5.1. Induccion de la expresion

Inicialmente, una suspension bacteriana (10-20 uL) portadora del plasmido de interés se cultivo
durante la noche en condiciones de proliferacion celular [2 mL de medio LB, suplementado con el (los)
antibiotico(s) de seleccion; 37 °C; 300 rpm]. Al dia siguiente, se prepar6 un sub-cultivo (1:100) en 4 mL

de medio fresco y se incubd durante 2 h a 37 °C y 300 rpm (fase de pre-induccion). Enseguida, se
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suplementd con el inductor (IPTG) a una concentracion final de 1 mM y se continud la incubacién
durante 4 h (fase de sobreexpresion). Paquetes celulares, provenientes de 1 mL de cultivo, se colectaron

mediante centrifugacién (12,000 rpm; 2 min) y se almacenaron en congelamiento hasta su analisis.

3.5.2.  Fraccionamiento subcelular

El paguete celular se resuspendié en 0.1 mL de solucion amortiguadora TEX (50 mM de Tris-
HCI, pH 8.0; 3mM de EDTA pH 8.0; 0.1% de Triton X-100) usando un agitador para disrupcion celular
(5 min; 1,500 rpm). La extraccién de proteinas periplasmicas se favorecidé mediante incubacion en hielo.
Después de 30 min, la fraccion soluble se aislé6 mediante centrifugacion (13,000 rpm; 15 min; 10 °C). El
sobrenadante (fraccion periplasmica, FP) se conservd en hielo hasta su analisis. El precipitado se
resuspendié en 0.1 mL de solucion amortiguadora TEX y se agitd vigorosamente en disruptor celular
(3,000 rpm) durante 5 min (la ruptura de membranas se garantiz6 incorporando perlas de vidrio a la
suspension). La fraccion solubilizada se obtuvo mediante centrifugacion (13,000 rpm; 15 min; 10 °C).
El sobrenadante (fraccion citosélica, FC) se conservo en hielo hasta su analisis.

3.5.3.  Analisis de solubilidad

Tres soluciones se utilizaron para verificar la solubilidad de ACAChBP: (1) desnaturalizante (8
M de urea; 100 mM de Tris-HCI, pH 8.0); (2) nativa (1% de Tritdén X-100; 100 mM Tris-HCI, pH 8.0);
y (3) reactivo CelLytic™ B de Sigma. Una pastilla celular se resuspendi6 en 100 yL de cada solucién.
La disrupcion celular se favorecié mediante agitacion vigorosa (5 min; 3,000 rpm) en presencia de perlas
de vidrio (0.1 mm). Las fracciones solubles (FS) se separaron mediante centrifugacién (14,500 rpm; 15
min) y se conservaron en hielo hasta su analisis. Las fracciones insolubles (FI) se resuspendieron en 100
uL de solucion desnaturalizante y se agitaron vigorosamente en disruptor (5 min; 3,000 rpm). Las FlI,
solubilizadas en urea, se separaron mediante centrifugacién (14,500 rpm; 15 min). Todas las fracciones

(FS y FI) se analizaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida.

3.6. Produccién recombinante de AcCAChBP

3.6.1. Induccion de la expresion a midi-escala

Inicialmente, una suspension bacteriana (10-20 uL) de la cepa Lemo21(DE3) portadora de
pPET22b(+)/AcAChBP se cultivd durante la noche en condiciones de proliferacion celular [2 mL de
medio LB, suplementado con ampicilina y cloramfenicol; 37 °C; 300 rpm]. Al dia siguiente, se
prepararon sub-cultivos (1:100) en 100 mL del medio selectivo y se incubé durante 2 h a 37 °C y 300

rpm. Enseguida, se suplementaron con el inductor (IPTG) a una concentracion final de 0.5 mM y se
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continuéd la incubacion durante 4 h a 37 °C y 300 rpm (alternativamente: 18 h a 30 °C y 300 rpm).
Paqguetes celulares, provenientes de 100 mL de cultivo, se colectaron mediante centrifugacion (9,000

rpm; 15 min; 30 °C) y se almacenaron en congelacién hasta la fase de extraccion.

3.6.2. Extraccion en condiciones desnaturalizantes

El paquete celular se resuspendio en 5 mL de solucién desnaturalizante (8 M de urea; 100 mM
de Tris-HCI, pH 8.0) usando un agitador tipo vortex (1-2 min). Enseguida, la extraccion y solubilizacion
de proteinas se favorecié mediante un procedimiento tipico de sonicacion (10 pulsos: 30 seg ON, 30 seg
OFF; en hielo). La fraccion soluble se aisl6 mediante centrifugacion (9,500 rpm; 15 min; 10 °C) y se
clarific6 mediante micro-centrifugacion (13,000 rpm; 15 min; 10 °C). El extracto clarificado se conservo
en refrigeracion hasta la fase de purificacion.

3.6.3. Purificacion: cromatografia de afinidad acoplada a replegamiento oxidativo

Inicialmente, se prepard una columna conteniendo 0.5 mL (un volumen) de colchdn de resina de
agarosa-NTA-niquel (ambientada con solucion desnaturalizante). El extracto clarificado se cargé a la
columna y se paso tres veces a través de la resina. Enseguida, el replegamiento oxidativo en columna se
favorecié lavando la resina con 15 volimenes de solucion RO-10 (50 mM de Tris-HCI, pH 8.0; 150 mM
de NaCl; 1 mM de GSSG; 10 mM de imidazol, pH 8.0), seguidos de 15 volumenes de solucion RO-20
(50 mM de Tris-HCI, pH 8.0; 150 mM de NaCl; 1 mM de GSSG; 20 mM de imidazol, pH 8.0).
Finalmente, la proteina recombinante (ACAChBP) se obtuvo en fracciones de 1 volumen mediante
elucion con solucion RO-E (50 mM de Tris-HCI, pH 8.0; 150 mM de NaCl; 1 mM de GSSG; 250 mM
de imidazol, pH 8.0). La eficiencia de la purificacion se verifico mediante electroforesis en gel de SDS-

poliacrilamida (al 13.5%) de muestras analiticas obtenidas durante todo el proceso.

3.6.4. Concentracién y cuantificacion

Las fracciones de elucién con mayor cantidad de proteina se combinaron y se mezclaron con 4
volimenes de metanol. Enseguida, se incorpord 1 volumen de cloroformo, seguido de 3 volumenes de
agua destilada estéril. La separacion de fases se realizé mediante centrifugacion (9,500 rpm; 5 min). La
fase acuosa se removi6 cuidadosamente, sin perturbar la interfase, y la fase organica se mezcl6 con 4
volumenes de metanol. La proteina se aislo mediante centrifugacion (9,500 rpm; 5 min). El sobrenadante
se descarto y el precipitado se incub6 a 37 °C durante 30 min, para eliminar remanentes de los solventes.
Finalmente, la proteina precipitada se disolvié 20 mM Tris-HCI (pH 8.0) a un décimo de volumen inicial

y su concentracion fue determinada mediante un micro-ensayo de Bradford.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Obtencion del plasmido pET22b(+)/AcAChBP

El plasmido comercial pET22b(+), que favorece la expresion regulada de proteinas
recombinantes y su transporte hacia el periplasma bacteriano, se utiliz6 como vector molecular para la
expresion heter6loga de la proteina de union a acetilcolina de Aplysia californica (AcAChBP) en la
bacteria Escherichia coli.

Un fragmento del gen codificante, contenido en el plasmido recombinante pEYebF-R12, se
amplificé (mediante una PCR) utilizando dos oligonucledtidos sintéticos como iniciadores y la Pfu
ADN-pol como enzima de alta

fidelidad.
) PM ACAChBP
Como se muestra en la Figura —
4-1, se obtuvo un fragmento tnico del 2 . o
1000- Figura 4-1. Andlisis del
peso molecular esperado (660 pb), producto de PCR AcAChBP.
indicativo de wuna amplificacion B
500- Gel de agarosa al 1% teiiido con
exitosa. BrEt. PM: Marcador de peso
molecular (pb).
El  producto de PCR 300-
ACAChBP vy el plasmido pET22b(+) "
100-

se prepararon para obtener extremos

cohesivos-complementarios mediante

digestion con las endonucleasas Ncol

y Xhol. Los productos de digestion se ligaron utilizando la enzima T4 ADN-ligasa. Cabe destacar que
la estrategia de clonacién se planed considerando una insercion direccional que favorezca la fusion PelB-
AcAChBP-6xHis.

El producto de la ligacion se utiliz6 para transformar la cepa ER2738 de E. coli. Después del
proceso selectivo, se eligieron 5 unidades formadoras de colonias (UFC) y se cultivaron en medio liquido
selectivo (LB con ampicilina) en condiciones de proliferacion celular. Los plasmidos albergados en cada
cultivo bacteriano se purificaron y se analizaron mediante digestién con las endonucleasas Ncol y Xhol
para verificar la liberacion del inserto (671 pb).

Como se observa en la Figura 4-2, las 5 clonas analizadas liberan un inserto del tamafio esperado

(AcAChBP), sugestivo de una insercion molecular exitosa.
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6,557-
4,361-

2,027-

AcAChBP

Figura 4-2. Andlisis de los productos de
digestion con las endonucleasas Ncol y
Xhol de las clonas pET22b(+)/AcAChBP.

Gel de agarosa al 1% tefiido con BrEt. MPM:
Marcador de peso molecular (pb): ADNA-Hindlll.
C1-C5, clonas 1 a 5. lzquierda: movilidad relativa
de los marcadores de peso molecular (PM, pb) y

del inserto (AcAChBP).

La integridad de la fusion PelB-AcAChBP-6xHis fue verificada mediante secuenciacion de

ADN, [servicio de secuenciacion de DNA, Instituto de Biotecnologia de la UNAM (www.ibt.unam.mx)],

usando el plasmido aislado de la clona 1 (C1) como molde. La representacion gréfica del plasmido
recombinante pET22b(+)/AcAChBP se muestra en la Figura 4-3.

4.2. E. coli BL21(DE3) no expresa ACAChBP

De manera preliminar, se realiz6 un analisis de expresion de ACAChBP en E. coli BL21(DE3).

Esta cepa es ampliamente utilizada para la expresion de proteinas recombinantes debido a su deficiencia

en las proteasas Lon y OmpT. Ademas, alberga el lisogeno ADE3 (que contiene el gen de la T7TRNAP

bajo el control de la secuencia promotora lacUV5). Ante lo ultimo, IPTG es requerido para inducir la

pET22b(+)/AcAChBP

[promoter T7RNAP/lacO]

6098 bp

‘terminator T7RNAP]

Figura 4-3. Representacién esquematica
del plasmido pET22b(+)/AcAChBP.

El pldsmido recombinante (6098 pb) contiene los
origenes de replicacion ColE1l (bacteria) y f1
(bacteridfago), y los genes codificantes para el
represor del operdon de lactosa (Lacl), y la B-
lactamasa (que confiere resistencia a ampicilina).
La posicidn relativa de las secuencias regulatorias
que controlan la expresion de PelB-AcAChBP-
6xHis se indican en el exterior. Ademas, la
localizacion relativa del péptido sefal PelB y la
etiqueta molecular 6xHis (hexahistidinas) se
indican en el interior.
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expresion de la T7TRNAP y expresar eficientemente los genes recombinantes clonados en los plasmidos
PET bajo el control de la secuencia promotora de la TTRNAP [Zhang et al., 2015].

Los plasmidos recombinantes obtenidos de las 5 clonas (Figura 4-2) se transformaron en células
BL21(DE3) competentes. Después de la seleccion en medio LB suplementado con ampicilina, 1 UFC
de cada transformacidn fue elegida para el analisis de la expresion de ACAChBP mediante un ensayo a
mini-escala. Los resultados mostraron ineficiencia en la expresion recombinante, lo que se atribuyé a la
posible toxicidad asociada a la sobreexpresion de la T7TRNAP y de la misma AcCAChBP. Para circunvalar
esa adversidad, se decidid utilizar a E. coli Lemo21(DE3) como célula hospedera.

4.3. E. coli Lemo21(DE3) expresa ACAChBP de manera eficiente

Filial de BL21(DE3), la cepa bacteriana Lemo21(DE3) alberga al plasmido pLemo. Este vector,
derivado de pACYC184 (p15A ori; CmR), contiene del gen T7LysY bajo el control de la secuencia
promotora del operén de ramnosa (rhaBAD), lo que aparentemente permite la expresion de proteinas
dificiles de producir (p. ej., membranales, toxicas, o insolubles).

Los plasmidos recombinantes correspondientes a las 3 primeras clonas (C1-C3, Figura 4-2) se
transformaron en células Lemo21(DE3) competentes. Después de la selecciébn en medio LB
suplementado con ampicilina y cloramfenicol, 1 UFC de cada transformacion fue elegida para el anélisis
de la expresién de ACAChBP mediante un ensayo a mini-escala.

Los resultados demostraron eficiencia en la expresion recombinante. Como se aprecia en la
Figura 4-4, no se observa expresion diferencial en ausencia del inductor (sin IPTG); esto es, el patrén
electroforético de las proteinas totales es muy similar tanto para el control (V) como para las clonas (C1-
C3), sugiriendo una modulacién adecuada de la expresidn. Ademas, este resultado permite valorar (de
manera cualitativa) el patrén de expresion basal. Por otro lado, es muy evidente la expresion diferencial

en presencia de 0.5 mM del inductor (con IPTG), ya que se observa la sobreexpresion de una proteina

—— SINIPTG —— —— CONIPTG — ) o y
vV cC1 2 vV cC1 2 C3 Figura 4-4. Analisis de la expresidon

c3
- g recombinante de AcAChBP en E. coli
e . Lemo21(DE3).
ﬁﬁ. '-o -

A

»

PM

75 -

58- |
R,

SDS-PAGE al 13.5% tefiido con azul brillante de

| 3 - Coomassie (ABC). Extractos totales de cultivos
25-  — re ' . no inducidos (sin IPTG) o inducidos (con IPTG;
) g | — 0.5 mM de IPTG). V, pET22b(+); C1-C3, clonas 1

a 3. PM, marcadores de peso molecular (kDa).
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de 26-27 kDa (concordante con el tamafio esperado para la ACAChBP) en las tres clonas (C1-C3) y esta
ausente en el control (V), indicando que las condiciones experimentales favorecen la produccion
recombinante de la proteina de interés. Inclusive, estos resultados corroboran el valor técnico y aplicativo
del mecanismo regulatorio T7RNAP/T7LysY como sistema eficiente de expresion de proteinas

recombinante en la bacteria E. coli.

4.4. AcAChBP se retiene en el citoplasma de E. coli Lemo021(DE3)

La localizacion subcelular de la AcAChBP producida de manera recombinante en E. coli
Lemo21(DES3) se realizé analizando el patron de proteinas retenidas en los compartimentos bacterianos
implicados en su secrecion: citosélico y periplasmico.

Las fracciones subcelulares fueron aisladas a partir de

paquetes celulares, obtenidos de un ensayo de expresion PM T C P
a mini-escala, utilizando un protocolo tipico de 32- A -
permeabilizacion y extraccion con Tritén X-100. — -

25- . e T

Como se nota en la Figura 4-5, la proteina

recombinante (ACAChBP) se retiene y se acumula en el
L o . Figura 4-5. Analisis de localizacidn
compartimiento citosolico (C) y, contrario a lo subcelular de AcAChBP.

esperado, no se transporta hacia el compartimiento

o ., SDS-PAGE al 13.5% teiido con ABC. Extracto
perlplasmlco (P) La acumulacion de AcAChBP se total (T), fraccion citosolica (C) y periplasmica
(P) de un cultivo de E. coli Lemo21(DE3)
portadora de pET22b(+)/AcAChBP inducido

(cuerpos de inclusion) durante la biosintesis citosélica, EC'On)a 1). PM, marcadores de peso molecular
kDa).

adjudic6 a la formacion de aglomerados proteicos

lo que dificultdé su translocacién hacia el periplasma.
Esta nocion se sustenta en atencidn a la predisposicién
que exhibe ACAChBP a formar pentameros, en su forma nativa, lo que implica la exposicion de regiones

hidrofobicas durante la biosintesis del monémero.
4.5. AcAChBP es soluble en condiciones de lisis celular desnaturalizantes

Los ensayos de solubilizacion se realizaron usando tres condiciones de lisis celular y extraccion
de proteinas: (1) desnaturalizantes, en solucion in-house 8UTB (8 M de urea; 100 mM de Tris-HCI, pH

8.0), (2) nativas, en solucién in-house TTB (1% de Tritén X-100; 100 mM de Tris-HCI, pH 8.0), y (3)

nativas, en solucion comercial CelLytic B.
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Como se distingue en — 8MUrea — r 1%Tritén X-100 4 — CelLyticB —
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la Figura 4-6, ninguna de las .
58 - w
condiciones nativas utilizadas — ..il‘

facilit6 la solubilidad de 46 -
AcAChBP. Esto es, .

comparando las fracciones ﬁ ~N N A AA
%

(FS y FI) obtenidas con la ’5

S,

solucion in-house TTB (1%
Triton X-100) o con la
solucién comercial CelLytic

Figura 4-6. Analisis de solubilidad de AcAChBP.

B, la protel’na recombinante se SDS-PAGE al 13.5% tefiido con ABC. Extractos totales (T), y fracciones

solubles (FS) e insolubles (Fl), obtenidas mediante diferentes
encuentra totalmente en forma condiciones de lisis celular y extraccion de proteinas, de un cultivo de
i . E. coliLemo21(DE3) portadora de pET22b(+)/AcAChBP inducido (clona
insoluble. Por el contrario, la 1). PM, marcadores de peso molecular (kDa).

condicién  desnaturalizante
proporciond6  un  medio
apropiado para la solubilizaciéon de AcCAChBP. Aunqgue el comparativo de las fracciones (FS y FI)
obtenidas con la solucion in-house 8UTB (8 M urea) advierte un rendimiento no mayor al 80% de
proteina soluble. Cabe destacar que las condiciones desnaturalizantes perturban la estructura 3D de la

proteina. Por tal motivo, se propuso un protocolo de replegamiento oxidativo en columna.

4.6. Purificacién de AcCAChBP

A partir de extractos proteicos obtenidos mediante lisis en condiciones desnaturalizante
(solucién in-house 8UTB), la proteina recombinante (AcCAChBP) se purific6 a midi-escala mediante un
protocolo estandar de cromatografia de afinidad a metales acoplada a un procedimiento de replegamiento
oxidativo en columna.

De manera tipica, el paquete bacteriano de un cultivo (100 mL) de E. coli Lemo21(DE3)
portadora de pET22b(+)/AcAChBP (clona 1) se lis6 mediante sonicacidn en solucién desnaturalizante
conteniendo 8 M de urea (como agente caotrdpico). En consideracion a que la proteina recombinante
contiene un hexamero de histidinas (6xHis) en su extremo C-terminal, y por ende exhibe afinidad por
metales divalentes, el lisado bacteriano se pasé extensivamente a través de una columna de agarosa
cargada de niquel. Una vez unida a la resina, mediante un complejo de coordinacién formado entre el
niquel y los anillos de imidazol de la etiqueta 6xHis, la proteina recombinante (desnaturalizada) se

replegd y reoxid6 en columna mediante dilucion-remocion del agente caotropico en presencia de 1 mM
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de glutation oxidado (como agente
oxidante). Después de un lavado en
condiciones meramente oxidantes,
AcCAChBP se obtuvo mediante
elucion con 250 mM de imidazol
(como agente competidor).

Como se apreciaen la Figura
4-7, se purificé una proteina con un
peso molecular de 26-27 kDa,
concordante con el valor esperado
para la AcAChBP, indicativo del
éxito obtenido con el procedimiento
implementado. Esto es, la proteina

recombinante se extrajo soluble en

PM LBST NP RO wo El E2

46-'-

32- -
' - .-
25 - —
[

Figura 4-7. Purificacién de AcAChBP mediante
cromatografia de afinidad a niquel.

SDS-PAGE al 13.5% teiiido con ABC. Muestras analiticas de las
fracciones cromatograficas: LBST, lisado bacteriano soluble
total; NP, no pegado; RO, replegamiento oxidativo; WO,
lavado oxidativo; E1 y E2, eluciones 1y 2. PM, marcadores de
peso molecular (kDa).

condiciones desnaturalizantes (fraccion LBST), no efluye en las siguientes etapas: replegamiento

oxidativo en columna (fracciones NP, RO, y WO), y se recupera soluble (fracciones E1 y E2).

El proceso anterior se realizé en siete paquetes celulares cosechados de cultivos bacterianos,

obteniendo un total de 0.772 mg de proteina recombinante (AcAChBP) pura.

La capacidad de integrar agregados se determiné mediante electroforesis de muestras analiticas

de E1 y E2 que se trataron en condiciones desnaturalizantes o se mantuvieron en condiciones nativas.

Como se observa en la Figura 4-8, la proteina recombinante (AcAChBP purificada) exhibe la capacidad

de formar aglomerados proteicos. Es decir, en condiciones desnaturalizantes (DN), la proteina se

mantiene totalmente dentro del peso molecular esperado para el monémero (26-27 kDa); sin embargo,

El E2 PM El E2
=S P
135 - Lot o
e
—— Figura 4-8. Andlisis de formacion de
58 - - — agregados.
p—
SDS-PAGE al 13.5% tefiido con ABC. Muestras
analiticas de las fracciones E1y E2. Condiciones: DN,
desnaturalizantes; NDN, no desnaturalizantes. PM,
Pa— Sty marcadores de peso molecular (kDa).
25- -
L DN I L NDN I
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en condiciones no desnaturalizantes (NDN), una porcion permanece en su forma monomérica y otra
conforma agregados multiméricos de diferentes tamafios (aparentes): dimeros, pentameros, y otros de
muy alto peso molecular.

De manera general, es factible suponer que la ACAChBP producida es capaz de formar un

pentamero, tal como sucede en condiciones in vivo.
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5. CONCLUSIONES

El plasmido recombinante pET22b(+)/AcAChBP, que expresa la proteina de fusién PelB-
AcAChBP-6xHis bajo el control de la secuencia promotora de la ARN polimerasa del bacteriéfago T7,
se obtuvo de manera correcta mediante técnicas de clonacion molecular.

En condiciones tipicas de induccidn, la proteina recombinante se produce adecuadamente en E.
coli Lemo21(DE3), que expresa de manera modulada la lisozima del bacteriéfago T7; sin embargo, se
acumula y se retiene de manera insoluble en el citosol, formando cuerpos de inclusion, lo cual supone
un impedimento para su exportacion hacia el periplasma.

La proteina recombinante se solubiliza en condiciones desnaturalizantes, conteniendo 8 M de
urea (como agente caotropico), y se purifica de manera eficiente mediante cromatografia de afinidad a
niquel acoplada a un procedimiento de replegamiento oxidativo en columna, conteniendo 1 mM de
glutation oxidado (como agente oxidativo).

En condiciones nativas, la proteina recombinante purificada (AcAChBP) se aglomera formando
dimeros y pentameros, tal como sucede en condiciones fisiolégicas (in vivo). Aunque los resultados
preliminares de los ensayos de competencia no han sido consistentes (datos no mostrados), es posible
suponer que la proteina obtenida tiene potencial como diana para la identificacion de moléculas con

actividad terapéutica.
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