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ESCHERICHIA COLI

Durante las ultimas décadas, una rama de la investigacion biotecnoldgica se ha enfocado en
desarrollar y optimizar procesos de produccién de proteinas recombinantes orientadas a aplicaciones
terapéuticas. En particular, los péptidos terapéuticos ofrecen actualmente un nuevo potencial comercial
para la industria farmacéutica y biotecnoldgica al generar estrategias efectivas en el tratamiento de diversas

patologias como cincer y alteraciones metabdlicas entre otras.

Estudios previos han demostrado la capacidad supresora de tumores de péptidos con blanco
intracelular como p53p-Ant y PNC-27. Estos corresponden a regiones derivadas de la proteina p53, factor
de regulacién transcripcional que inhibe la progresién del ciclo celular e induce reparacién celular o
apoptosis, en caso de estrés genotoxico. Ambos péptidos contienen en su secuencia, un péptido de
penetracién celular, el cual les entrega la capacidad de atravesar la membrana plasmatica. Asi, bajo
distintos mecanismos, con p53p-Ant y PNC-27 se ha reportado apoptosis o bien necrosis de manera

selectiva en ciertos tipos de células tumorales.

El presente trabajo tuvo por objetivo expresar en E. coli los péptidos p53p-Ant y PNC-27, y
purificarlos mediante el sistema IMPACT. Este es un mecanismo de expresion y purificacién mediado por
inteinas que permite purificar a través de una columna de afinidad, proteinas recombinantes con su

secuencia nativa sin el uso de proteasas y minimizando pasos cromatograficos.

Se logré producir ambos péptidos en forma soluble. La expresion soluble del péptido PNC-27 se
consiguié a partir de los dos vectores de expresién proporcionados por el sistema IMPACT (pTXB1 y
pTYB11), esta expresion resulté ser fuertemente dependiente de las condiciones de cultivo ya que se
requiere de una induccién a baja temperatura (12 °C). Por su parte, la expresién soluble de p53p-Ant

depende tanto del sistema de expresién como de las condiciones de cultivo.

El disefio de las construcciones genéticas, en particular las que incluyen el vector de expresion
pTYB11, permiti6 una efectiva purificacién de los péptidos utilizando un dnico paso cromatogréfico. Mds
atn, los niveles de rendimiento (0,4 — 1,2 mg L") superan los reportados para péptidos con el mismo
sistema y los niveles de pureza obtenidos permitirian desarrollar investigacién avanzada con ensayos

biolégicos in vivo o in vitro.
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1. Introducciény antecedentes generales

1.1. Péptidos terapéuticosy el mercado

Un péptido es una cadena de aminodcidos unidos mediante enlaces peptidicos como en las

proteinas, pero con un nimero de aminodcidos menor a 50 aminodcidos.

El uso de péptidos como potenciales agentes terapéuticos tiene como ventaja su alta especificidad
[1]. Esto implica que en general presentan baja toxicidad y escasos efectos secundarios, y debido a que
poseen una vida media relativamente corta no se acumulan en el organismo. Adicionalmente, los péptidos

se administran en dosis pequefias, reduciendo asi las cantidades de producto a sintetizar a escala industrial

[2].

Los péptidos terapéuticos ofrecen actualmente un nuevo potencial comercial para la industria
farmacéutica y biotecnoldgica. Para explotar este nuevo mercado, las grandes empresas farmacéuticas y
biotecnolégicas estin invirtiendo activamente en el desarrollo de nuevos péptidos para diversas
aplicaciones y también estdn optando por tecnologias como la produccién recombinante para la sintesis de
estos péptidos [3]. De acuerdo al ultimo informe de mercado publicado por Transparency Market Research,
el mercado global de péptidos terapéuticos estaba avaluado en 14,1 mil millones de délares en 2011 y se

estima que alcanzard un valor de mercado de USD 25,4 mil millones en 2018 [4], (ver Figura 1).

=
=
o
=
o
-

2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018
Figura 1. Mercado global de péptidos terapéuticos, por ingresos desde 2010 hasta 2018 (USD Millones). Fuente: American
Peptides Association, Peptides Magazine, Primary Interviews [4]

Los péptidos presentan un amplio espectro de potenciales beneficios clinicos. Actualmente, en el
mercado global existen alrededor de 50 péptidos terapéuticos, incluso existe un creciente ingreso de nuevos
péptidos a ensayos clinicos (Figura 2) como lo resalta el estudio de tendencias de desarrollo de péptidos

terapéuticos en 2010 [5].
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Figura 2. Péptidos terapéuticos que ingresaron a ensayos clinicos en las Gltimas 7 décadas [5]

No obstante, de los péptidos que ingresan a ensayos clinicos, menos del 10% se une a un blanco
intracelular [5]. La principal ventaja de un blanco terapéutico intracelular es la modulacién de
interacciones proteina-proteina que sean responsables de alguna enfermedad. De este modo el interés por
el desarrollo de péptidos que puedan ingresar a la célula es también creciente. Los Péptidos de Penetracién
Celular o CPPs (Cell-Penetrating Peptides) son péptidos que tienen la capacidad de llegar a
compartimientos citoplasmaticos y/o nucleares en células vivas después de su internalizacién a través de la
membrana plasmadtica. Se caracterizan por tener un alto contenido de residuos de Lisina y Arginina, carga
neta positiva a pH fisiolégico y estructura de o-hélice. Desde 2004 existen antecedentes de CPPs
fusionados a péptidos con potencial terapéutico, que han actuado como transportadores de los péptidos

terapéuticos con resultados favorables in vitro e incluso in vivo en algunos casos [6].

En general, los péptidos como firmacos se pueden definir de acuerdo a su blanco terapéutico:
cancer, enfermedades cardiovasculares, dermatologia, dolor, alteraciones metabdlicas, desérdenes
inmunolégicos, neuronales, gastrointestinales, renales, respiratorios entre otros. De estas enfermedades, el
céncer es la principal causa de muerte en el mundo, segtin la OMS (Organizacién Mundial de la Salud),
alrededor de 12,7 millones de casos nuevos ocurrieron en el ano 2008. Cerca de 7 millones de personas

mueren de cdncer cada afio y se estima que habrd mds de 16 millones de casos nuevos por afio en 2020 [4].

Con el aumento en los pacientes con cincer y también con enfermedades metabélicas como la
diabetes, ha habido un gran auge en el crecimiento de péptidos terapéuticos frente a la quimioterapia,
principal tratamiento actual para el cdncer, la cual presenta grandes desventajas debido a su incapacidad

para proporcionar la cantidad correcta de medicamento y afectar a las células normales en el cuerpo [7].

1.2. Cancer

De acuerdo con la OMS, el concepto de cincer es un término genérico que envuelve a mds de un

centenar de enfermedades distintas que pueden afectar a cualquier parte del organismo, cada una de estas



enfermedades con caracteristicas particulares, que a nivel celular, tienen en comun el desorden en su

crecimiento y diferenciacién, y el dafio progresivo del organismo donde ocurren [8].

En Chile, el cincer ocupa el segundo lugar entre las principales causas de muerte, luego de las
enfermedades cardiovasculares. Los tumores malignos o neoplasias representaban en 2010 un 23% del
total de defunciones masculinas y un 24% de las muertes femeninas del pais [9]. Al 2014 el escenario no
debiese ser muy distinto dada la tendencia estacionaria que se ha presentado en la tasa de mortalidad por
esta causa entre los afios 2006 y 2010 [10-13]. Conforme al informe de datos de la salud de la OCDE
(Organizacion para la Cooperacién y el Desarrollo Econémicos), Chile tiene una tasa de mortalidad por
cincer inferior a la del promedio de los paises que conforman este grupo [14], sin embargo contintia
siendo una problemdtica tanto social como econémica pues el impacto que tiene el cdncer en la sociedad
representa un aspecto central de las consideraciones previas a la toma de decisién politica respecto de

invertir en un drea especifica de la salud.

Las células de un organismo sano viven en una compleja asociaciéon de interdependencia
estructural y funcional, autorregulando su ritmo de proliferacion. Asi, las células normales se reproducen
s6lo cuando reciben la instruccién de hacerlo, ya sea para reemplazar células que han cumplido su ciclo de
vida, o para reparar lesiones sufridas, manteniendo asi la integridad del organismo. Las células cancerosas
violan este ordenamiento [15], desvinculdndose de su comunicacién con las demds células del organismo.
Sufren una acumulacién de multiples alteraciones genéticas: activacién de oncogenes, delecién de regiones
cromosémicas e inactivacién de genes supresores tumorales. La sobreexpresién y las alteraciones en las
proteinas codificadas por estos genes, producen alteraciones en el control del ciclo celular. Por su parte, un
desarrollo celular normal es un proceso totalmente equilibrado que incluye la proliferacién y la muerte
celular. A su vez, estos procesos de proliferacién y muerte celular por apoptosis son muy complejos e
involucran la participacién de muchos genes. La mutacién de estos genes permite que las células
neopldsicas o cancerosas se hagan virtualmente inmortales. En ambos procesos, el gen supresor p53 es uno

de los genes mds importantes y estudiados [16].

1.3. Proteina p53

El gen supresor de tumores p53 estd localizado en el brazo corto del cromosoma 17, codifica una
tosfoproteina nuclear de 53 kDa que le otorga su nombre. p53 es una proteina involucrada en la regulacién
del ciclo celular. Este factor de regulacién transcripcional activa una variedad de genes que resulta en la
inhibicién de la progresién del ciclo celular, a nivel del paso de G1 a S, y la reparacién celular, o bien en
apoptosis. Las sefiales que activan la funcién de p53 incluyen: dafio o alteracién al ADN por agentes

quimicos o radiacién gama y ultravioleta e hipoxia, entre otros [17]. Un mecanismo de accién tipico se



muestra en la Figura 3. Las senales de estrés activan diferentes proteinas quinasas y/o acetiltransferasas las
que fosforilan o acetilan respectivamente a p53, modificaciones que provocan la estabilizacién y activacién
de la proteina p53 en el nicleo celular donde interactiia con secuencias especificas del ADN. Cuando p53
deja de ser necesaria es ubiquitinizada por una proteina llamada mdm2 y transportada fuera del nicleo
para ser degradada por el proteosoma 26S. Ademds, p53 puede actuar fuera del nicleo para inducir la

apoptosis mediante la unién a proteinas anti-apoptoticas, tales como Bcl2 [18].
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Figura 3. Activacién de p53 y respuesta celular [18]

El gen p53 participa por tanto, en la mantencién de la integridad del genoma, pues la pérdida de la
funcién de p53 permite la sobrevida de elementos celulares genéticamente danados que eventualmente
conducen a transformacién celular tumoral. La evidencia actual sefiala que las alteraciones de p53 a nivel
génico ocurren tardiamente en la patogenia del cincer y que el mecanismo de inactivacién mds
frecuentemente involucrado corresponde a la mutacién de un alelo seguido por la delecién del alelo
restante. Estas alteraciones se han observado en la mayoria de las neoplasias malignas en humanos [19]. El
desarrollo del estudio de este gen ha motivado en los dltimos 20 afos multiples indagaciones que buscan la
recuperacién de la funcién de la proteina p53, posibilitando asi el desarrollo de firmacos que puedan

eliminar células cancerigenas de modo selectivo. [20-21].
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Figura 4. Dominios funcionales de p53 [18]



La molécula p53 contiene 393 aminodcidos y es comtinmente dividida en tres dominios (Figura
4): El dominio de transactivacién en el extremo amino donde interactia con mdm2; una regién central
con dominio de unién especifico a ADN; y un dominio de regulacién negativa ubicado en el extremo
carboxilo de p53. La mayoria de las mutaciones presentes en células tumorales, son mutaciones missense’ y
han sido encontradas en la regién central de la proteina p53, lo que impediria el acoplamiento de la

molécula al ADN interfiriendo asi en su funcionamiento normal [22].

1.4. Péptidos derivados de p53: p53p-Anty PNC-27

En 1997, un grupo de investigadores demostré que es posible restaurar la funcién inhibidora del
crecimiento en células tumorales por medio de la transfeccién de un péptido sintético, derivado de la
proteina p53 [23]. Este péptido estd formado por la regién del extremo carboxilo de p53 (aa 361-382)
fusionado a un CPP llamado Penetratina, especificamente una secuencia de la regién de unién a ADN de
la proteina Antennapedia (Ant, factor de transcripcién de Drosophila), la cual facilita el ingreso a la célula.
En 2005, se demostré que el péptido indujo, in vitro, apoptosis de forma selectiva en lineas celulares pre
malignas y malignas de distintos tejidos [24]. Esta fusién de secuencias proteicas se conoce como

p53p-Ant, la que fue probada también in vivo en gliomas de rata e in vitro en lineas celulares humanas en

2006 [20].

El mecanismo de accién por medio del cual el péptido p53p-Ant le devuelve la funcién a p53 no
estd completamente definido, sin embargo se sabe que opera a nivel intracelular y depende de la presencia
de p53 en la célula. Se ha descrito, en base a modelos computacionales, los distintos estados de p53
(latente/activo), estos modelos sugieren una interaccién directa entre el dominio amino terminal y el
dominio del extremo carboxilo de la proteina p53 nativa. En el modelo, la proteina p53 normal se
mantiene en su forma latente debido a la interaccién entre dichos dominios, lo que evita la funcionalidad
del dominio central de unién a ADN. Las sefiales celulares de estrés genotdxico provocan cambios
conformacionales en p53 de tal forma que la interaccién entre los dominios extremos se pierde,
permitiendo asi la actividad del dominio central y por tanto la funcién antiproliferativa. Cuando existen
mutaciones en p53, la conformacién de ésta es modificada de manera tal que no existe respuesta ante las
sefiales que activan su estado latente, asi la proteina deja de ser funcional pues la interaccién entre los
dominios extremos permanece intacta [25]. Ahora bien, cuando se adiciona el péptido p53p-Ant, este
actda como un inhibidor competitivo ya que desplaza el dominio carboxilo-terminal de la proteina mutada

para que se establezca una nueva interaccién con el péptido, permitiéndo el despliegue de la proteina para

! Mutacién missense es una mutacion puntual en la que el cambio de base produce un codén que codifica un

aminodcido diferente en la proteina resultante.



que adopte la conformacién propia de su estado activo y con esto la recuperacién de la funcién del dominio

central. Un esquema de la recuperacién de la funcién de p53, puede observarse en la Figura 5.
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Figura 5. Modelo del mecanismo de accién de p53p-Ant [25]

Por otra parte, se sabe que las células cancerigenas eventualmente pueden activar multiples
mecanismos especificos de resistencia a agentes terapéuticos que inducen apoptosis, sin embargo estudios
han demostrado que al incorporarse p53p-Ant en estas células, es posible evadir dicha resistencia

provocando su muerte mediante necrosis [26].

Una de las modulaciones de interaccién proteina-proteina conocidas en la célula es aquella
conocida como p53-mdm?2. La proteina mdm?2, codificada por el gen MDM?2, corresponde a uno de los
factores nucleares que regulan el ciclo celular en la transicién de las fases G1 (intervalo entre el fin de la
mitosis y el inicio de la sintesis de ADN) a S (replicacién del ADN), cuya funcién y expresion se ven
alteradas en diversos tipos de neoplasias humanas. En la porcién amino-terminal de la proteina mdm?2 se
encuentran los sitios de unién a la proteina p53 (aminodcidos 19-102) y al promotor de fase S, E2F1
(aminodcidos 1-220). Esta zona de la proteina es llamada tumorogénica, debido a su capacidad de

interactuar con las proteinas p53 y E2F1, las que tienen un rol crucial en el control del ciclo celular [27].

Ultimamente la funcién de la proteina mdm2 y su interaccién con otros factores nucleares ha
comenzado a dilucidarse en forma mis clara. La proteina mdm2 puede unirse a p53 e inhibir su capacidad
de activar la transcripcién génica, impidiendo asi la detencién del ciclo celular dependiente de p53 en la
fase G1 y anulando las propiedades antiproliferativas y apoptdticas de esta proteina. La proteina mdm?2
aparece como producto de la transactivacién® del gen MDM?2 por la proteina p53, siendo entonces capaz
de unirse a esta proteina para su degradacién via ubiquitinas en el citoplasma celular. El sitio de unién de

mdm2 en la proteina p53 estd situado en una pequena regién de la zona aminoterminal de p53. Sélo dos

2 Induccién de la expresién de un gen por la unién de un factor, codificado por un gen diferente, a regiones
del ADN que corresponden a secuencias promotoras de su expresion
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aminodcidos, leucina 22 y triptéfano 23, criticos para la interaccién de p53 con la maquinaria

transcripcional, estin relacionados con la unién a mdm?2 [28].

Por otro lado, se sintetiz6, en base a p53, un péptido denotado PNC-27, en este caso utilizando el
dominio amino-terminal, de unién a mdm2, de p53 fusionado por el extremo carboxilo al CPP
Penetratina (el mismo que se fusioné en p53p-Ant ), que confiere al péptido capacidad para atravesar la
membrana plasmadtica. Se demostré que PNC-27, entre otros similares, puede tener un efecto citotéxico o
antiproliferativo de manera selectiva en células cancerigenas tanto de ratén como humanas [29]. En otro
estudio, este péptido demostré un claro efecto citotéxico en lineas celulares humanas de cincer mamario
debido a la induccién de muerte celular por necrosis, lo que se asocié a la pérdida de la integridad de la

membrana plasmitica [30].

En 2010 se encontraron niveles significativos de hdm2 (homélogo humano de mdm2) en las
membranas de una variedad de células cancerosas, y no en membranas de diversas lineas celulares no
transformadas. A diferencia de los estudios anteriores con PNC-27, experimentos demostraron que este
péptido se une a la membrana celular enlazado a hdm2. Mis atn, se transfecté un plasmido que expresa
hdm2 con una sefial de localizacién en la membrana en células MCF-10-2A sin transformar, no
susceptibles a PNC-27 y se encontré que estas células que expresan hdm2 en su superficie celular se
convirtieron en susceptibles a PNC-27, concluyéndose que PNC-27 se une a hdm2 en las membranas de

las células cancerosas, lo que permite inducir membranolisis de estas células de forma selectiva [31].

El mecanismo especifico mediante el cual el péptido PNC-27 desencadena la necrosis no estd
completamente dilucidado, sin embargo, a diferencia del p53p-Ant, éste no depende de la presencia de
p53, pues se postula la formacién de poros toroidales (Figura 6) en la membrana plasmadtica gracias a la
estructura anfipatica del péptido [26]. De este modo, en células no tumorales, el péptido ingresa a la

célula, mientras que en células cancerigenas éste queda retenido en la membrana debido a su afinidad por

Peptide Solution Structure
in membrane mimetic

mdm2/hdm2 formando los poros.

~

Figura 6. Modelo del mecanismo de accién del péptido PNC-27 en la formacién de poros membranales [25]



Sobre la base de la evidencia y los antecedentes que hablan de la capacidad supresora de tumores
de los péptidos p53p-Ant y PNC-27 anteriormente citados, resulta interesante desde el punto de vista de
la ingenieria biotecnoldgica, producir estos péptidos en forma recombinante y de manera eficiente con el
fin de minimizar el costo de su obtencién y asi mostrarse como un proceso atractivo a la industria

farmacoldgica.

1.5. Producciény purificacion de péptidos

La produccién recombinante de proteinas es una de las técnicas mds poderosas utilizadas en la
Biologia Molecular. La capacidad de producir y purificar gran cantidad de una determinada proteina en
forma recombinante abre una amplia gama de nichos econémicamente atractivos, incluyendo su uso en

procesos industriales, o su uso para diagnosticar o tratar una enfermedad.

En general, la produccién de proteinas recombinantes tiene asociado un proceso bastante
estandarizado. Las etapas que contempla son: manipulacién génica, fermentacién, recuperacién y

purificacién. Cada una de estas etapas puede ser objeto de andlisis para su mejoramiento y optimizacién.

La primera etapa de manipulacién génica requiere de la expresién de proteinas heter6logas en una
célula huésped para que ésta adquiera nuevas caracteristicas y pueda sintetizar asi la proteina deseada.
Esencialmente, el ADN que codifica una proteina de interés se clona rio abajo de un promotor en un
vector de expresién. Este vector se introduce entonces en una célula huésped, y la maquinaria de sintesis de
proteinas de la célula produce asi la proteina deseada. En la préctica, sin embargo, la expresién de la
proteina puede ser muy dificil debido a que muchos factores pueden influir en el proceso. Por ejemplo,
cada proteina se pliega de manera propia y tnica, y este proceso puede estar influenciado a su vez por la
eleccién del huésped de expresiéon. Del mismo modo, algunas proteinas requieren modificaciones post-
traduccionales o una adecuada insercién en una membrana biolégica. Por ultimo, algunas proteinas
pueden tener una actividad perjudicial para el huésped. Por lo tanto, no existe una solucién tnica para el
éxito de la produccién de todas las proteinas recombinantes. Resulta beneficioso entonces tener acceso a
variadas alternativas y herramientas de expresion, y la voluntad de explorar distintas miradas para aumentar

asi la probabilidad de éxito [32-33].

Si bien las etapas intermedias de la produccién recombinante son bastante conocidas, la etapa de
purificacién se vuelve particularmente dificil y costosa, sobre todo por la gran cantidad de sustancias
diferentes contenidas en la célula y los altos niveles de pureza requeridos para la proteina de interés, que
van desde 40% para insumos industriales hasta 99,9% en productos de utilizacién terapéutica [34]. De este

modo, una ventaja competitiva en la produccién dependeri no sélo de innovaciones en la biologia



molecular, inmunologia y otras dreas de ciencias bioldgicas bdsicas, sino ademds de la innovacién y

optimizacién en la separacién y procesos rio abajo [34].

La etapa de purificacién es aquella que contempla una amplia gama de interesantes estrategias
metodolégicas. Ahora bien, la purificacién de una proteina que no ha sido antes purificada es un proceso
mds bien empirico que generalmente se orienta por protocolos previamente establecidos y por el
conocimiento previo de la proteina (punto isoeléctrico, peso molecular, funcidn, etc). Asi, la eleccién de
una adecuada estrategia permitird la obtencién de la proteina de interés en forma aislada y biolégicamente

activa.

Una de las técnicas altamente selectivas de separacién es la cromatografia, la cual es usada
comunmente para aislar y purificar proteinas [34]. Dentro de las cromatografias mds utilizadas se
encuentra la llamada Cromatografia de Afinidad (AC por sus siglas en inglés), que se basa en una afinidad
especifica que presenta la proteina de interés por algin compuesto en una fase estacionaria, es decir,
ligando inmovilizados que interactian bioselectivamente con la proteina deseada. AC es la técnica
cromatogrifica mds poderosa y especifica pues permite alcanzar altos niveles de concentracién y

purificacién.

El modo de operacién de esta técnica es relativamente sencillo: una vez que se tiene el ligando
especifico en la fase estacionaria se inyecta la muestra para que se adsorban aquellos componentes que
presentan afinidad con el ligando, y luego se modifican las condiciones para permitir la desorcién del
producto de interés. Sin embargo, es necesario aclarar que sélo por medio de estudios empiricos se puede
determinar las condiciones para la elucién (cambios de pH, cambios de fuerza idnica, adicién de

detergentes, etc.).

Si bien AC es la alternativa preferible a otros tipos de cromatografia dado que presenta mayor
capacidad, velocidad y resolucién es necesario conocer especificamente alguna caracteristica de la proteina
que le otorgue afinidad a un ligando. Una estrategia comtn para prescindir de este obsticulo es expresar la
proteina de interés, fusionada a otra proteina con afinidad conocida a un ligando especifico, y de esta
forma, obviar sus caracteristicas fisicas, quimicas o biolégicas. Esta proteina de fusién es también

denominado z4g de afinidad.

1.6. Sistema IMPACT

Una vez aislada la proteina recombinante, la eliminacién de un zag de afinidad, por ejemplo una
cola de histidina, se realiza normalmente utilizando digestién con proteasas especificas del sitio. Un

inconveniente de esto es que la proteina de interés debe ser nuevamente separada del zag liberado y de la



proteasa usando etapas de cromatografia adicionales. En este sentido, las Inteinas son segmentos de
proteinas que catalizan cortes en si mismas ofreciendo asi una alternativa a la hidrolisis mediada por

proteasas [35].

Desde esta perspectiva, el sistema IMPACT (Intein-Mediated Purification with an Affinity Chitin-
binding Tag) es un interesante método de purificacién de proteinas recombinantes que permite, utilizando
AC, la obtencién de la proteina purificada sin tener que recurrir a la incorporacién de secuencias zag, para
facilitar su purificacién ya que el método incluye el sistema de expresion en E. co/i con las proteinas de
fusién incorporadas. Este método fue desarrollado por New England Biolabs (NEB) a partir de estudios de
distintos mecanismos de splicing de proteinas. A diferencia de otros sistemas similares, éste presenta la
ventaja de purificar a través de una columna de afinidad, una proteina con su secuencia nativa sin el uso de

proteasas [36].

Este sistema permite la expresién de la proteina de interés unida a una proteina de fusion
constituida por un dominio de Inteina modificada, mds un dominio de unién a quitina (Chitin Binding
Domain, CBD). Este tltimo entrega a la proteina heteréloga la afinidad a una columna de quitina para
facilitar su purificacion. Luego, el método utiliza la actividad auto-catalitica inducible de la Inteina para
separar la proteina de interés de la proteina de fusién. Para esto, se induce la auto-protedlisis especifica por
adicién de un reactivo tiol y/o por cambio en el pH o la temperatura, lo que finalmente libera la proteina

de interés desde su proteina de fusién, quedando esta dltima retenida en la columna de quitina.

El sistema provee dos vectores de expresiéon: pI’XB1 y pTYB11, los cuales permiten que el zag de
tusién Inteina-CBD pueda ser afiadido, ya sea al extemo carboxilo de la proteina de interés o bien su

extremo amino, respectivamente. En la Figura 7 se esquematiza el mecanismo de funcionamiento del

método IMPACT.
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Figura 7. Representacion esquemdtica del funcionamiento de IMPACT. A la izq. pTXB1, a la der. pTYB11 [36]

El vector pTXB1 utiliza una Inteina de 198 aminodcidos, proveniente del gen gyrd de
Mycobacterium xenopi. Esta Inteina de aproximadamente 28 kDa ha sido disefiada desde la genética para
que, al ser sometida a algin agente tiol, se induzca la actividad de auto-protedlisis en su extremo amino
[37-38]. Por su parte, el vector pI'YB11 incorpora una Inteina de 454 aminodcidos (56 kDa) codificada
por el gen VMAI en Saccharomyces cerevisiae, induciendo auto-protedlisis en su extremo carboxilo liberando
un pequeiio péptido de 1,6 kDa, el cual coeluye con la proteina de interés y por tanto debe ser dializado al

final del proceso [39].

Para regular la expresién de los genes o secuencias recombinantes, ambos vectores poseen el
promotor T7/ac y el represor lacl, los cuales permiten un fuerte control sobre la expresion de las secuencias

de interés e inhiben la expresién basal del gen en ausencia de un inductor como IPTG [40].

A la fecha existen variados antecedentes que demuestran la efectividad de este método para
purificar proteinas e incluso péptidos recombinantes ya sea mediante la aplicacién del primer sistema de
expresién (pTXB1) como del segundo (pTYB11). En particular la expresién y purificacién del péptido
SMAP-29 con actividad antimicrobiana, utilizando este sistema mediado por Inteinas, en particular el
vector pT'YB11, fue probada en 2005 y alcanzando un rendimiento de 0,1-0,2 mg de péptido purificado

activo por litro de cultivo inicial [41].
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2. Objetivos

2.1.  Objetivo General

Expresar en Escherichia coli de manera recombinante y mediante el sistema IMPACT, los péptidos

p53p-Anty PNC-27.

2.2.  Objetivos Especificos

e Establecer un protocolo de clonamiento, expresién y purificacién especifico para cada péptido
de acuerdo a vectores de expresiéon IMPACT.

e Comparar y caracterizar la expresién de cada uno de los péptidos, para los distintos sistemas
de expresion que ofrece el método IMPACT.

e Purificar cada uno de los péptidos producidos y evaluar la productividad y pureza lograda con

los distintos sistemas.
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3. Materiales y métodos

3.1. Materiales

3.1.1. Cepas bacterianas electrocompetenetes

e Como huésped de clonacién se wutilizé células E. cosi DH5a. Genotipo
F— ®80/acZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl endAl hsdR17 (K-, mK+) phoA supE44
A~ thi-1 gyrA96 re/Al

e Para la expresién se utilizé la cepa E. co/i BL21(DE3). Genotipo F— ompT hsdSB(rB-,
mB-) ga/ dem (DE3)

3.1.2. Vectores de clonamiento y expresién

Para obtener un alto nimero de copias de fragmentos de ADN, se utiliz6 el vector de clonamiento
pGEM-T Easy (ver detalles en Anexo 7.1). Este vector se caracteriza por poseer una timidina no acoplada
en el extremo 3’ de cada una de las hebras en el sitio de insercién lo que permite la ligacién de segmentos
de ADN obtenidos por PCR que tienen una adenina en el extremo 3’ de cada hebra debido a la actividad

adenil-transferasa del mix de enzimas Elongasa.

Para seleccionar los clones positivos, el sitio de clonamiento mdltiple del vector interrumpe la
secuencia codificante del péptido o de la enzima B-galactosidasa, la cual hidroliza el sustrato X-gal,
generando un precipitado de color azul. De esta forma, incluyendo este sustrato en el medio de cultivo, las
colonias que adquieren coloracién azul se identifican como negativas, y las blancas como positivas. Como
sistema promotor, éste vector utiliza los promotores de la ARN polimerasa T7 y SP6 que flanquean el sitio

de clonamiento maltiple.

Para la expresion de los péptidos recombinantes en E. co/i se utiliz6 los vetores pTXB1 y pTYB11
(ver detalles en Anexo 7.1). El vector pTXB1 produce una proteina recombinante unida por su extremo
C-terminal a una mini-Inteina (Mxe GyrA intein, 28 kDa) que contiene ademds un Sitio de Unién a
Quitina (CBD por sus siglas en inglés) lo permite su posterior purificacién. Por su parte, pTYB11 genera
una proteina fusionada por su extremo N-terminal a una Inteina-CBD (Sce VMAL1 intein, 56 kDa)
facilitando de igual modo su purificacién posterior. En ambos vectores, la expresion del gen de interés estd

controlada por el promotor T7/ac.
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3.1.3. Enzimas de restricciéon

Fl detalle del sitio de restriccion de las enzimas utilizadas se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Sitios de restriccién de endonucleasas utilizadas

Endonucleasa de restriccién Sitio de corte Proveedor

r_ v _2r
33-CTTAAG -5

Sapl 5-GCTCTTC (N), -3’ NEB
3'-CGAGARAG (N),,-5
r _ v _r
Ndel 5-CA'T A TG -3 NEB
3'- G T A T,A C -5
_ A
3’-GACGTC -5

3.1.4. Oligonucledtidos

Un total de 9 partidores fueron sintetizados por Integrated DNA Technologies, IDT. Entre estos,
7 corresponden a partidores disefiados para amplificar las secuencias de los péptidos y los restantes 2
disefiados para efectuar una mutacion sitio dirigida con el fin de cambiar un codén en el gen que expresa
p53p-Ant y asi evitar un corte no deseado de la enzima de restriccién Sapl en el posterior clonamiento de
la secuencia en los vectores de expresién. La Tabla 2 muestra la secuencia y T, asociada a cada partidor. El
detalle de la secuencia nucleotidica de cada péptido, los sitios de restriccién presentes en los partidores y su

correspondiente alineamiento con la secuencia de cada dimero se presentan en los Anexos 7.2y 7.3.
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Tabla 2. T\, y secuencias de los nueve partidores disefiados

Partidor Tn (CC) Secuencia (5'—3’)

pTXp53pS 60,2 CATATGGGCAGCCGCGCCCAT

pTXPNCS 60,2 CATATGCCGCCGCTGAGCCAG

pTXReverse 60,6 GCTCTTCCGCAACCGCGTTGAAC

pTYp53pS 60 GCTCTTCCAACGGCAGCCGC

pTYPNCS 67,4 GCTCTTCCAACGGTCCGCCGCTGAGC
pTYReversel 59,7 CTGCAGTTAACCGCGTTGAACTTTCAC
pTYReversell 67 CGCGGACGCTGCAGTTAACCGCGTTGAACTTT
Mutp53pSense 63,2 GCCCATAGCAGTCATCTGAAAAGCAAAAAGGGT
Mutp53pReverse 63,2 ACCCTTTTTGCTTTTCAGATGACTGCTATGGGC

3.1.5. Medios de cultivo liquidos y sélidos

e Liquidos:
o Medio Luria Bertani (LB): Por cada 100 mL de solucién, el medio LB contiene:
= 1,55 g de Luria Broth
= 0,95 gdeNaCl
Se ajusta el volumen a 100 mL con agua estéril y se esteriliza en autoclave.
e Solidos:
o Placas LB-Agar con Amp/IPTG/X-Gal: Se agregé 1,5 gr de agar a medio LB hasta
completar 100 mL, se esterilizé en autoclave y se dejé enfriar a 50°C. Se agregé ampicilina
para obtener una concentracién final de 100 pg/mL (100 pl del stock de Amp 100
mg/mL), se agregé IPTG para obtener una concentracién final de 0,5 mM (100 pL del
stock de IPTG 0,5 M) y se agregé X-Gal para una concentracién final de 80 pg/mL (160
uL. del stock de X-Gal 50 mg/mL). Luego se repartié el contenido en 4 placas Petri

estériles, las que, una vez gelificadas, fueron selladas, rotuladas y almacenadas a 4°C.

3.1.6. Solucionesy Buffers

Se preparé soluciones sfock de los reactivos listados a continuacién, en las concentraciones
indicadas y utilizando agua desionizada estéril. Las soluciones fueron esterilizadas por filtracién utilizando

un filtro estéril con tamafio de poro de 0,2 pum. Luego fueron almacenadas a -20°C.
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Ampicilina 100 mg/mL
IPTG 0,5 M
X-Gal 50 mg/mL

Los buffers tueron preparados en agua desionizada y ajustados al pH necesario.

Column Buffer (20 mM Tris-HCI, pH 8.5, 500 mM NaCl, 1 mM EDTA)

Column Buffer Urea 8M (20 mM Tris-HCI, pH 8.5, 8 M Urea, 500 mM NaCl, 1 mM
EDTA)

Washing Buffer (20 mM Tris-HCl, pH 8.5, 1,5 M NaCl, 0,3% v/v Triton
X-100)

Cleavage Bufter (20 mM Tris-HCI, pH 8.5, 500 mM NaCl, 50 mM DTT,
1 mM EDTA)

El listado de reactivos y equipos utilizados durante el desarrollo experimental se muestra en el

Anexo 7.4.

3.1.7. Herramientas Computacionales

Se recurri6 a las siguientes aplicaciones informaticas indicadas en la Tabla 3.

Tabla 3. Herramientas bioinformadticas recurridas

Herramienta Fuente Sitio web Referencia

BioEdit Sequence ~ Hall, T.A. http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioe  [Hall Tom.A., 1999]

Alignment Editor dit.html

Image] National Intitutes http://rsb.info.nih.gov/ij/ [Rasband Wayne, 1997]
of Health, USA.

Oligo Calc Basic Science at http://www.basic.northwestern.edu/bioto  [Kibbe et al, 2007]
Northwestern ols/oligocalc.html
University Medical
School, USA.

RestrictionMapper  Blaiklock Peter, www.restrictionmapper.org [Blaiklock Peter, 2003]
Canada.

Compute pI/Mw  Expasy, Suiza. http://web.expasy.org/compute_pi/ [Gasteiger E. et al, 2005]
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3.2. Meétodos

3.2.1. Diseio de oligonucledtidos

En base a los sitios de clonamiento de los vectores de expresiéon pTXB1 y pTYB11, se disefié los
partidores para amplificar las secuencias p53p-Ant y PNC-27; cuatro partidores con sentido sense, cada uno
para adicionar los correspondientes extremos cohesivos en el extremo amino terminal de cada dimero; tres
partidores con sentido reverse, para agregar los extremos cohesivos adecuados en el extremo carboxilo
terminal de cada dimero. Para clonar las secuencias deseadas en el vector pTXB1 se utilizé el mismo
partidor reverse, asi los partidores pTXp53pS y pTXReverse agregan los respectivos sitios de restriccién a
p53p-Ant, mientras que el par pTXPNCS y pTXReverse adiciona los sitios de restriccién a PNC-27. A
diferencia de lo anterior, para clonar dichas secuencias en el vector pT'YB11 se debié utilizar dos partidores
reverse distintos, los partidores pTYp53pS y pTYReversel agregan los sitios de restriccion a p53p-Ant, y
por su parte, el par pTYPNCS y pTYReversell agrega los sitios a PNC-27.

En el disefio se tomé en cuenta el sentido en que se transcribe cada vector de expresién, de modo
de agregar codones de inicio y de término en los casos que asi fuere requerido. Se consideré que las T de
los oligonucleétidos que actian pareados fuera lo mas similar posible, que existiera el minimo alineamiento
entre ellos y que la formacién de Aairpin internos también fuese minima. Para determinar todo esto se
utilizé la herramienta on/ine Oligo Calc’. De esta manera, el requerimiento de dos partidores reverse
distintos se debié a la decisién de agregar un codén adicional en el dominio amino terminal de la secuencia
original del péptido PNC-27, especificamente se agregé el residuo Glicina (GGC) para mejorar la

eficiencia de protedlisis del sistema de purificacion posterior.

Por otra parte y bajo las mismas premisas anteriores se disefié dos partidores para hacer una
mutacién sitio dirigida en el dimero p53p-Ant, en este caso los partidores debian considerar el miss match

de la base a cambiar.

3 <http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html>
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3.2.2. Clonamiento de secuencias en pGEM-T Easy

3.2.2.1.  Secuencias originales

La region codificante de ambos péptidos (secuencia nucleotidica detallada en Anexo 7.1), con la
que se comenzé a trabajar, se obtuvo ya sintetizada quimicamente y clonada en pGEM-T Easy, sin
necesidad de recurrir al genoma completo para recuperarla. Ambos contienen la secuencia Penetratina en
su extremo carboxilo terminal. La secuencia aminoacidica de los péptidos es la indicada en la Tabla 4. En
base a esta secuencia, se estimé el tamafio teérico de p53p-Ant y PNC-27 mediante la herramienta
Compute pI/Mw del servidor Expasy’, estableciéndose 4,43 kDa y 4,03 kDa para cada péptido

respectivamente.

Tabla 4. Secuencia aminoacidica de péptidos (en negrita se destaca la secuencia del péptido de penetracién celular: Penetratina de

17 aa)

Péptido Secuencia Aminoacidos Tamano [kDa]
p53p-Ant GSRAHSSHLKSKKGQSTSRHKKWKMRRNQFWVKVQRG 37 4,43
PNC-27 PPLSQETFSDLWKLLKKWKMRRNQFWVKVQRG 33 4,03

Antes de comenzar con el proceso de amplificacion de las secuencias para su posterior clonamiento
en pGEM-T Easy, la secuencia nucleotidca original de los péptidos fue modificada con el fin de evitar
secuencias no deseadas (ver Anexo 7.2). A continuacién se describe la mutacién previa al proceso de

clonamiento.

3.2.2.2.  Mutagénesis sitio dirigida

Dado que la secuencia nucleotidica inicial del segmento que expresa p53p-Ant contenia el sitio de
restriccién de Sapl, se debié efectuar una mutacién sitio dirigida para cambiar un codén de este sitio y asi

evitar un corte no deseado. En particular, se reemplazé el codén AAG por AAA, ambos codifican Lisina

(K).

Para generar la secuencia mutada se realizé una reaccién PCR basada en el sistema QuikChange,
utilizando como templado el vector pPGEM-T Easy recombinante que contenia el fragmento p53p-Ant
original. La reaccion se llevé a cabo con la enzima Taq DNA Polimerasa (GoTaq, Promega), de acuerdo a

las instrucciones del proveedor y con cada partidor a una concentracién final de 0.4 mM.

* <http://web.expasy.org/compute_pi/>
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El programa de ciclos térmicos para la amplificacién fue el siguiente: 1 ciclo a 95°C por 2 min; 30

ciclos a 95°C por 1min, 58°C por 40 s, 72°C por 30 s, y finalmente 1 ciclo a 72°C por 5 min.

3.2.2.3.  Purificaciéon de fragmentos desde gel de agarosa

El producto de la reaccién se analizé mediante electroforesis en un gel de agarosa 1% o 2% p/v
(ver Anexo 7.5.1) y se purificé desde el mismo utilizando el sistema QIAEX I Ge/ Extraction Kit, segin
las  instrucciones del  fabricante  [42]. ElI ADN aislado fue  almacenado a

-20 °C.
3.2.2.4. Adicion de sitios de restriccion

Una vez mutada la secuencia p53p-Ant, esta fue extraida al igual que PNC-27 desde el vector
pGEM-T Easy. Para extraer los fragmentos codificantes de cada péptido se usé la enzima de restriccién
EcoRI (New England Biolabs), ya que los sitios de corte de esta enzima presentes en el vector flanquean la

secuencia insertada.

Las digestiones se realizaron de acuerdo a las instrucciones del proveedor, a 37 °C por un periodo

de 2 horas. Los fragmentos obtenidos se purificaron de acuerdo con el punto 3.2.2.3.

Los fragmentos digeridos y purificados fueron diluidos 10 veces en agua estéril para utilizarlos
como templado en la reaccién de PCR que adiciona a cada uno, los sitios de restriccién necesarios para
una correcta expresion. Se obtuvieron asi cuatro dimeros de amplificacién con sus respectivos extremos
para ser clonados posteriormente en los vectores de expresion pTXB1 y pTYB11. Los dimeros
provenientes de p53p-Ant y PNC-27, destinados al vector pTXB1, se denominaron p53p7X y PNCpTX
respectivamente. Aquellos provenientes de p53p-Ant y PNC-27, destinados al vector pTYB11, se
denominaron p53pTY'y PNCpTY respectivamente.

Para amplificar el fragmento p53p7X se utilizaron los partidores pTXp53pS y pTXReverse, para
el fragmento PNCpTX los partidores pTXPNCS y pTXReverse, para el fragmento p53p7Y los partidores
pTYp53pS y pTYReversel, mientras que para amplificar PNCpTY se utilizé el par pTYPNCS y
pT'YReversell.

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo con el mix de enzimas Elongasa (Elongase Enzyme Mix,
Invitrogen), el cual agrega una base de adenina al extremo 3’, permitiendo la posterior ligacién al vector de
clonamiento pGEM-T. Esta enzima ademis posee actividad exonucleasa 3’-5, permitiendo una

amplificacién de alta fidelidad.

La reaccién se realizé de acuerdo a las instrucciones del proveedor y con cada partidor a una
concentracién final de 0.4 mM. Las condiciones de los ciclos térmicos varian de acuerdo a la Ty, de los

partidores utilizados, por tanto se describen por separado:
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e Para las construcciones p53pTX, p53pTY y PNCpTX: 1 ciclo a 94 °C por 1 min; 30 ciclos
2 94°C por 30's, 55 °C por 30 s, 68 °C por 40 s, y finalmente 1 ciclo a 68°C por 1 min.

e Para la construccién PNCpTY: 1 ciclo a 94 °C por 1 min; 30 ciclos a 94 °C por 30 s, 62,5
°C por 30 s, 68 °C por 40 s, y finalmente 1 ciclo a 68 °C por 1 min.

Los productos de PCR fueron analizados y purificados de acuerdo al punto 3.2.2.3.

3.2.2.5. Ligacion a pGEM-T Easy y transformacién de E. coli DH5a

Para ligar al vector pPGEM-T Easy los cuatro fragmentos purificados desde el gel de agarosa se
utilizé 1 pl. de enzima T4 DNA ligasa, 5 pL de buffer Ligasa 2X (ambos incluidos en el sistema de

clonamiento), 0.5 pL de vector, y 1.5 uLL de inserto. La reaccién se incubé durante la noche a 4°C.

Los plasmidios generados se denominaron pGEM/p53pTX, pGEM/PNCpTX, pGEM/p53pTY y
pGEM/PNCpTY. Estas mezclas de ligacién fueron utilizadas para transformar células de E. co/i DH5a
electrocompetentes mediante electroporacién, segun el protocolo indicado en el Anexo 7.5.2. Las células
fueron sembradas en placas LB agar con Ampicilina 0.1 mg/mL, IPTG 0.5 mM y X-gal 50 pg/mL. De
ellas, se hizo PCR de las colonias blancas para corroborar la presencia de cada inserto en los clones

seleccionados como positivos, segin se muestra en el protocolo del Anexo 7.5.3.

Para amplificar cada fragmento se utilizé el par de partidores correspondientes indicado en el
punto 3.2.2.4. Los programas de amplificacién, utilizando la enzima Taq DNA Polimerasa, se muestran a

continuacion:

o Para las construcciones p53pTX, p53pTY y PNCpTX: 1 ciclo a 95 °C por 2 min; 30 ciclos
2 95°C por 1 min, 55 °C por 40 s, 72 °C por 30 s, y finalmente 1 ciclo a 72°C por 5 min.
e Parala construccién PNCpTY: 1 ciclo a 95 °C por 2 min; 30 ciclos a 95 °C por 1 min, 62,5
°C por 40 s, 72 °C por 30 s, y finalmente 1 ciclo a 72 °C por 5 min.
De acuerdo a los resultados del PCR de colonias, se seleccioné una colonia de cada inserto,
correspondiente a la de mayor concentracién de producto de PCR, y se inocul6 en 4 mL de medio LB con
Ampicilina 0.1 mg/mL, para luego extraer el ADN plasmidial mediante minipreparacién. (ver Anexo

7.5.4). Adicionalmente, 375 pL de cada cultivo fueron almacenados a -80 °C en glicerol 80%.

Finalmente el ADN recombinante de los 4 plasmidios: pGEM/p53pTX, pGEM/PNCpTX,
pGEM/p53pTY, pGEM/PNCpTY fue purificado desde un gel de agarosa 1% y fue secuenciado por

Macrogen.
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3.2.3. Clonamiento de secuencias en vectores de expresion

3.2.3.1. Digestiéon de ADN plasmidial

Las cuatro secuencias deseadas, p53p7TX, PNCpTX, p53pTY y PNCpTY se encontraban, cada una
inserta en el vector de clonamiento pGEM-T Easy. Sus tamafios teéricos son 128 pb, 113 pb, 131 pb y

119 pb respectivamente.

Con la finalidad de ligar cada inserto con su respectivo vector de expresién, se digirieron ambos
con las mismas enzimas de restriccion (ver Tabla 5) Los plasmidios pPGEM/p53pTX y pGEM/PNCpTX,
y el vector pIXB1 se digirieron con las enzimas Sapl y Ndel. Por otra parte, los plasmidios
pGEM/p53pTY y pGEM/PNCpTY, y el vector pT'YB11 se digirieron con las enzimas Sapl y Pstl.

Tabla 5. Enzimas de restriccidn requeridas para la doble digestion

Plasmidio Enzimas
pGEM/p53pTX, pGEM/PNCpTX, pTXB1 Sapl, Ndel
pGEM/p53pTY, pPGEM/PNCpTY, pTYB11 Sapl, Pstl

Las digestiones se realizaron en forma simultinea, de acuerdo a las instrucciones del proveedor, a
) b
37 °C por un periodo de 2 horas. Los fragmentos se purificaron de acuerdo al protocolo descrito en el

punto 3.2.2.3.

3.2.3.2.  Ligacién a vectores de expresién y transformacién de E. coli BL21(DE3)

Para insertar los fragmentos p53pTX, p53pTY, PNCPpTX y PNCpTY en sus correspondientes
vectores de expresion linealizados se utilizé la enzima T4 DNA Ligasa (Invitrogen). Las reacciones de

ligacién se llevaron a cabo siguiendo las recomendaciones del fabricante, como se muestra en la Tabla6:
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Tabla 6. Mezclas de ligacién para las distintas construcciones

Construcciéon pIXB1/p53pTX pTYB11/p53pTY  pTXB1/PNCpTX  pTYB11/PNCpTY
3 uL p53pTX 2 uL p53pTY 4 uL PNCpTX 3 uL PNCpTY
1,5 L pTXB1 4 uL pTYB11 1 pL pTXB1 1 pL pTXB1
Mescla 4 uL Tampén 5X 4 pL Tampon 5X 4 pL Tampoén 5X 4 uL Tampon 5X
1 puL enzima T4 1 L enzima T4 1 ulL enzima T4 1 uL enzima T4
DNA Ligasa DNA Ligasa DNA Ligasa DNA Ligasa

Tiempo de incubacién

Temp. de incubacién

10,5 pL agua estéril

16 h

25°C

9 uL agua estéril

32h

10 pL agua estéril

24 h

11 pLL agua estéril

16 h

De acuerdo con la Tabla 6, las construcciones producto de la reaccién de ligacién se denominaron
pIXB1/p53pTX; pTXB1/PNCpTX;, pIT'YB11/p53pTY y pTYB11/PNCpTY. Estos plasmidios fueron
incorporados en bacterias electrocompetentes E. co/i BL21(DE3) por medio de electrotransformacion
(Anexo 7.5.2). Estas células fueron sembradas en placas de LB-Agar con Amp 100 pg/mL. El criterio de
seleccion estuvo dado por considerar en primera instancia aquellas colonias generadas como clones
positivos para luego confirmarlas mediante PCR de colonias (Anexo 7.5.3) para cada una de las
construcciones, utilizando los partidores indicados en el punto 3.2.2.4. Las colonias positivas con mayor
concentracién de producto PCR de cada construccién fueron inoculadas en 4 mL de LB/Amp 100pg/mL,
incubadas a 37 °C y 200 rpm durante la noche y finalmente375 pL. de cada cultivo almacenados a -80 °C
en glicerol 80%.

A partir del resto del cultivo, se purificé los plasmidios mediante minipreparacién de ADN
plasmidial seguin el protocolo del Anexo 7.5.4. Finalmente para confirmar las secuencias clonadas, el ADN

recombinante purificado de cada construccién fue secuenciado por Macrogen.

3.2.4.

Induccion de la expresion de proteinas recombinantes

A vpartir de las construcciones pTXB1/p53pTX, pTXB1/PNCpTX, pTYB11/p53pTY vy
pTYB11/PNCpTY almacenadas en células BL21(DE3) a -80 °C, se inoculé 4 mL de medio LB/Amp 100
pg/mL y se incubé durante la noche a 37 °C y 200 rpm. Como control negativo se utilizé bacterias

BL21(DE3) transformadas con los vectores sin inserto pITXB1 y pTYB11 respectivamente (sistemas
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control pTXB1/E. coli BL21(DE3) y pTYB11/E.co/i BL21 (DE3)). Luego se midi6 D.O.00 nm de cada
cultivo. Cada uno de ellos fue inoculado respectivamente en 6 matraces de 500 mL con 100mL de medio
LB/Amp 100 pg/mL con la cantidad necesaria aproximada para que la lectura de la D.O.500 nm inicial de
cada cultivo fuese 0,05. Estos matraces fueron incubados bajo distintas condiciones experimentales hasta

que sus respectivas D.O.600nm alcanzaran el valor 2,0.

Para inducir la expresion de las distintas proteinas, a cada uno de los 6 cultivos anteriores se
adicioné6 IPTG 0,5 M a distintas concentraciones finales. Los 6 matraces fueron llevados a diversas
condiciones de cultivo (temperatura, agitacién y tiempo de incubacién), con el fin de establecer las
condiciones 6ptimas para la expresion. Al concluir el cultivo se tomé una alicuota de 4,5 mL de cada

cultivo experimental para posteriormente medir la masa seca de bacterias presente en ellos.
3.2.5. Purificacién de proteinas recombinantes

3.2.5.1.  Recuperacion de proteinas recombinantes

Ya que las proteinas de interés no poseen sefiales de exportacién, éstas debiesen encontrarse en la
fraccién citoplasmitica de la célula. Con el fin de recuperarlas se procedié como sigue: los 6 cultivos fueron
centrifugados a 5000 g durante 10 min a 4 °C para colectar las células. El sobrenadante fue descartado.
Manteniendo en todo momento la temperatura de 4 °C, las células de los cultivos control negativo fueron
resuspendidas en 10 mL de Column Buffer, mientras que las células de los 4 cultivos restantes fueron
resuspendidas en 9,55 mL de Column Buffer (10% del volumen original). Estas suspensiones se
mantuvieron en hielo y, utilizando el sonicador Microsoon Ultrasonic Cell Disruptor, se sonicaron 6 veces
con 6 pulsos de 10 S,
a 20 W en intervalos de 10 s evitando la formacién de burbujas. Se tomé alicuotas de 200 pL de los 6
productos de sonicacién y se almacenaron a 4 °C. Esta fraccién corresponde a las proteinas citoplasmdticas
totales. Los productos de sonicacién se centrifugaron a 12000 g durante 10 min a 4 “C. Luego se recuperé
el sobrenadante obtenido de los 6 tubos, correspondiendo éste a la fraccién de proteinas solubles
citoplasmaticas, que se mantuvo a 4 °C, separando ademds una alicuota de 200 pL. de ésta. Posteriormente
se resuspendié el sedimento de los tubos control negativo en 10 mL de Column Buffer Urea 8M, mientras
que los sedimentos de los tubos restantes fueron resuspendidos en 9,55 mL de Column Buffer Urea SM
(10% del volumen original). Las suspensiones fueron centrifugadas a 12000 g por 10 min a 4 °C. Se tomé
alicuotas de 200 pL de los 6 sobrenadantes obtenidos y se guardaron a 4 °C, correspondiendo éstos
tltimos a la fraccién de proteinas citoplasmaticas insolubles, que contiene los cuerpos de inclusién
formados por agregados proteicos, mientras que el sedimento corresponde al debris celular, el cual se

descarté.
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3.2.5.2. Ambientacién de la columna de quitina

Las etapas a continuacién se llevaron a cabo a 4 °C a menos que se indicara lo contrario. Para 100
mL de cultivo original se tomé el volumen de resina recomendado por el fabricante, la cual estd constituida
por microesferas de quitina. La resina fue resuspendida en 10 mL de Column buffer, esta suspension se
empacé en una columna de purificacién 1,45 cm de didmetro y 10 mL de capacidad. Aqui la resina fue

lavada con 10 mL de Column buffer permitiendo por gravedad el flujo del tampén.

3.2.5.3. Carga dela fraccion de proteina soluble

Cada una de las 6 fracciones de proteina soluble reservadas en la seccién 3.2.5.1 fueron cargadas
respectivamente en 6 columnas previamente ambientadas impidiéndose el flujo por la columna. Las
columnas cargadas fueron incubadas durante 1 h con agitacién minima a 4 °C. A continuacién se reanudé
el flujo y se colecté 1 mL. de muestra para cada columna, la que corresponde a las proteinas que no se

unieron a la resina, con esto posteriormente se estimé la eficiencia de unién a la resina.

3.2.5.4. Lavado de la columna

La columna fue lavada con 50 mL de Washing Buffer para desprender cualquier otra proteina que
no sea la de interés que pudiese haber interactuado con la resina. Se colecté una muestra de 1 mL al final
del lavado de cada columna. Se detuvo el flujo y se agregé 5 mL adicionales de Washing Buffer, se
resuspendi6 en éste la resina empacada en el fondo de la columna y se tomé una muestra de 200 pL. de

esta resina suspendida para posteriormente estimar la eficiencia de corte

3.2.5.5.  Induccién de actividad de auto-proteélisis

Para liberar los péptidos deseados desde las respectivas proteinas de fusién se indujo la actividad
auto-proteolitica de estas dltimas agregando 2 mL de Cleavage Buffer a cada columna. Una vez que 0,5 mL
hubo abandonado la columna, se detuvo el flujo y cada columna fue incubada a 23 °C con agitacién leve

durante 40 h.

3.2.5.6.  Elucién de péptidos de interés

El producto de la actividad auto-proteolitica de las proteinas de fusién fue eluido reanudando el
flujo en cada columna y colectindose muestras de 1,5 mL. Este eluato se hizo recircular 3 veces por la
columna con el fin de obtener mayor concentracién. Posteriormente se lavé las columnas con 10 mL de
Column Buffer. Luego se agregé 5 mL adicionales de Co/umn Buffer con el flujo detenido para resuspender
la resina y tomar una muestra de 200 pL. de esta suspensién. Posteriormente se procedié a regenerar la

resina de acuerdo con las indicaciones del fabricante [36].
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3.2.5.7. Dialisis

La utilizacién del vector pTYB11 como sistema de expresién implica la traduccién de un péptido
de 1,6 kDa adicional a la proteina de fusién. Este péptido es liberado desde la inteina de este vector al
eluato luego de activar la protedlisis. Los productos eluidos provenientes de este sistema de expresién
(PNCpTY'y p53pTY) fueron por tanto sometidos a dialisis con el fin de separar los péptidos de interés del
péptido antes mencionado. Para esto se utiliz6 membranas de didlisis con poros de tamafo tal que
permiten el paso de moléculas de hasta 3,5 kDa. Las membranas fueron hidratadas durante 1 h en agua
desionizada, luego se agregé 0,5 mL del eluato de cada muestra dentro de las membranas, las que fueron
selladas y posteriormente incubadas en 1,5 L. de Co/umn Buffer bajo agitacién suave durante la noche a

4°C. El contenido dentro de las membranas fue recuperado y almacenado a 4°C.

3.2.6. Deteccién de proteinas recombinantes

3.2.6.1. Electroforesis de proteinas (SDS-PAGE)

Con el objetivo de estudiar la produccién de proteina recombinante en las distintas fracciones
celulares de cada variante o bien para visualizar el producto de la Cromatografia de Afinidad, se realizaron
separaciones electroforéticas en condiciones desnaturantes y reductoras. Este procedimiento se llevé a cabo
en una cdmara vertical MiniProtean II. Las muestras se prepararon de acuerdo con el manual Protein
Methods [43], se mezclaron en proporcién 4:1 con tampén de carga 5X (Tris/HCI 60 mM, glicerol 25%
v/v, SDS 2% p/v, 2-p mercaptoetanol 14,4 mM vy azul de bromofenol 0,1% p/v pH 6,8), se desnaturaron
por ebullicién durante 5 min, excepto aquellas que contenian urea, y posteriormente se cargaron en geles

de acrilamida/bis-acrilamida preparados al 12,5% v/v. Se utiliz6é 5 pl. de marcador de peso molecular.

Para visualizar las proteinas en el gel de acrilamida, se incubé durante 1 h en una solucién de
tincion de azul de Coomassie (45 % metanol, 10 % 4cido acético, 45% agua destilada y 1 g de azul de
Coomassie R), posteriormente se destifi6 el gel con una solucién de destincién (45 % metanol, 10 % 4cido
acético, 45 % agua destilada) y agitacién suave hasta visualizar las bandas de proteinas. Finalmente, el gel
se lavé con agua destilada y se fotografié. Este método de tincién tiene un limite de deteccién de 0,1 — 1

pg de proteina por banda [43]).

Para analizar la produccién de proteinas recombinantes en las distintas fracciones celulares se
utilizé tampén de corrida Tris-glicina-SDS (Tris 25 mM, glicina 192 mM y SDS 0,1% p/v) [43]. Las

electroforesis de este tipo se realizaron bajo voltaje constante de 200 V durante 45 min.

A diferencia de lo anterior, con el fin de obtener la resolucién que permitiera visualizar péptidos

como los que se buscaba en forma adecuada, se recurrié a la electroforesis en tampén de corrida Tris-
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Ticina. La composicién del gel de poliacrilamida en este caso varia del anterior. En la Tabla 6 se describe

la composicién del gel de electroforesis requerido para esta técnica.

Tabla 7. Composicién de geles de resolucién y concentrador para electroforesis en tampén Tris-Tricina

Componente Gel de resolucién Gel concentrador
Acrilamida/bisacrilamida (29:1) 1,24 mL 0,13 mL
Tampén Tris-HCI/SDS pH 8,5 1,27 mL 0,25 mL
H,O Desionizada 0,29 mL 0,62 mL
Glicerol 40% v/v 1,0 mLL -

PSA 10% p/v 19 uLb 7,5 ulL
TEMED 1,9 uL 0,75 uL.

El Tampén Tris-HCl/SDS pH 8,5 mencionado en la Tabla 7 se prepar6 con 3M Tris ajustando
pH a 8,5 con HCI, luego se filtré y se agregé SDS hasta alcanzar la concentracién de 10,4 mM.

El tampén de corrida se componia de 2 tampones: Tampén Anédico y Tampén Catédico. El
primero (0,2 M Tris-HCI pH 8,9) se verti6 fuera de la cimara de electroforesis, mientras que el segundo
(0,1 M Tris, 0,1 M Tricina y 3,5 mM SDS) fue vertido al interior de la cimara, en contacto con los geles.
Luego se cargaron las muestras de interés y finalmente se realizé la electroforesis bajo voltaje constante a

120 V durante 2 h. Finalmente, para visualizar bandas, se tifio y destifio como se mencioné anteriormente.

3.2.6.2.  Tincién de geles con nitrato de plata

Este método de tincién tiene un rango de deteccién de 2 — 10 ng de proteina por banda [43].
Dado que este rango es inferior al de tincién con azul de Coomassie, se utilizé la tincién con plata para

visualizar la presencia de péptidos en los casos donde no fue posible mediante el uso de azul de Coomassie.

Una vez destefiido un gel por el método convencional, se lavé 4 veces en agua destilada durante 1
hora. Se incubé luego por 30 min en 125 mL de una solucién de DTT 0,005 g/L. Se removié la solucién y
se afiadié 125 mL de Nitrato de Plata 1 mg/mL en ausencia de luz. Se incubé por 30 min y luego se
descarté la solucién. Se agregé 125 mL de una solucién fresca de Carbonato de Sodio 36 mg/mL y 0,06%
de formaldehido al 37%. Se verificé la aparicién de bandas en un transcurso de 2 a 10 min y se detuvo la
reaccién adicionando 3 g de Acido Citrico por cada 125 mL de solucién. Se lavé con agua destilada y se

fotografié.
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3.2.7. Determinacién de la concentracion de proteina

La concentracién de proteina para las diferentes muestras correspondientes a los 6 cultivos se
determiné mediante el ensayo de Bradford modificado [44], para lo cual se mezcls: 1,2 mL de agua

destilada, 500 pL de reactivo de Bradford (1 g/L de azul de Coomassie G 250 en HCI 2,2% v/v) y 50 pLL

de muestra o proteina estindar de calibracién.

Se utiliz6é una solucién de BSA de 2 mg/mL como patrén para la construccién de una curva de
calibracién en concentraciones entre 0,004 y 1 mg/mL. Se midié la absorbancia a 465 y 595 nm, y se
calculé la razén O.D.sys/ O.D.45. El valor obtenido en ausencia de BSA se rest6 a todas las demds razones
y se graficé en funcién de la concentracién de BSA. El rango de deteccién de este método es entre 0,1 -1

mg/mL, por lo que se consideré este rango para las mediciones.

3.2.8. Espectrometria de masas

Una vez eluidas los tres productos, estos fueron concentrados mediante tubos Centricon de
acuerdo al protocolo indicado en el Anexo 7.5.5 y posteriormente precipitados con acetona como se sefiala
en el Anexo 7.5.6. Con el fin de corroborar la presencia de los péptidos esperados en las muestras, estas
fueron enviadas precipitadas a andlisis mediante espectrometria de masas. La adquisicién de espectros de

masas se realizé en un equipo MALDI-TOF Microflex (Bruker Daltonics INC., USA) en modo ion

positivo mediante deteccién lineal y deteccién por refleccién.
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4. Resultadosy discusién

4.1. Clonamiento de secuencias en pGEM-T Easy

4.1.1. Adicién de sitios de restriccion

Con el fin de recuperar los fragmentos para poder luego adicionar sitios de restriccion, se digirié
los vectores pGEM-T Easy donde se encontraban insertos p53p-Ant 'y PNC-27
(p53p-Ant fue digerido una vez realizada la mutacion sitiodirigida). El resultado de la digestion se muestra

en la Figura 8.

M1 1 2 M2

3054 pb - - <

500 pb \

100 pb

Figura 8. Analisis electroforético de la digestién de ADN plasmidial. Gel Agarosa 1%. M1: Marcador de peso molecular 1kb; 1:
p53p-dAnt; 2: PNC-27; M2: Marcador de peso molecular 100pb.

Aqui se observan dos bandas para cada caso, que corresponden a los tamafios esperados. En primer
lugar, las bandas superiores representan el vector de clonamiento pGEM-T Easy (3015 pb) y las
inferiores, los fragmentos p53p-Ant (111 pb) y PNC-27 (96 pb) en los carriles 1y 2 respectivamente. La
escasa nitidez de las bandas inferiores sefialadas con flecha blanca es atribuible a la concentracién de
agarosa en el gel, pues al contener 1% p/v opone menor resistencia a la migracién de moléculas pequefias
de ADN en comparacién a moléculas de mayor tamafio como las correspondientes a las bandas superiores,
por lo que la migracién es mds ripida y menos homogénea, lo que se puede apreciar también en el

marcador de peso molecular 100bp.

Las secuencias p53p-Ant y PNC-27 recuperadas se utilizaron como templado de las reacciones
PCR que agregan a cada una los sitios de restriccion correspondientes a los vectores de expresion pTXB1y
pTYB11. Los productos de amplificacién se denominaron p53pTX, p53pTY, PNCpTX y PNCpTY, y sus
tamafios esperados son 128 pb, 131 pb, 113 pb y 119 pb, respectivamente. Los productos de las reacciones

de PCR se muestran en la Figura 9.

28



) M 1 %) P VIS C)M 1

1500 pb

500 pb W 100 pb

100 pb

Figura 9. Anilisis electroforético de producto de PCR de la construccién de los segmentos p53p-Ant y PNC-27 modificados.
Gel Agarosa 2%. M: Marcador de peso molecular 100bp; A) 1: Producto de PCR de p53p7X; 2: Producto de PCR de p53p7Y;
B) 1: Producto de PCR de PNCpTX; C) 1: Producto de PCR de pNCpTY.

Es posible apreciar a priori, que la sintesis de los cuatro fragmentos se logré exitosamente, puesto
que se observa sélo una banda para cada uno de los casos a una altura aproximada de 100 pb o superior,
que corresponderia al tamafio predicho de los segmentos mds los extremos necesarios para sus respectivas
inclusiones en los vectores de expresién. En La Figura 9.B, se observa la presencia de una banda difusa y
de bajo tamafio molecular (<100 pb) la que corresponderia a productos de amplificacién inespecifica de los

mismos partidores.

4.1.2. Transformacién de E. coli DH50

Luego de agregar los sitios de restriccién correspondientes, los productos de amplificacién fueron

ligados al vector de clonamiento pGEM-T Easy para posteriormente electrotransformar bacterias E. co/i
DHS5a. Estas bacterias se sembraron en placas LB-Agar con Amp 100 pg/mL, X-Gal 50 ng/mL e IPTG
0,5 mM.

En el caso de las variantes p53p7TY, PNCpTXy PNCpTY, no hubo crecimiento de colonias blancas
para ser consideradas recombinantes a primera vista, sin embargo se observé colonias de color azul y otras
de color celeste. Se procedid, de todos modos, a realizar el PCR de cada una de estas colonias que
presentaban coloracién celeste, inclusive de aquellas azules en el caso de p53pTYy PNCpTY. El resultado
es interesante, la Figura 10 muestra los productos de PCR realizado a las colonias asociadas a las 4
variantes, indicando que algunas de las bacterias fueron efectivamente transformadas con el vector

recombinante respectivo aun cuando presentaron la capacidad de hidrolizar X-Gal.
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Figura 10. Analisis electroforético del producto de PCR de colonias transformadas. Gel Agarosa 2%. M: Marcador de peso
molecular 100bp; A) 1: Control negativo de PCR para el segmento p53p7X; 2: Producto de PCR de colonia transformada con
pGEM/p53pTX; B) 1: Control negativo de PCR para el segmento p53p7Y; 2 - 5: Producto de PCR de colonias 1, 2, 3 y 4
transformadas con pGEM/p53pTY; C) 1: Control negativo de PCR para el segmento PNCpTX; 2 - 3: Producto de PCR de
colonias 1 y 2 transformadas con pGEM/PNCpTX; D) 1 - 10: Producto de PCR de colonias transformadas con
pGEM/PNCpTY; 11: Control negativo de PCR para el segmento PNCpTY.

En todos los casos, Figuras 10.A, B, C y D, no se observa producto de amplificacién en las
reacciones que no contenian templado. En las Figuras 10.A, B y C, se observa una unica banda en cada
carril alrededor de los 100 pb, lo que indica que el 100% de las colonias presentes en las placas de estas 3
variantes resultaron clones positivos. En la Figura 10.D, sélo se observa una banda tnica por carril en las
colonias 1, 4, 5 y 7, sin embargo esta tltima fue descartada por presentarse de tamafio levemente menor al

esperado.

En la Figura 10.B la intensidad de las bandas es similar para todos los casos, a excepcién de la
franja de la tercera colonia transformada con pGEM/p53pTY, la que se observa levemente disminuida,

indicando que la reaccién de PCR obtuvo menor producto en comparacién con las demds colonias.

Era esperable que en 10.B, C y D no existiera el producto deseado ya que la coloracién de las

colonias fue azul o celeste. Tedricamente la coloracién azul es el producto de la reaccién catalizada por la
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enzima B-galactosidasa que hidroliza X-Gal, lo que indica que el vector pPGEM-T Easy incorporado en
estas bacterias no tendria interrumpida la secuencia del péptido o de esta enzima, por el fragmento

deseado. No obstante, segtin las imagenes, los fragmentos fueron efectivamente clonados.

4.1.3. Secuenciaciony analisis de constructos en pGEM-T Easy
Se realiz6 un cultivo de 4 mL de LB y Amp 100 pg/mL para cada una de las colonias positivas y
asi luego se extrajo el ADN plasmidial, el cual fue secuenciado por Macrogen. El resultado de esta

secuenciacion fue analizado con la herramienta BioEdit.

La secuencia recombinante de p53p7X obtenida corresponde a la secuencia esperada, posee los
sitios de restriccién afiadidos en ambos extremos, el codén de inicio incorporado en el extremo amino
terminal y la region codificante se presenté intacta, incluida la mutacién realizada en un comienzo. (ver

resultados de la secuenciacién en Anexo 7.6).

En el caso de las 4 secuencias recombinantes de p53p7Y, todas conservaron la regién codificante
del péptido p53p-Ant. Especificamente se exhibe un inserto de 131 pb, tal como se esperaba. También

presentan los sitios de restriccién y el codén de término adicionados.

En cuanto a la variantes PNCpTX y PNCpTY, se obtiene que ambas muestras incorporaron el
inserto en el vector pPGEM-T Easy, se observa conservada la secuencia codificante de 96 pb para PNCpTX
y de 99 para PNCpTY, que esti en cada caso, correctamente flanqueada por los respectivos sitios de
restriccion. Esto finalmente confirma el resultado del producto de PCR de colonias transformadas de la
Figura 10. La secuenciacién del sitio de clonacién indica que las secuencias codificantes de los péptidos
estaban presentes en el gen que codifica el péptido o sin modificar el marco de lectura. Este resultado
indica que algunos clones positivos retienen la actividad B-galactosidasa, a pesar de la interrupcién del gen

lacZ, probablemente debido al menor tamafo del péptido insertado con respecto a la enzima completa.

4.2. Clonamiento de secuencias en vectores de expresiéon

4.2.1. Digestién de vectores pGEM-T Easy recombinantes

Los vectores pPGEM-T Easy recombinantes fueron amplificados in wvivo en E. coli. Luego se
realizé minipreparacién de ADN plasmidial desde el cultivo en medio liquido de una colonia seleccionada
como positiva mediante PCR de colonias. Los plasmidios obtenidos y los vectores pTXB1 y pTYB11
fueron digeridos con las enzimas correspondientes (Tabla 5), para luego ligar cada inserto a su respectivo
vector de expresién. La Figura 11.A muestra el gel de extraccién con los productos de digestién de
pGEM/p53pTX, pGEM/PNCpTX y pTXB1. EI anidlisis electroforético de la digestion de
pGEM/p53pTY, pPGEM/PNCpTY y pTYB11 se muestra en las Figuras 11.B. y 11.C.
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Figura 11. Analisis electroforético de la digestién de ADN plasmidial. Gel Agarosa 2%. M: Marcador de peso molecular 100pb;
A) 1: digestion de pGEM/p53pTX; 2: pTXB1 sin digerir; 3: pTXB1 digerido; 4: pGEM/PNCpTX sin digerir; 5: digestion de
pGEM/PNCpTX; 6: pPGEM/p53pTX sin digerir. B) 1: digestion de pGEM/p53pTY; 2: pTYB11 digerido. C) 1: digestién de
pGEM/PNCpTY; 2: pTYB11 digerido.

En el caso de la digestion de pGEM/p53pTX y pPGEM/PNCpTX, los carriles 1y 5 de la Figura
11.A muestran que se obtiene 4 bandas como producto para ambos, la mayor tiene un tamafio mayor a
1500 pb, una cercana a los 300 pb, otra cercana a 100 pb y otra inferior. Gracias a la herramienta en linea
Restriction Mapper’ es posible digerir el vector (PGEM-T Easy de manera virtual. El resultado que arroja la
herramienta dice que la secuencia total del vector (3015 pb), bajo la accién de las enzimas Sapl y Ndel es
fraccionada en 2 segmentos, uno de 2711 pb y otro de 304 pb. De este modo, al incorporar al vector un
fragmento como p53p7TX o PNCpTX, que contienen nuevos sitios de restriccién Sapl y Ndel (uno de cada
uno), la digestién teéricamente generaria cuatro fragmentos, conservindose el de 304 pb y originindose 3
nuevos fragmentos: uno de 39 pb, el segundo de 2672 y un tercero, correspondiente al inserto, cercano a
los 100 pb dependiendo especificamente del tamafo del inserto. Asi, los tamafios predichos coinciden con
los resultados obtenidos en la electroforesis, identificindose los fragmentos p53p7X y PNCpTX como las
bandas mds cercanas a los 100 pb en los carriles 1 y 5. Por otra parte, en el carril 3 se observa una banda
correspondiente al vector pI’XB1 linealizado, la cual es posible de contrastar con las bandas presentes en el
carril 2 que representan el vector en forma circular, con sus distintos niveles de enrollamiento. Por dltimo
los carriles restantes de esta Figura muestran los vectores pPGEM-T Easy recombinantes sin digerir para

contar un control negativo de digestién.

En cuanto a la Figura 11.B, se obtiene un resultado similar a lo anterior. El carril 1 muestra la
obtencién de 4 bandas producto de la digestion del vector recombinante pGEM-T Easy. Al igual que

antes, dadas las enzimas de restriccién utilizadas, los fragmentos generados son del tamafio que se

S <www.restrictionmapper.org>
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esperaba, identificindose entonces la banda cercana a los 100 pb como la secuencia p53p7Y que tiene un
tamafo teérico de 131 pb. En el carril 2 se observa el producto de la digestién del vector pTYB11, el cual
se muestra lineal sin indicios de circularidad o sobreenrollamiento. En 11.C, carril 1, se identifica
consecuentemente la banda alrededor de 100 pb como el fragmento PNCpTY, mientas que en el carril 2 se

observa el vector pT'YB11 digerido sin muestras de sobreenrollamineto.

4.2.2. Ligaciény transformacion de E. coli BL21(DE3)

Después de digerir las cuatro secuencias, éstas fueron purificadas y luego ligadas a los vectores de
expresién correspondientes para posteriormente transformar por electroporacién bacterias E. coli
BL21(DES3) con las respectivas mezclas de ligacion. Estas bacterias fueron sembradas en placas LB-Agar

con Amp 100 pg/mL.

La Figura 12 muestra los productos de PCR realizado con partidores especificos a las colonias
asociadas a las 4 variantes, indicando que las bacterias fueron efectivamente transformadas con el
plasmidio recombinante respectivo puesto que se observa en todos los casos una unica banda alrededor de
los 100 pb al mismo tiempo en que no se observa producto en las reacciones que no contenian templado
(control negativo). En la Figura 12.C el producto de amplificacién en los carriles se observa como una
Gnica banda préxima a 100 pb, a excepcién del producto obtenido en el carril 7 donde se distingue mas de
una banda, de hecho es posible apreciar 2 bandas de tamafio claramente mayor a 100 pb, indicando que la
reaccién PCR pudo haber generado productos de amplificacién inespecificos a partir de esta colonia por lo

que no se consideré para la posterior secuenciacién.
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Figura 12. Anilisis electroforético del producto de PCR de colonias transformadas. Gel Agarosa 2%. M: Marcador de peso
molecular; A) 1: Control negativo de PCR para el segmento p53pTX; 2-8: Producto de PCR de colonias transformadas con
pTXB1/p53pTX; B) 1: Control negativo de PCR para el segmento p53pTY; 2-5: Producto de PCR de colonias transformadas
con pTYB11/p53pTY; C) 1: Control negativo de PCR para el segmento PNCpTX; 2-12: Producto de PCR de colonias
transformadas con pTXB1/PNCpTX. D) 1: Control negativo de PCR para el segmento PNCpTY; 2-8: Producto de PCR de
colonias transformadas con pTYB11/PNCpTY.

Luego en la Figura 12.D, de las 7 colonias, 5 incorporaron efectivamente la construccién
pTYB11/PNCpTY, mientras que las colonias de los carriles 4 y 5 no generaron producto alguno lo que
indicaria transformacién con el vector pT'YB11 sin digerir, el cual pudo haberse arrastrado desde la

purificacién a partir del gel de agarosa después de la digestion.

Con respecto a la ligacién, se realizé varios ensayos bajo distintas condiciones que finalmente
dieron como resultado las colonias de bacterias transformadas con el vector recombinante esperado. La
masa de cada fragmento era dificil de determinar debido a tu tamafo. Para utilizar la relacién
inserto/vector recomendada (3:1) se estimé cualitativamente la masa de fragmento purificado y vector
linealizado a partir de la imagen resultante de la electroforesis. De esta manera sélo fue posible establecer

relaciones de volimenes entre las distintas, las mezclas de ligacion (Tabla 6).
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4.2.3. Secuenciacion y analisis de vectores de expresiéon recombinantes

Para verificar que la secuencia amplificada mediante PCR fuera efectivamente la que se esperaba,
se extrajo el ADN plasmidial de las colonias positivas y se determiné la secuencia de los fragmentos
clonados. El resultado de esta secuenciacién fue analizado con la herramienta BioEdit. La Figura 13
muestra un esquema de la secuencia obtenida para cada variante (ver detalle de resultados de la
secuenciacién en Anexo 7.7).

Ndel

shine Delg. p53p-Ant + Inteina Pstl
—

57, .. GRAGGAGATATACATATGGGCAGCCGCGCCCATAGCAGTCATCTGRARRR. . . GGTGRAAGTAGTTTGACTGCAGG . . . 3"

Inteina + p53p-Ant

5. . .AGGGTTGCTTTGCCRAGGGTACCACGGEATCCC. . .GTTCTGGGTGRARAGTTCEAACGCGGT TAACTGCAGGRRAGG. .. 31

Shine Delg. Ndel
—

5'. . .GRAGGRGATATACATATGCCGCCGCTGAGCCAGGRRACCTTCTCTGATC. . . GGTGRRAGTAGTTTGACTGCAGG. . . 37

PNC-27 + Inteina Pstl

Inteina + PNC-27

57, . .AGGGTTGCTTTGCCRAGGGTACCRACGGATCCC. . . CGTRARCCAGTTCTGGGTGRARAGTTCRACGCGGTGGRAGS. .. 37

Figura 13. Esquema de la determinacién de la secuencia de cada variante.

La secuencia obtenida de todas las colonias asociadas a p53pTX corresponde a la secuencia
esperada, posee tanto los sitios de restriccién como el codén de inicio incorporados, asimismo la regién

codificante se present intacta.

Las 4 secuencias obtenidas de pTXB1/p53pTY exhiben un inserto de 131 pb, tal como se esperaba,

éstas conservaron la regién codificante del péptido ademds de los codones adicionados para su expresion.

Asimismo, la secuencia codificante de 96 pb del péptido PNC27 se conservé en los constructos
pTXB1/PNCpTX y pTYB11/PNCpTY, presentando respectivamente los nucleétidos adicionales que la
flanquean. En cuanto a la variante PNCpTY, se verifica la adicién del codén GGC (Glicina) para favorecer

su la posterior purificacién.
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Si bien, la secuenciacién finalmente confirma el resultado del producto de PCR de colonias

transformadas de la Figura 12, fue dificil clonar debido al tamafio de los fragmentos con que se trabajé.

4.3. Expresi(')n de proteinas recombinantes

Se realiz6 varios ensayos preliminares en cultivos celulares con diferentes condiciones
experimentales con el objeto de producir las proteinas esperadas en forma soluble. Las variables ajustadas
para determinar las condiciones 6ptimas fueron la concentracién de IPTG, temperatura, y tiempo de

incubacién.

Para determinar la concentracién final de IPT'G adecuada se indujo la produccién utilizando 0,4
mM, 0,2 mM, 0,1 mM y 0,05 mM. En base a SDS-PAGE se determiné que aquella concentracién que

gener6 mayor cantidad de producto soluble fue 0,1 mM de inductor.

Por su parte, para determinar la temperatura y tiempo de incubacién adecuados, en la fase previo a
la induccién, se incubd los cultivos bajo dos condiciones: a 37 °C durante 2 h; y a 30 °C durante 5 h,
cuando alcanzaron una D.O.s00 nm de 2,0 se agregé el inductor. Luego, los cultivos fueron sometidos a
cuatro condiciones diferentes en paralelo: a 37°C durante 6 h; 25°C por 10 h; 18°C por 16 h; y 12°C
durante 20 h.

De las 4 variantes, p53pTY sélo fue posible expresarla en forma soluble incubando el cultivo previo
a la induccién a 30°C y 5 h, por lo que se decidié llevar todos los cultivos a esa condicién. De este modo se
establecié que las condiciones experimentales que maximizaron la produccién de proteina recombinante en
forma soluble fueron: incubacién previa a 200 rpm, 30°C durante 5 h (o hasta que la D.O.500 nm sea 2,0);
induccién con 0,1mM de IPTG, incubacién a 200 rpm, 12°C durante 20 h.

La expresién recombinante tarda en total 25 h aproximadamente, requiriendo 12°C de
temperatura durante 20 h. Este resultado no es sorprendente ya que es sabido que la disminucién de la
temperatura de induccién puede mejorar el plegamiento proteico debido a la reduccién en la tasa de
formacién de la proteina recombinante y también a la reduccién de la actividad proteolitica. Ademds, aun
habiendo determinado las condiciones de cultivo 6ptimas para la expresién, no fue posible obtener la

proteina recombinante correspondiente a pTXB1/p53p7°X en forma soluble.

4.4. [Expresiony purificacién de proteinas recombinantes

A continuacion se muestra el resultado de la expresién de las distintas proteinas provenientes de
sus respectivos sistemas de expresiéon en un andlisis electroforético en gel de poliacrilamida. Cabe

mencionar que la etapa de purificacién se inicia inmediatamente después de obtener las fracciones solubles
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de las distintas muestras por lo que el anilisis electroforético se presenta como una secuencia temporal de

eventos rio abajo en el proceso completo de expresién y purificacién.

Se corroboré la efectividad del sistema IMPACT (Figura 14). Bajo las condiciones establecidas en
la seccién anterior, los controles negativos (sin los péptidos fusionados) expresaron proteinas del tamafio
esperado. El tamafio esperado de la inteina asociada a pTXB1 es aproximadamente 28 kDa, mientras que

el tamafio esperado de la inteina de pTYB11 es de 56 kDa.

B)

3
4

Figura 14. Anilisis electroforético (SDS-PAGE) de la expresién y purificacién de los sistemas control. M: Marcador de peso
molecular; A) Expresién control pTXB1/E. co/i BL21 (DE3); 1: Fraccién citoplasmatica; 2: Fraccién insoluble; 3: Fraccién
soluble; 4: Proteinas no retenidas en la resina; 5: Lavado; 6: Proteina retenida en la resina. B) Expresién control pTYB11/E. coli

BL21 (DE3); 1: Fraccién citoplasmatica; 2: Fraccién soluble; 3: Fraccién insoluble; 4: Proteina retenida en la resina; 5: Lavado.

4.4.1. Expresion de p53pTX

La expresién del péptido p53p-Ant unido a su proteina de fusién codificado por p53p7TX no se
logré en forma soluble. El resultado de la induccién de la expresién de esta variante se muestra en la
Figura 15. La induccién se contrasté con la expresién de la misma variante sin induccién como control

negativo y con la expresién del vector pTXB1 como control positivo.
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Figura 15. Induccién de la expresion de la proteina recombinante derivada de la construccion pTXB1/p53pTX.
M: Marcador de peso molecular. FC: Fraccién citoplasmatica; F'S: fraccién soluble; FI: Fraccién insoluble. 1: Control positivo
(pTXB1); 2: Control negativo (pTXB1/p53pTX no inducido); 3: pTXB1/p53pTX inducido.

Se observé un muy bajo nivel de expresién de la proteina y se demostré que ésta se expresa sélo en
forma de cuerpos de inclusién como se sefala en la Figura 15. La Figura 16.A indica que no hay presencia
de la proteina esperada en la fraccién soluble y como se muestra en el carril R, no se detecta la proteina
adsorbida en la resina de purificacién. Mds aun, para verificar que la proteina no se expresaba y descartar
su presencia en otras fracciones celulares, se recuperé la fraccién periplasmitica y del medio extracelular sin

encontrarse indicio de la proteina de interés. Esto tltimo se muestra en la Figura 16.B.

Figura 16. Expresién del péptido p53p-Ant unido a su proteina de fusién derivada de p53pTX. A) Carga de Fraccién Soluble
(FS) en la columna (R: proteina retenida en la columna). B) Recuperacién de Fraccién Periplasmitica (FP) y Fraccién

Extracelular (FE) después de una etapa de Lavado (L).
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Una nueva secuenciacién del vector recombinante pTXB1/p53p7TX indicé que no existen
alteraciones en la secuencia promotora ni codificante, por lo que se descarté mutaciones a nivel de ADN
que pudieran impedir una adecuada expresién. No existen tampoco antecedentes que permitan afirmar la
formacién de estructuras no deseadas en el ARN mensajero. Las Figuras 15 y 16 muestran la expresién de
la proteina en forma insoluble, lo que indica que la traduccién efectivamente ocurre. Como se ve mds
adelante, este péptido si se expresé en forma soluble desde el vector pYB11, donde se encuentra unido a su
proteina de fusién por el extremo N-terminal del péptido, se cree por tanto que existen restricciones
estructurales dadas por la secuencia que no permiten el correcto plegamiento de p53p-Ant unido a la
inteina por el extremo carboxilo. El experimento control de la Figura 14 muestra la expresién soluble de la
proteina de pTXB1, por lo que se puede establecer que la expresién soluble de la proteina recombinante
completa en pTXB1 (péptido + proteina de fusién) depende notablemente de la expresion de la region

amino terminal de ésta.

4.4.2. Expresiony purificacion de PNCpTX, PNCpTY y p53pTY

Ahora bien, las variantes que si se pudieron expresar en forma soluble y luego purificar son
aquellas asociadas a las construcciones pTXB1/PNCpTX, pTYB11/PNCpTY y pTYB11/p53pTY. Estas se

presentan en la Figura 17.

PNCpTX PNCpTY p33pTY

n

kDa M FI FS NR R FI FS NR R FI FS NR R

118

90

50

36

27

20

Figura 17. Anilisis electroforético (SDS-PAGE) de la expresién y purificacién de proteinas recombinantes derivadas de las
construcciones pIXB1/PNCpTX, pTYB11/PNCpTY y pTYB11/p53pTY. M: Marcador de peso molecular; FI: Fraccién

insoluble; FS: Fraccién soluble; NR: Proteinas no retenidas en la resina; R: Proteina retenida en la resina.
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En el gel, las tres proteinas expresadas se situaron dentro del rango de tamafo esperado, vale decir,
la proteina codificada por PNCpTX mostré un tamafio cercano a los 32 kDa (28 kDa de la Inteina-CBD +
4 kDa de PNC-27), mientras que aquellas derivadas de PNCpTY'y p53pTY se ubicaron cercanas a los 60
kDa (56 kDa de la Inteina-CBD + 4 kDa de PNC-27 o bien p53p-Ant). Aun cuando previamente se
determiné las condiciones 6ptimas de cultivo, se observé que existe un porcentaje de la proteina

recombinante citoplasmdtica que se expresa en forma insoluble.

4.4.3. Determinacion dela produccién de proteinas recombinantes

La curva de calibracién del ensayo Bradford obtenida es la que se indica en el Anexo 7.8. En base
a ésta se cuantificé las fracciones proteicas intracelulares provenientes de los distintos sistemas de control.

En el Anexo 7.9 se muestra la cuantificacién de las distintas fracciones.

Junto con esto, mediante densitometria de imagen (Figura 17) se determiné el porcentaje de
proteina recombinante presente en la fraccién soluble de cada variante (Anexo 7.9). Aplicando este valor
sobre la cuantificacién de proteina soluble total, se estimé el nivel de produccién de proteina recombinante

soluble por litro de cultivo, como se indica en la Tabla 8, columna 1.

Tabla 8. Nivel de produccién y pureza de los péptidos en el proceso de produccién.

Muestra Proteina Razén Péptido Péptido Pureza del
recombinante  péptido/proteina esperado obtenido™ péptido
soluble* [mg] recombinant [mg] [mg] [%]
PNCpTX 8,0 0,13 0,65 0,82 80
PNCpTY 8,5 0,07 0,40 0,41 97
p53pTY 20,0 0,07 1,18 1,26 94

* Proteina de fusién + péptido; **Por cuantificacién Bradford

Las muestras que contenian las proteinas recombinantes solubles, fueron cargadas en la matriz de
quitina e incubadas durante 1 hora. La matriz fue luego empacada en una columna, eliminando las
proteinas no adsorbidas a la resina. La columna fue lavada y se colecté muestras de perlas de quitina. Las
proteinas unidas a estas perlas fueron recuperadas y cargadas a un gel de poliacrilamida y analizadas por
SDS-PAGE. Un factor importante que afecta el rendimiento total es la que se denominé Eficiencia de
Unién (EU) a quitina, pues en ningln caso fue posible fijar el 100% de la proteina recombinante a la
columna. En base al anilisis de densitometria de imagen mediante la herramienta Image]J, fue posible
establecer cuantitativamente este factor para cada proteina recombinante, el cual se detalla en la Tabla 9,

columna 1, m4s adelante.
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4.4.4. Induccién de auto-protedlisis y recuperacion de péptidos recombinantes

Una vez inducida la actividad de auto-protedlisis, la reaccién se incubé durante 40 h. El eluato

colectado fue analizado mediante analisis SDS-PAGE.

El factor de Eficiencia de Corte (EC) mostrado en la Tabla 9, columna 3, fue determinado por
densitometria a partir del andlisis SDS-PAGE de las proteinas adsorbidas a la quitina, antes y después de
la induccién de auto-protedlisis. Los valores de EC obtenidos son similares o mejores que los valores de
eficiencia sugeridos por el proveedor del sistema IMPACT (Tabla 9, columna 2). Estos valores son sélo
una referencia, pues de acuerdo al disefio genético de las inteinas incorporadas en los vectores de expresion,
existe por defecto este factor de Eficiencia de Corte que depende no sélo del residuo adyacente al sitio de
corte y del tiempo y temperatura de incubacién, sino también del plegamiento de la proteina de fusién
completa, ya sea por el extremo amino o carboxilo terminal de la inteina correspondiente, dado los
diferentes grados de impedimento estérico que ciertos aminodcidos o estructuras podrian oponer a la

separacion.

El aminodcido que se ubica adyacente la posicién de corte, en los tres casos es glicina (Gly, G). Si
bien la secuencia original del péptido PNC-27 suponia prolina (Pro, P) en esa posicion, al construir el
fragmento recombinante, se afiadié G al extremo amino para favorecer el factor EC, ya que con P en esa

posicion la eficiencia de corte sugerida resultaria inferior.

Mediante un ensayo Bradford se cuantificé la masa de péptido ya purificado presente en el eluato.
Un tercer factor, denominado Eficiencia de Elucién (EE) (Tabla 9, columna 4) fue obtenido a partir de la
raz6n de péptido recuperado en el eluato y el total de péptido disponible. El total de péptido disponible
corresponde a la suma entre las cuantificacién del péptido recuperado en el eluato y la cuantificacién de

péptido recuperado en el lavado posterior.

Tabla 9. Determinacién de los factores EC y EE para cada producto.

Muestra EU EC* EC EE
PNCpTX 0,94 0,6 0,73 0,93
PNCpTY 0,88 >0,9 0,90 0,90
p33pTY 0,93 >0,9 0,95 0,96

* Valores de referencia sugeridos por el fabricante del sistema IMPACT

Por otra parte se consideré que la masa de péptido contenido en cada proteina recombinante estd
dada por la razén entre sus respectivos tamafios. Asi, aplicando los factores de eficiencia obtenidos para
cada etapa, se pudo establecer la masa esperada de cada péptido (Tabla 8, columnas 2 y 3). Este valor

corresponde por tanto al rendimiento de péptido por litro de cultivo.
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En base a la cuantificacién de los péptidos purificados se determiné que la productividad difiere
para cada sistema péptido-vector. Estos resultados se muestran en la Tabla 8, columna 4. Se observé que
estos valores son mayores a la masa de péptido esperada. Esto se puede atribuir a la presencia de otras

proteinas, diferentes a los péptidos de interés.

La pureza de los péptidos obtenidos fue estudiada mediante anilisis SDS-PAGE. En la Figura
18.A se corrobora que ambos péptidos fueron efectivamente eluidos luego de la escision desde sus
respectivas proteinas de fusién. Estos se ubicaron en el gel dentro del tamafio esperado, cercano a los 4
kDa, observindose la diferencia de tamafo entre PNC-27 y p53p-Ant. La visualizacién de la tincién con
Coomasie (Figura 18.A, carriles E), mostré que la intensidad de las bandas de los péptidos es consistente
con la cantidad de péptido determinada en la Tabla 8, columna 4. La tincién con nitrato de plata del gel
de poliacrilamida, mostré la presencia de proteinas contaminantes en las distintas muestras (Figura 18.B).
Dado que este método de visualizacién no permite relacionar la intensidad de las bandas con la abundancia
de proteinas, la pureza de los péptidos (Tabla 8, columna 5) fue determinada como la razén entre la
cantidad esperada de péptido (calculada con los factores de eficiencia) y la cantidad de proteina en las

muestras, obtenida de la cuantificacién por Bradford.

A) PNCpTX PNCpTY PS3pTY B) PNCpTX PNCpTY p53pTY

M E A E A D E A D M M E A E A D E A D M
kDa
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17
14

6,5

-7 4 3,5

Figura 18. Anilisis electroforético (SDS-PAGE) de la purificacién de los péptidos p53p-Ant y PNC-27 derivados de las
construcciones pIXB1/PNCpTX, pTYB11/PNCpTY y pTYB11/p53pTY. A) Tincién del gel con azul de Coomassie; B)
Tincién del gel con nitrato de plata. M: Marcador de peso molecular; E: Muestra del eluato; A: Muestra precipitada con acetona;

D: Muestra dializada.

Los péptidos producidos a partir del vector, deberian haber mostrado un péptido adicional de 1,6
kDa, el cual es producto del este sistema de proteélisis mediada por inteinas. Con el fin de eliminar este
péptido, las muestras pTYB11/PNCpTY y pTYB11/p53pTY fueron dializadas usando una membrana con
tamafio de poro de 3,5 kDa, y visualizadas en un gel de poliacrilamida (Figura 18, carriles D). Se observé

que existe una pérdida cercana al 40% de péptido durante el proceso de didlisis. Sin embargo no fue
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posible visualizar este péptido de 1,6 kDa en los geles (tampoco se visualizé la banda de 1 kDa del
marcador de peso molecular usado), incluso cuando se utiliz6 glutaraldehido para la fijacién de péptidos al
gel. Es probable que péptidos tan cortos como estos sean muy susceptibles a degradacién, lo que podria
explicar la ausencia de estos en el gel de poliacrilamida. Por este resultado, la didlisis fue omitida del

proceso final.

Con respecto al punto anterior, existen diversos factores que afectan la estabilidad de péptidos en
solucién. La composicién del tampén, y la concentracién del péptido, son factores que afectan la tasa de
degradacién de éstos [45]. Ademids se sabe que una de las vias tipicas de degradacion de péptidos es la
hidrélisis de los mismos cuando hay residuos como serina (S) en la secuencia aminoacidica, con glicina (G)
en el extremo amino terminal. [46]. Un estudio paralelo de expresién recombinante y purificacién del
mismo péptido p53p-Ant mostré que efectivamente existe hidrélisis del enlace peptitico ante la presencia
de G-S en el extremo N-terminal, ademds de la hidrélisis en 3 residuos de serina en la regién derivada de
p53 [47]. Considerando la concentracién de los péptidos obtenidos, el tiempo transcurrido durante su
manipulacién, como también la secuencia de los mismos, se puede inferir que éstos resultaron
parcialmente degradados. Muestra de lo anterior, lo constituye la “sombra” difusa observada debajo de la
banda correspondiente a p5S3p-Ant, en el carril E de la Figura 18.A (flecha roja), la que corresponderia al
producto de la degradacién de dicho péptido. Es recomendable por lo tanto, minimizar el tiempo de

manipulacién de los péptidos en medio liquido y someterlos a liofilizacién para almacenarlos.

Se estudié la precipitacién de péptidos con acetona. Las muestras sometidas a precipitacion (ver
Anexo 7.5.6) fueron solubilizadas en tampén denaturante y cargadas en un gel de policacrilamida para su
andlisis (Figura 18, carriles A). Se observé que los resultaron menos concentrados que aquellos no
precipitados. Sin embargo, cuando los péptidos fueron previamente concentrados en filtros de
centrifugacion (Centricon YM3, ver Anexo 7.5.5) precipitaron con acetona. Esto debido a la dependencia

de este método con la concentracién de proteina inicial.

La comparacién de los rendimientos de los péptidos provenientes del vector pTYB11 (Tabla 8,
columna 3) muestra que son muy diferentes, y no es posible esbozar conclusiones respecto de la
productividad general del sistema para estos péptidos. Sin embargo, los niveles de produccién se podrian
mejorar mediante el uso de volimenes de cultivo mds grandes, cuando sea necesario. Ademds, se observé
que los valores exceden los niveles de produccién reportados para otros péptidos producidos mediante este
sistema [41, 48, 49]. Se determiné también, que el grado de pureza de p53p-Ant y PNC-27 obtenidos a
partir de este método es mayor al 90%, que es adecuado para su uso en ensayos bioldgicos in vitro o in

vivo.
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En el caso del vector de expresién pTXB1, aunque no fue posible producir el péptido p53p-Ant, el
péptido PNC-27 obtuvo un mayor rendimiento que usando el sistema de pTYB11 (Tabla 8, columna 3).
Sin embargo, el nivel de pureza alcanzado fue sélo del 80%, lo que permite aplicaciones limitadas. Con el
fin de mejorar la pureza final del péptido, una purificacién adicional podria llevarse a cabo. Dada la carga

positiva del péptido, se recomienda una cromatografia de intercambio catiénico.

Las muestras purificadas de los péptidos p53p-Ant y PNC-27 producidos por el sistema pTYB11,
fueron sujetas a andlisis de espectrometria de masa MALDI-TOF. La razén m/z teérica promedio de los
péptidos en su forma protonada es de 4435 y 4089, respectivamente. Estos peaks fueron identificados en

los espectros obtenidos (Figuras 19 y 20), confirmando la presencia de los péptidos.

Los datos experimentales muestran que el rendimiento final de la produccién de péptido depende
principalmente del nivel de produccién de proteina recombinante soluble alcanzado, ademis de la
eficiencia del proceso de protedlisis relacionado, en principio, a la secuencia del péptido. Menor
dependencia se observé en la eficiencia de unién a quitina y en la eficiencia de elucién sobre el
rendimiento final de los péptidos. El factor de Eficiencia de Unién a quitina (EU) podria mejorarse, ya

que la manipulacién y sucesiva regeneracién de la resina de quitina podrian haber afectado su rendimiento.

Si bien los péptidos p53p-Ant y PNC-27 producidos por el sistema IMPACT fueron
caracterizados por espectrometria de masas y la actividad antitumoral de la secuencia aminoacidica ha sido
demostrada por otros investigadores [50], idealmente se debe confirmar que el péptidos sintetizados
mediante este proceso mantienen la actividad biolégica esperada. Esto puede realizarse por medio de
ensayos en cultivo de alguna de las lineas celulares donde el péptido ha mostrado tener actividad
antitumoral selectiva, sin embargo, al no disponer de éstas, estos experimentos no se realizaron, dejando

pendiente la confirmacién de su actividad bioldgica.
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Figura 19. Espectro de ionizacién por deteccién lineal de la muestra PNCpTY
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Figura 20. Espectro de ionizacién por deteccién lineal de la muestra p53p7Y
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5. Conclusiones

En relacién a la etapa de manipulacién génica, se disefiaron 2 variantes para cada péptido. Fue
posible clonar todas las variantes tanto en el vector de clonamiento, como en los vectores de expresién
pIXB1y pTYB11 segtin correspondiera. Se logré la expresién soluble de 3 de las 4 variantes unidas a sus
respectivas proteinas de fusién: p53p-Ant proveniente de pTYB11, PNC-27 derivado de pTXB1 y PNC-
27 derivado de pTYB11. El péptido p53p-Ant unido a su proteina de fusién procedente del vector pTXB1
fue expresado tnicamente en forma insoluble. La expresién de los péptidos, se llevé a cabo en E. co/i BL21
(DE3) estableciéndose las condiciones experimentales que maximizaron la produccién de proteina

recombinante en forma soluble: incubacién previa a 200 rpm, 30°C durante 5 h; induccién con 0,1mM de

IPTG, incubacién a 200 rpm, 12°C durante 20 h.

La expresién del péptido PNC-27 se logré en ambos sistemas de expresién. Aunque se observaron
diferencias en el rendimiento, el péptido se obtuvo en forma soluble fusionado a una inteina tanto por su

extremo amino como carboxilo. La expresion, sin embargo requiere incubacién a baja temperatura.

La expresién de p53p-Ant precisa, al igual PNC-27, incubacién a baja temperatura para generarse
soluble. Por otra parte, la expresion de este péptido depende notablemente del sistema de expresién que se
utilice, pues no es posible producirlo en forma soluble cuando su secuencia se encuentra clonada por su
extremo carboxilo terminal a la inteina recombinante. Se concluye con esto que en el vector pTXB1, la

expresion estd determinada por la secuencia del péptido unido a su proteina de fusién.

Mediante Cromatografia de Afinidad a quitina se logré separar los péptidos de sus respectivas
proteinas de fusién y luego purificarlos. A partir del anélisis por espectrometria de masa se concluye que

fue posible aislar los péptidos p53p-Ant y PNC-27.

Entre las 3 variantes expresadas, la biosintesis del péptido p53p-Ant consiguié el mayor
rendimiento, obteniéndose 1,18 mg de péptido por litro de cultivo. Se estimé los factores de eficiencia de
las principales etapas del proceso. De acuerdo con esto se determiné que los niveles de productividad
dependen esencialmente de la productividad de proteina recombinante soluble y de la eficiencia asociada a
la protedlisis. Se determiné que el vector de expresién pTYB11 permite la produccién de ambos péptidos
con una pureza cercana al 95%, lo que es aceptable para ensayos biolégicos. Sin embargo, el nivel de
pureza del péptido generado a partir del vector pTXB1 es menor que el requerido para este tipo de

aplicaciones.

Asi, el disefio de las construcciones que incluyen el vector pT'YB11 del sistema IMPACT permite
la produccién recombinante de péptidos de penetracién celular en E. co/i, mediante un proceso efectivo de

purificacién de péptidos que utiliza un Gnico paso cromatografico..
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7. Anexos

7.1.  Mapa de restriccion de vectores de clonamiento y expresion

En la Figura 21 se muestra un esquema del vector de clonamiento pGEM-T Easy y sus

principales puntos de referencia.

Xmnl 2009
171
Scal 1890 Neel 2707 / gy Ja st
\ Aatll 20
f1 ori Sphl 26
BstZI 31
Ncol 37
Am! Btz | 43
PGEM®-TEasy  facz oo | .
Vector ! EcoRl | 52
(3015bp)
Spel 64
EcoRI 70
Notl 77
BstZI 7
Pstl 88
ori Sall jele]
Ndel 97
Sacl 109
BstXl [118 &
Nsil 127 g
T 141 %
SP6 g

Figura 21. Vector pPGEM-T Easy. F1 ori: origen de replicacién de ADN de hebra simple derivado del bacteriéfago F1. Amp™:
gen de resistencia a ampicilina; T7: promotor para T7 polimerasa; lacZ, regién codificante para la
B-galactosidasa interrumpida por el sitio de clonamiento. A la derecha, el recuadro indica los sitios de restriccién disponibles en el

sitio de clonamiento multiple [51].
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En las Figuras 22 y 23 se presentan esquemas de los vectores pIXB1 y pTYB11 respectivamente,

y sus principales puntos de referencia.
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Agel 6379\ | [ BamHl 6570
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Begl - Sacll 6129 [[ ] Eco01091 G540
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PaeR71 - Tiil - Xhol 5761 Aatll - Zral 6019 1\ | Iu/ /
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Figura 22. Vector pTXB1. M13 ori: origen de replicacién derivado del bateriéfago M13; ori: origen de replicacién bacteriano
derivado de pMB1; LacI: gen que codifica el represor Jac; Mxe intein-CBD: secuencia codificante para la mini-Inteina unida a

CBD. A la izquierda, el recuadro indica los sitios de restriccién disponibles en el sitio de clonamiento multiple. New England
Biolabs [36].
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Figura 23. Vector pTYB11. M13 ori: origen de replicacién derivado del bateriéfago M13; ori: origen de replicacién bacteriano
derivado de pMB1; Lacl: gen que codifica el represor /ac; CBD-intein: secuencia codificante para CBD unido a la mini-Inteina. A

la izquierda, el recuadro indica los sitios de restriccién disponibles en el sitio de clonamiento multiple. New England Biolabs [36].
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7.2.  Secuencia nucleotidicay peptidica de fragmentos

La secuencia de la regién codificante del gen p53p-Ant inicial es la siguiente:

GGC AGC CGC GCC CAT AGC AGT CAT CTG AAG AGC AAA AAG GGT CAG AGT
-G---S---R---A-—--H---§---S-—-H---I,——-K---S-—-K---K---G-—-Q—--5-

ACC AGC CGT CAC AAG AAA TGG AAA ATG CGC CGT AAC CAG TTC TGG GTG
~T---S---R---H---K---K---W---K---M---R---R---N---Q---F---W---V-

AAA GTT CAA CGC GGT
-K---V---Q---R---G-

El segmento subrayado corresponde al sitio de restriccién de la enzima Sapl, que se utiliz6 en la
manipulacién genética, por lo que el codén AAG fue mutado por AARA, sin variar asi la secuencia peptidica.

La secuencia de trabajo definitiva es la siguiente:

GGC AGC CGC GCC CAT AGC AGT CAT CTG AAA AGC AAA AAG GGT CAG AGT
~-G---S-—--R---A---H---8---S-—-H-—--L,———K-—-§-—--K---K-—-G---Q—- -5~

ACC AGC CGT CAC AAG AAA TGG AAA ATG CGC CGT AAC CAG TTC TGG GTG
~-T---S---R---H---K---K---W---K---M---R---R---N---Q-—-F---W---V-

AAA GTT CAA CGC GGT
-K---V---Q---R---G-

La secuencia de la regién codificante del gen PNC-27 inicial es la siguiente:

CCG CCG CTG AGC CAG GAA ACC TTC TCT GAT CTG TGG AAA CTG CTG AAG
-p---p---L---S---Q---E---T---F---S---D---L---W---K---L---L---K-

AAA TGG AAA ATG CGC CGT AAC CAG TTC TGG GTG AAA GTT CAA CGC GGT
-K---W---K---M---R---R---N---Q---F---W---V---K---V---Q---R---G-
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La sintesis por PCR del fragmento PNCpTY supone la adicién de un codén de Glicina (G) ala

regién codificante, por lo que para ese caso la secuencia seria asi:

GGC CCG CCG CTG AGC CAG GAA ACC TTC TCT GAT CTG TGG AAA CTG CTG
~G-—-P---P---L-—--§---Q---E-—-T---F---S---D-—-L——-W---K-—-L—--T-

AAG AAA TGG AAA ATG CGC CGT AAC CAG TTC TGG GTG AAA GTT CAA CGC
-K---K---W---K---M---R---R---N---Q---F---W---V---K---V---Q---R-
GGT
_G_
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7.3.

Disefio de oligonucleétidos

Tabla 10. Denominacién de partidores disefiados

Denominacién Significado
pIXp53pS Partidor con sentido sense que agrega sitios de restriccién al gen
p53p-Ant para clonarlo en el vector de expresion pTXB1
pTXPNCS Partidor con sentido semse que agrega sitios de restriccién al gen
PNC-27 para clonarlo en el vector de expresién pITXB1
pTXReverse Partidor con sentido reverse que agrega sitios de restriccién a
cualquiera de los dos genes para clonarlo en el vector de expresién
pIXB1
pTYp53pS Partidor con sentido sense que agrega sitios de restriccién al gen
p53p-Ant para clonarlo en el vector de expresion pTYB11
pTYPNCS Partidor con sentido sense que agrega sitios de restriccién al gen
PNC-27 para clonarlo en el vector de expresiéon pI'YB11
pTYReversel Partidor con sentido reverse que agrega sitios de restriccién al gen
p53p-Ant para clonarlo en el vector de expresion pTYB11
pT'YReversell Partidor con sentido reverse que agrega sitios de restriccién al gen
PNC-27 para clonarlo en el vector de expresiéon pI'YB11
Mutp53pSense Partidor con sentido sense que muta el gen p53p-Ant
Mutp53pReverse Partidor con sentido reverse que muta el gen p53p-Ant
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7.3.1. pTXp53pS

Secuencia:

5’ -CAT GGC AGC CGC GCC CAT-37

Alineamiento:

5/ -CAYT GGC AGC CGC GCC CAT-3"'—> Partidor
(I O N T e O O O N R I

3'—GTA”|;AC CCG TCG GCG CGG GTA TCG-5' ADN molde

Largo =21

T =60,2 °C

S Sitio de restriccién de Ndel

Codén de inicio
v Sitio de corte

—> Sentido de polimerizacién

Informacién adicional:

Minimum base pairs required for single primer self-dimerization: 5.
Minimum base pairs required for a hairpin: 4.

Potential hairpin formation :
S' CATATGGGCAGCCGCGCCCAT 3°

3" Complementarity:

Mone |

All potential self-annealing sites are marked in red (allowing 1 mis-match):

57 CATATGEGCAGCCGOGCCCAT 3!
3" TACCCGCGCLCGRACGGETATAC 5°'
5" CATATGGGCAGCCGCECICCRT 3!
37 TACCCGCGCCGACGEGETATAC 5
5" CATATGGGCAGCCECECCCR 3!
3" TRACCCGCGCCGACGEETATAC 3"

Figura 24. DPotenciales hairpins 'y alineamientos en si mismo del partidor

<http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html>)
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7.3.2. pTXPNCS

Secuencia:
57 -CAT CCG CCG CTG AGC CAG-3T
Alineamiento:
v
5’ -CAT CCG CCG CTG AGC CAG-3'—> Partidor
(I O N T e O O O N R I
3'—GTA”|;AC GGC GGC GAC TCG GTC CTT-5' ADN molde
Largo =21
Tm = 60,2°C
S Sitio de restriccién de Ndel

Codén de inicio
v Sitio de corte

—> Sentido de polimerizacién

Informacién adicional:

Minimum base pairs required for single primer self-dimerization: 5.
Minimum base pairs required for a hairpin: 4.

Potential hairpin formation :

None !

3" Complementarity:
None !

All potential self-annealing sites are marked in red (allowing 1 mis-match):

Hone !

Figura 25. Potenciales Aairpins 'y alineamientos en si mismo del partidor pTXPNCS (OligoCalc

<http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html>)
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7.3.3. pTXReverse

Secuencia:

5’ -GCTCTTC C GCA ACC GCG TTG AAC-3’

Alineamiento:
5"-AAA GTT CAA CGC GGTvTGC G GAAGAGC-3’ ADN molde
LEE T e 1
<—3’-CAA GTT GCG CCA ACG,C CTTCTCG-5' Partidor
Largo =23
Ta =60,6°C
S Sitio de restriccién de Sapl
v Sitio de corte
< Sentido de polimerizacién

Informacién adicional:

Minimum base pairs required for single primer self-dimerization: 5.
Minimum base pairs required for a hairpin: 4.

Petential hairpin fermation :

None !

3' Complementarity:
None !

A1l potential self-annealing sites are marked in red (allowing 1 mis-match):

Hone !

Figura 26. Potenciales Aairpins y alineamientos en si mismo del partidor pTXReverse (OligoCalc

<http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html>)
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7.3.4. pTYp53S

Secuencia:

5’ -GCTCTTC C AAC GGC AGC CGC-3'

Alineamiento:

5/ -GCTCTTC CYAAC GGC AGC CGC-3'—> Partidor
O

3" -CGAGAAG G TTGACCG TCG GCG GTA-5' ADN molde

Largo =20

Ta =60°C

S Sitio de restriccién de Sapl

v Sitio de corte

- Sentido de polimerizacién

Informacién adicional:

Minimum base pairs required for single primer self-dimerization: 5.
Minimum base pairs required for a hairpin: 4.

Petential hairpin fermation :

None !

3' Complementarity:
None !

A1l potential self-annealing sites are marked in red (allowing 1 mis-match):

Hone !

Figura 27. Potenciales  hairpins 'y  alineamientos en si mismo del partidor pTYp53S  (OligoCale

<http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html>)
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7.3.5. pTYPNCS

Secuencia:

5’ -GCTCTTC C AAC GGT CCG CCG CTG AGC-3'

Alineamiento:

5’ -GCTCTTC CYAAC GGT CCG CCG CTG AGC-3' >

R
3" -CGAGAAG G TTG,CCA GGC GGC GAC TCG-5'

Largo =26
T =67,4°C
S Sitio de restriccion de Sapl

Sitio de corte

v
- Sentido de polimerizacién
[ | Codén de Glicina
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Informacién Adicional:

Minimum base pairs required for single primer self-dimerization: 5.
Minimum base pairs required for a hairpin: 4.

Potential hairpin formation :

5" GCTICTICCARACGECCCGCCGCTGAGCCAGGRARCCTICTCTGATCTGT GGARL 37
5" GCTICTICCARCGECCCGCCGCTGRAGCCAGGRAACCTICTCTGATCTGTGGARL 3
5" GCTCTICCARCGECOCCGCCGCTGAGCCAGGRARCCTICTCTGATCTGTGGARL 3
5" GCICTICCRRCGECCCECCGCTGAGCCAGERRRCCTICTCTGATCTGTIGERAL 3"

3' Complementarity:
Mone !

All potential self-annealing sites are marked in red (allowing 1 mis-match):

5" GCTCTICCAACG
3" ARRAGGIGICTAGTICICITCCAARGGACCGAGTCGCCET

GCCGCIGAGCCAGGRARCCTICTICIGATCTGTIGGARL 3
CAACCITCICG 5'

5" GCTCTTCCARCGECCCGCCGCTGAGCCAGGARACCTTCTCTGATCTIGTIGG 3!
3" RRRGGIGICTAGICICITCC GGACCGAGTCGCCGCCOGECAACCTITCTICG 5!
5" GCTCTTCCARCGECCOGCCGCTGAGCCAGEARACCTTCTCTGATCTGTGE 3!
3" RRRGGRTGICTAGTCTCTITCCARAGGACCGAGTOGOCGCCOGECRACCTITICTICG 5'
5 GCICTITCCARCGEOCCGOCECTGRGCCAGS CCTTCTICTIGATCIGTIGG 3t
3" ARRGEIGICTAGICICITCCARAGGRCCGAGTCGOCECCCOGECARCCTICICG 5!
5" GCICTICCARCGGEOCCGCCGCTGAGCCAGGRARCCTICTCTIGATCTGTGGARL 3!
3’ RAAGGTGTCTAGTCICTITCCARAGGACCGAGTCGLCGCCCEGECARCCTTICTICG S
5" GCICTICCARCGECCCGCCGCTGRAGCCAGGRARCCTICTCTGATCTGT GGAR 3!
3" AARGETGICTAGTCTCTTICCARAGGRCCGAGTCGLCGCCCGECARCCTTCTCG 5!

Figura 28. Potenciales Aairpins 'y alineamientos en si mismo del partidor pTYPNCS (OligoCale

<http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html>)
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7.3.6. pTYReversel

Secuencia:

5’ -CTGCAG TTA ACC GCG TTG AAC TTT CAC-3’

Alineamiento:

v
5/ -TGG GTG AAA GTT CAA CGC GGT TAA CTGCAG-3’

<http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html>)

63

ADN molde
<—3’-CAC TTT CAA GTT GCG CCA ATT GéCGTC—5 ! Partidor
Largo =27
Tm = 59,7 C
S Sitio de restriccién de Pstl
| Codén de término
v Sitio de corte
< Sentido de polimerizacién
Informacién adicional:
Minimum base pairs required for single primer self-dimerization: 5.
Minimum base pairs required for a hairpin: 4.
Potential hairpin formation :
5" CIGCAGTTRACCGCGTITGRACTITTICAC 3°
3" Complementarity:
Mone !
All potential self-annealing sites are marked in red {(allowing 1 mis-match):
5! CTGCAGTTARCCGCGTTGRACTTTICRAC 37
3" CACTTTCRRGTTGCGCCARTTIGACGTIC ot
5" CIGCAGTTRACCGCSTITGRACTTITICAC 3
3 CACTTTCRAGTTGCOGCCRRTTGROGTC BN
5" CIGCRAGTTIARCCGCGTTIGRACTTICRAC 3
3" CACTTTCRARGTTIGOGCCRATTGACGTC 5t
Figura 29. Potenciales Aairpins 'y alineamientos en si mismo del partidor pTYReversel
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7.3.7. pTYReversell

Secuencia:
5"-CG CGG ACG CTG CAG TTA ACC GCG TTG AAC TTT-3’

Alineamiento: v

5’-GTG AAA GTT CAA CGC GGT TAA CTG CAG CGT CCG CG-3'

FEE ottt rer rd
<—3’-TTT CAA GTT GCG CCA ATT GAC GTC GCA GGC GC-5'

Largo =32
Tm = 67°C
S Sitio de restriccién de Pstl

[ | Codén de término
v Sitio de corte
<

Sentido de polimerizacién
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Informacién adicional:

Minimum base pairs required for single primer self-dimerization: 5.
Minimum base pairs required for a hairpin: 4.

Potential hairpin formation :

5" CIGCAGTITARCCGCGITGAACTTTCACCCAGRACTGGTTACGGCGCATITICD 37
5" CIGCAGTITARCCGCGITGAACTTTCACCCAGRACT GGTTACGGCGCATITICD 37
5" CIGCAGITARCCGCGTIGARCTITCACCCAGRACTGGTTACGECGCATITTICC 37
5" CIGCAGTITAACCGCGITGRAACTTTCACCCAGRACTGGTTACGGCGCATITICD 37

3' Complementarity:
Mone !

All potential self-annealing sites are marked in red {allowing 1 mis-match):

57 CTGCRGTITARN
3" CCITITTACGCGGCATTIGETCARGACCCACTITCARGTTGOGCCARTTGACGIC

3" CCIITIACGCGGCATTIGETCARGACCCACTITCARGTTGCGCCAATTGACGTIC

3" CCITITACGCGECATTGETCARGRACCCACTITCARGTTGCGCCARTTGRACGIC

3" CCITITACGCGGCATTGETCAAGRACCCACTITCARGTTGCGCCRATTGACGTC

5" CIGCAGTTARCCGCGITGARCTTTCACCCAGRACT GGTTACGGCGCATITICC
3" CCTTTTACGCGECATIGET ARG

3" CCIITTACGCGGCATIGETCARGACCCACTITCARGTTGOGCCARATTGACGTIC

3" CCIITIACGCGGCATTIGETCARGACCCACTITCARGTTGOGCCARATTGACGIC

3" CCIITTACGCGGCATTIGETCARGACCCACTITCARGTTGOGCCARATTGACGTIC

3" CCIITTACGCGGCATTIGETCARGACCCACTITCARGTTGOGICARTTGACGIC

CGTTGAACTITCACCCAGRACTGETTACGECGCATITICC 3

57 CTGCAGTITARCCGCGTT GRACTTTCACCCAGARCTGETTACGGCGCATITICC

57 CTGCAGTTARCCGCGTTGRAACTTTCACCCAGRACTGETTACGGCGCATTITCC

57 CIGCAGTTARCCGCGTTGARCTTT CACCCAGRACTGEITACGECGCATTITCC

CRCTTTCRAGTTGCGCCARTTGACGTC

5° CTGCRGTTARCCGCGTTGRACTTICACCCAGRACTGETTACGGCGCATITICC

57 CTGCAGTITARCCGCGTTGAACTTTCACCCAGRRCTGGETTACGECOGCATITICC

57 CIGCAGTTARCCGCGTTGAACTTTCACCCAGRACTGETTACGECGCATTITCC

57 CIGCAGTTARCCGCGTTGARCTTTCACCCAGRACTGETTACGECGCATTITCC

gt

3t
gt

R
5t
R
51

3t
gt

31
5t

3t
gt

3t
gt

3t
gt

Figura 30. Potenciales Aairpins y alineamientos en si

<http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html>)
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7.3.8. Mutp53pSense

Secuencia:
5’-GCC CAT AGC AGT CAT CTG AAA AGC AAA AAG GGT-3'

Alineamiento:
5’ -GCC CAT AGC AGT CAT CTG AAA AGC AAA AAG GGT-3' —>

AR e e e
37-GCG CGG GTA TCG TCA GTA GAC TTC TCG TTT TTC CCA GTC-5’

Largo =33
Tw =63,2°C
H Par de bases reemplazado

—> Sentido de polimerizacién

7.3.9. Mutp53pReverse

Secuencia:
5'-ACC CTT TTT GCT TTT CAG ATG ACT GCT ATG GGC-37

Alineamiento:
5/-ACC CTT TTT GCT TTT CAG ATG ACT GCT ATG GGC-3' —>

R N e e e
3" -GAC TGG GAA AAA CGA GAA GTIC TAC TGA CGA TAC CCG CGC-5’

Largo =33
T =63,2°C
| Par de bases reemplazado

—> Sentido de polimerizacién
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7.4. Reactivosy equipos

Tabla 11. Reactivos utilizados en el desarrollo experimental

Reactivo Proveedor
Acrilamida: Bisacrilamida 29:1, DTT, Glicerol, TEMED, TRIS. Winkler

Agar Bacto

Agarosa Genética y Tec. Ltda.
Ampicilina, SDS CalBioQuem

Azul de Coomassie, Estdndar de tamafio molecular de proteinas bajo Sigma

rango, N,N’- dimetil-formamida.

BSA, Enzimas de restriccién Sapl, Ndel, Pstl, EcoRI, Buffer 1, 2, 3, 4 New England Biolabs
para enzimas de restriccién, Resina Chitin beads, Vectores pTXB1,

plYB11.

Bromuro de etidio, Cloruro de sodio, EDTA, Triton X-100. Merck
Carbenicilina, Elongase Enzime Mix, T4 DNA Ligasa. Invitrogen
dNTP’s, IPTG, X-GAL. Fermentas
Estandar de tamafio molecular de ADN 100bp, Kit pPGEM-T Easy, Kit Promega

Taq DNA Polimerasa.

Estiandar de tamafio molecular pretefiido de proteinas ThermoScientific
Kit QIAEX II, Kit QIAprep Spin Miniprep Qiagen

Medio Luria-Bertani Difco
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Tabla 12. Equipos utilizados en laboratorio

Equipo

Proveedor

Agitador orbital MaxQ 4000

Autoclave

Balanza Analitica Ohaus Analytical Plus,

Balanza Ohaus Precision Estiandar.

Camara electroforética horizontal

Camara electroforética vertical MiniProtean II
Camara fotografica

Centrifuga Eppendorf 5804 R

Centrifuga Sorvall RC-6 plus

Electroporador Electroporator 2510
Espectrofotémetro Genesys 6
Espectrofotémetro UV /visible ULtrospec 3000

Fuente de poder electroforesis

Incubador

Microcentrifuga
Refrigerador -80°C
Sistema de purificacion de agua Molli-Q_

Sonicador Microsoon Ultrasonic Cell Disruptor
Termicilcador Mastercycler Gradient, Thermomixer Comfort

Transiluminador de geles de agarosa

Barnstead, Lab-Line, USA

Orthman, Chile
Ohaus, USA

Fermelo Biotec YL, Chile
Bio-Rad Laboratories Inc., USA
Kodak EasyShare M340, China
Eppendorf, Alemania
ThermoFisher Scientific, USA
Eppendorf, USA

Thermo Scientific, USA
Pharmacia Biotech, Inglaterra

BRL 500, Bio-Rad Power Pac 1000, USA

Shel Lab Shaking Incubator Sheldon
Manufactury, USA

BOECO M-24A, USA
UltFreezer Haier, China
Millipore, USA

Misonix, USA

Eppendorf, Alemania

Vilber Loumat, Francia
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7.5. Protocolos

7.5.1. Electroforesis en gel de agarosa

Este protocolo se utilizé para analizar el tamafio de productos de PCR y de digestién plasmidial.
Las muestras de ADN fueron mezcladas en proporcion 5:1 con tampén de carga 6X (glicerol 30% p/v y
azul de bromofenol 0,25% p/v) y posteriormente se cargaron en los respectivos carriles del gel de agarosa

1% o 2% p/v dependiendo del tamafio de los fragmentos esperados.

7.5.2. Transformacién de bacterias electrocompetentes

Las mezclas de ligacién se diluyeron 10 veces en agua estéril. Se agregé 1 puL de esta dilucién
ligacién a 20 pl. de bacterias electrocompetentes E. co/i. Las condiciones del electroporador fueron: 410 V,
330 pF, baja impedancia y tasa de carga ripida. Las bacterias transformadas se traspasaron a 1 mL de
medio LB estéril y se incubaron a 37°C durante 1 h. Posteriormente se centrifugaron a 13.000 rpm
durante 1 min y se descartaron 900 pL. del sobrenadante. El sedimento de células se resuspendié en el
sobrenadante restante y se sembré sobre placas LB-Agar con Ampicilina 100 pg/mlL, o bien placas
suplementadas con Ampicilina, X-Gal e IPTG. Las placas se incubaron a 37°C durante toda la noche, y

posteriormente se mantuvieron a 4°C.

7.5.3. PCR de colonias transformadas

Este método se utilizé para corroborar la presencia de cada inserto en las colonias seleccionadas
como clones positivos. Para cada construccién, se escogieron aquellas colonias blancas que lograron crecer
en la placa. Las células se transfirieron mediante una punta estéril a una nueva placa LB-
Agar/Amp/IPTG/X-Gal (o bien LB-Agar/Amp) numerada dejindose incubar a 37°C durante la noche,
al mismo tiempo, el remanente de cada punta fue resuspendido en 30 pL. de agua estéril, incubindose a
100°C durante 10 min, luego se tomaron 5 pL. como templado y se agregaron sobre 15 pl. de mezcla de
PCR. Para confirmar la presencia de inserto, se utilizaron los partidores correspondientes al fragmento

clonado, utilizando el siguiente protocolo de PCR:

Para cada uno de los cuatro fragmentos clonados, se completaron mezclas de PCR de 20 pL, las

que contenian:

e 4 pL de tampén 10X

e 1,6 uL de MgCl, 25 mM

e 0,4yl de dNTP’s 10 mM

e 1L de partidor sense 10 mM

e 1 pL de partidor reverse 10 mM
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e 0,35 pL de Tag DNA polimerasa
e 5 ul de ADN templado
e 6,65 uL de agua estéril
El programa de temperaturas usado para la reaccién de PCR con la enzima fue: 1 ciclo a 95°C por

2 min; 30 ciclos a 95°C por 1min, 55°C por 40 's, 72°C por 30 s, y finalmente 1 ciclo a 72°C por 5 min.

Luego, los productos de PCR se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa 2% p/v. Las
colonias que mostraron presencia de inserto en el producto de PCR, se cultivaron en 4 mL de medio LB

suplementado con Ampicilina 100 pg/mL, incubindose toda la noche a 37°C y 200 rpm.

7.5.4. Minipreparaciéon de ADN plasmidial (QIAprep® Spin Miniprep)

Se inoculé una colonia en 4 mL. de medio LB con antibiético y se incubé a 37 °C durante la
noche. Se centrifugé el cultivo de a 1 mL a la vez, descartando el sobrenadante (méx. 5 mL de cultivo) (1
minuto a 13000 rpm). Se resuspendié con la pipeta en 250 pL de Buffer P1. Se agregé 250 pL de Buffer
P2, y se mezcl6 invirtiendo el tubo suavemente 4-6 veces evitando que esta reaccion de lisis tardara mds de
5 minutos. Se agregé 350 pL de Buffer N3 y se invirtié inmediatamente el tubo en forma suave para

mezclar. Se centrifugé 10 minutos a 13000 rpm.

Se recuperé el sobrenadante y se deposité en una columna de spin. Se centrifugé 1minuto a 13000
rpm. Se descarté el liquido y se lavé el ADN de la columna de spin con 750 pL. de Buffer PE. Se
centrifugé 1minuto a 13000 rpm. Se descart6 el liquido y se centrifugé nuevamente durante 1minuto para
remover los residuos de buffer. Se ubicé la columna en un tubo de 1.5 mL, se agregé 50 uL. de H,O pH

8.5 (precalentada a 50 °C) en el centro. Se dejé reposar 1 minuto y se centrifugé 1 minuto a 13000 rpm.

7.5.5. Concentracién de péptidos mediante tubos Centricon YM-3 (Millipore)

Los tubos fueron previamente centrifugados con 100 mL de Tween 20 0,1% a 6500 rpm por 30
minutos. Luego se cargaron las muestras y se centrifugé a 6500 rpm y 4 °C durante 2 h. Se descarté el
filtrado y se recuperé los péptidos concentrados con el colector centrifugando a 3000 rpm y 4 °C durante 5
min. Para determinar la concentracién proteica se midié mediante el método de Bradford (Seccién 3.2.7)

antes y después de concentrar.

7.5.6. Precipitacion de péptidos con Acetona

Las muestras de los péptidos eluidos en la cromatografia y aquellos concentrados en tubos
Centricén fueron precipitados agregando 5 volimenes de acetona 100% por cada muestra. Luego los tubos
se agitaron 30 s mediante Vortex y se incubaron toda la noche a -20 “C. Cada muestra fue centrifugada a
13000 rpm y 0 °C durante 15 min. Se descarté el sobrenadante para lavar con 2 volimenes de acetona

100% cada muestra, se agité nuevamente con Vortex y se incubé durante 1 h a -20°C. Las muestras se
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centrifugaron a 13000 rpm y 0 °C durante 15 min. Se descarté el sobrenadante y se dejé secar a

temperatura ambiente durante 30 min. El precipitado fue almacenado a 4 °C

7.6. Secuenciacién de clones positivos en pPGEM-T Easy

A continuacion se presentan las secuencias nucleotidicas (5 = 3’) de los 7 clones positivos en el

vector PGEM-T Easy. En rojo se destacan los segmentos codificantes deseados:

7.6.1. pGEM/p53pTX

TNNAGNNNNTTGGATTGTTNTTCTACTCACTATAGGGCGAATTGGGCCCG
ACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTCATAT
GGGCAGCCGCGCCCATAGCAGTCATCTGAAAAGCAAAAAGGGTCAGAGTA
CCAGCCGTCACAAGAAATGGAAAATGCGCCGTAACCAGTTCTGGGTGAAA
GTTCAACGCGGTTGCGGAAGAGCAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTG
CAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAG
TATTCTATAGTGTCACCTAAATAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGT
TTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCC
GGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCAC
ATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGT
GCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGT
ATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGT
TCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTAT
CCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAG
CAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAG
GCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTG
GCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGNAAGCT
CCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACTCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCC
GCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAT

7.6.2. pGEM/p53pTY

NNNNNCCNNNNNCNNTNATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGGCCCGAC
GTCCAGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTCTGCAGTTA
ACCGCGTTGAACTTTCACCCAGAACTGGTTACGGCGCATTTTCCATTTCT
TGTGACGGCTGGTACTCTGACCCTTTTTGCTTTTCAGATGACTGCTATGG
GCGCGGCTGCCGTTGGAAGAGCAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGC
AGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGT
ATTCTATAGTGTCACCTAAATAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTT
TCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCG
GAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACA
TTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTG
CCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTA
TTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTT
CGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATC
CACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGC
AAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGG
CTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTG
GCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCT
CCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCC
GCCTTTCTCCCTTCCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTA
GGTATCTCAGTTCGGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCA
CGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTC
TTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGGC
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7.6.3. pGEM/PNCpTX

NNNNNNTNNTACGGACTCACTATAGGGCGAATTGGGCCCGACGTCGCATG
CTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTGCTCTTCCGCAACCG
CGTTGAACTTTCACCCAGAACTGGTTACGGCGCATTTTCCATTTCTTCAG
CAGTTTCCACAGATCAGAGAAGGTTTCCTGGCTCAGCGGCGGCATATGAA
TCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCC
CAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTGTCACCTAAATAGC
TTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCT
CACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGG
GTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCC
GCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCA
ACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGC
TCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCT
CACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGG
AAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGG
CCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCAC
AAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAG
ATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGA
CCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTG
GCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTT

7.6.4. pGEM/PNCpTY

GCGAGCGGGATGTATACGACTCACTATAGGGCGAAATTGGGCCCGACGTC
GCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTCGCGGACGCT
GCAGTTAACCGCGTTGAACTTTCACCCAGAACTGGTTACGGCGCATTTTC
CATTTCTTCAGCAGTTTCCACAGATCAGAGAAGGTTTCCTGGCTCAGCGG
CGGACCGTTGGAAGAGCAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTC
GACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCT
ATAGTGTCACCTAAATAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTG
TGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGC
ATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAAT
TGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGC
TGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGG
CGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCT
GCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAG
AATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAG
GCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCG
CCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAA
ACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTC
GTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTT
TCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATC
TCAGTTCGG
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7.7.  Secuenciacién de clones positivos en pIXB1y pTYB11

A continuacion se presentan las secuencias nucleotidicas (5 = 3’) de los 7 clones positivos en el

vector PGEM-T Easy. En rojo se destacan los segmentos codificantes de los péptidos deseados:

7.7.1. pTXB1/p53pTX

NNNNNGNGNNNAANNNTCCNTCTAGAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAG
GAGATATACATATGGGCAGCCGCGCCCATAGCAGTCATCTGAAAAGCAAA
AAGGGTCAGAGTACCAGCCGTCACAAGAAATGGAAAATGCGCCGTAACCA
GTTCTGGGTGAAAGTTCAACGCGGTTGCATCACGGGAGATGCACTAGTTG
CCCTACCCGAGGGCGAGTCGGTACGCATCGCCGACATCGTGCCGGGTGCG
CGGCCCAACAGTGACAACGCCATCGACCTGAAAGTCCTTGACCGGCATGG
CAATCCCGTGCTCGCCGACCGGCTGTTCCACTCCGGCGAGCATCCGGTGT
ACACGGTGCGTACGGTCGAAGGTCTGCGTGTGACGGGCACCGCGAACCAC
CCGTTGTTGTGTTTGGTCGACGTCGCCGGGGTGCCGACCCTGCTGTGGAA
GCTGATCGACGAAATCAAGCCGGGCGATTACGCGGTGATTCAACGCAGCG
CATTCAGCGTCGACTGTGCAGGTTTTGCCCGCGGGAAACCCGAATTTGCG
CCCACAACCTACACAGTCGGCGTCCCTGGACTGGTGCGTTTCTTGGAAGC
ACACCACCGAGACCCGGACGCCCAAGCTATCGCCGACGAGCTGACCGACG
GGCGGTTCTACTACGCGAAAGTCGCCAGTGTCACCGACGCCGGCGTGCAG
CCGGTGTATAGCCTTCGTGTCGACACGGCAGACCACGCGTTTATCACGAA
CGGGTTCGTCAGCCACGCTACTGGCCTCACCGGTCTGAACTCAGGCCTCA
CGACAAATCCTGGTGTATCCGCTTGGCAGGTCAACACAGCTTATACTGCG
GGACAATTGGTCACATATAACGGCAAGACGTATAAATGTTTGCAGCCCCA
CACCTCCTTGGCAGGATGGGAACCATCCAACGTTCCTGCCTTGTGGCAGC
TTCAATGACTGCAGGAAGGGGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGAAG
CTGAGTTGGCTGCTGCACGCTGAGCATACTAGCATACCCCTNGGGCNCTA
ACGGGTCTTGAGGGTTTTTGCTGAAAGGAGGACTATATCCGGATACTACG
TCAGGTGGCANN

7.7.2. pTYB11/p53pTY

NNGNCTNNGNNATATTCGAGTTCAGATTGAAGGAGACGATTATTATGGGA
TTACTTTATCTGATGATTCTGATCATCAGTTTTTGCTTGGATCCCAGGTT
GTTGTACAGAACGGCAGCCGCGCCCATAGCAGTCATCTGAAAAGCAAAAA
GGGTCAGAGTACCAGCCGTCACAAGAAATGGAAAATGCGCCGTAACCAGT
TCTGGGTGAAAGTTCAACGCGGTTAACTGCAGGAAGGGGATCCGGCTGCT
AACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATA
ACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGC
TGAAAGGAGGAACTATATCCGGATATCCCGCAAGAGGCCCGGCAGTACCG
GCATAACCAAGCCTATGCCTACAGCATCCAGGGTGACGGTGCCGAGGATG
ACGATGAGCGCATTGTTAGATTTCATACACGGTGCCTGACTGCGTTAGCA
ATTTAACTGTGATAAACTACCGCATTAAAGCTTGGCACTGGCCGTCGTTT
TACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTT
GCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCAC
CGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGCAGCTTG
GCTGTTTTGGCGGATGAGATAAGATTTTCAGCCTGATACAGATTAAATCA
GAACGCAGAAGCGGTCTGATAAAACAGAATTTGCCTGGCGGCAGTAGCGC
GGTGGTCCCACCTGACCCCATGCCGAACTCAGAAGTGAAACGCCGTAGCG
CCGATGGTAGTGTGGGGTCTCCCCATGCGAGAGTAGGGAACTGCCAGGCA
TCAAATAAAACGAAAGGCTCAGTCGAAGACTGGGCCTTTCGTTTATCTGT
TGTTTGTCGGTGAACGCTCTCCTGAGTAGGACAAATCCGCCGGGGAGCGG
AATTTGAACGTTGCGAGNA
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7.7.3. pTXB1/PNCpTX

NNNNNCNNNNATTCCNTCTAGAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGA
TATACATATGCCGCCGCTGAGCCAGGAAACCTTCTCTGATCTGTGGAAAC
TGCTGAAGAAATGGAAAATGCGCCGTAACCAGTTCTGGGTGAAAGTTCAA
CGCGGTTGCATCACGGGAGATGCACTAGTTGCCCTACCCGAGGGCGAGTC
GGTACGCATCGCCGACATCGTGCCGGGTGCGCGGCCCAACAGTGACAACG
CCATCGACCTGAAAGTCCTTGACCGGCATGGCAATCCCGTGCTCGCCGAC
CGGCTGTTCCACTCCGGCGAGCATCCGGTGTACACGGTGCGTACGGTCGA
AGGTCTGCGTGTGACGGGCACCGCGAACCACCCGTTGTTGTGTTTGGTCG
ACGTCGCCGGGGTGCCGACCCTGCTGTGGAAGCTGATCGACGAAATCAAG
CCGGGCGATTACGCGGTGATTCAACGCAGCGCATTCAGCGTCGACTGTGC
AGGTTTTGCCCGCGGGAAACCCGAATTTGCGCCCACAACCTACACAGTCG
GCGTCCCTGGACTGGTGCGTTTCTTGGAAGCACACCACCGAGACCCGGAC
GCCCAAGCTATCGCCGACGAGCTGACCGACGGGCGGTTCTACTACGCGAA
AGTCGCCAGTGTCACCGACGCCGGCGTGCAGCCGGTGTATAGCCTTCGTG
TCGACACGGCAGACCACGCGTTTATCACGAACGGGTTCGTCAGCCACGCT
ACTGGCCTCACCGGTCTGAACTCAGGCCTCACGACAAATCCTGGTGTATC
CGCTTGGCAGGTCAACACAGCTTATACTGCGGGACAATTGGTCACATATA
ACGGCAAGACGTATAAATGTTTGCAGCCCCACACCTCCTTGGCAGGATGG
GAACCATCCAACGTTCCTGCCTTGTGGCAGCTTCAATGACTGCAGGAAAG
GGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCA
CCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTT
GAA

7.7.4. pTYB11/PNCpTY

NNNNNCNNNNATTCCNTCTAGAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGA
TATACATATGGGCCCGCCGCTGAGCCAGGAAACCTTCTCTGATCTGTGGA
AACTGCTGAAGAAATGGAAAATGCGCCGTAACCAGTTCTGGGTGAAAGTT
CAACGCGGTTGCATCACGGGAGATGCACTAGTTGCCCTACCCGAGGGCGA
GTCGGTACGCATCGCCGACATCGTGCCGGGTGCGCGGCCCAACAGTGACA
CCATCGACCTGAAAGTCCTTGACCGGCATGGCAATCCCGTGCTCGCCGAC
CGGCTGTTCCACTCCGGCGAGCATCCGGTGTACACGGTGCGTACGGTCGA
AGGTCTGCGTGTGACGGGCACCGCGAACCACCCGTTGTTGTGTTTGGTCG
ACGTCGCCGGGGTGCCGACCCTGCTGTGGAAGCTGATCGACGAAATCAAG
CCGGGCGATTACGCGGTGATTCAACGCAGCGCATTCAGCGTCGACTGTGC
AGGTTTTGCCCGCGGGAAACCCGAATTTGCGCCCACAACCTACACAGTCG
GCGTCCCTGGACTGGTGCGTTTCTTGGAAGCACACCACCGAGACCCGGAC
GCCCAAGCTATCGCCGACGAGCTGACCGACGGGCGGTTCTACTACGCGAA
AGTCGCCAGTGTCACCGACGCCGGCGTGCAGCCGGTGTATAGCCTTCGTG
TCGACACGGCAGACCACGCGTTTATCACGAACGGGTTCGTCAGCCACGCT
ACTGGCCTCACCGGTCTGAACTCAGGCCTCACGACAAATCCTGGTGTATC
CGCTTGGCAGGTCAACACAGCTTATACTGCGGGACAATTGGTCACATATA
ACGGCAAGACGTATAAATGTTTGCAGCCCCACACCTCCTTGGCAGGATGG
GAACCATCCAACGTTCCTGCCTTGTGGCAGCTTCAATGACTGCAGGAAAG
GGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCA
CCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTT
GACCGACGG
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7.8. Curva de calibracién de Bradford
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Figura 31. Curva de calibracién de Bradford usando BSA como estindar. Se grafic la concentracién de proteinas (mg/mL) versus

la razén de absorbancia (595/465) menos el blanco, y se realizé una regresion lineal.

7.9. Cuantificacion de fracciones celulares

Tabla 13. Cuantificacién de proteinas obtenidas de los distintos sistemas de expresién y porcentaje de proteina recombinante

presente en la fraccién soluble.

Muestra Fraccién Concentracién [mg mL™] Proteina recombinante® [%]
Citoplasmitica 3,31
PNCpTX Soluble 2,81 2,8
Insoluble 0,63
Citoplasmitica 3,53
PNCpTY Soluble 2,18 3,9
Insoluble 1,03
Citoplasmdtica 8,23
p33pTY Soluble 4,60 4,3
Insoluble 3,03

* Proteina de fusién + péptido
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