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Biografia

Naci en Santiago en Febrero del afio 88’, rodeado de banderitas chilenas y afiches con
arcoiris multicolores con un “NO” en el centro. En ese momento no entend{ que signficaban
y creo que actualmente tampoco. Lo que si entendi de inmediato, fue el carifio que mis
padres me entregaron desde el momento en que naci y quizds desde antes, eso no lo sabré.
Fueron cuatro afios de los que definitivamente no tengo muchos recuerdos, pero sé que
vivimos en Nufioa y despues migramos a la hermosa y calurosa ciudad de San Felipe, en
la quinta regién. En esta ciudad tuve mi primer dia de clases, en el Colegio Inglés de Los
Andes donde estuve 2 afios. Luego migramos al otro lado de la cordillera, a la ciudad
de Buenos Aires a orillas del rio Tigre. Ciertamente, estos fueron los mejores 3 afos de mi
infancia, de los que tengo los mejores recuerdos. Ingresé al Colegio SEK de Argentina e hice
muy buenos amigos, con los que todavia tengo contacto a la lejania. Creo que en esa época
ya tenfa como 10 afios y nos toc6 volver a Chile, a San Felipe nuevamente, donde estuve

5 afios mas en el mismo colegio Inglés de Los Andes. Incluso volvi al mismo curso que




habfa dejado tiempo atrés, por lo que no fue tan diffeil acostumbrarse y hacer amigos. Sin
embargo, parece que mi familia disfrutaba de los cambios de casa, asi que nos fuimos de
vuelta a Santiago, a Pefialolén, donde ingresé al Colegio Altamira en el afio 2004. Fueron
2 afios en los que pude reecontrarme con mis virtudes musicales, donde el saxofén fue un
compafiero del dia a dfa. En total fueron 12 afios de colegio que puedo decir que disfrute
al méximo, pero luego tuve que escoger una carrera, asi que hice una mezcla de mi padre
ingeniero de la USACH y mi madre profesora de biologia de la PUC y escogi Ingenieria
en Biotecnologia Molecular en la Universidad de Chile. A finales del 2008 comencé una
roméntica aventura con una linda estudiante de Educacién Parvularia de una universidad
vecina, romance que sigue vivo y vigente hasta la actualidad. Posteriormente, a finales del
2009 ingresé al Laboratorio de Transformacién Celular (LTC) de la Facultad de Medicina
de la misma Universidad dirigido por el Dr. Julio Tapia. Ahf aprendi a hacer experimentos,
a equivocarme y a volver a intentar, aprendi a ser perseverante y resiliente. En esa época
desarrollé mi unidad de investigacién y luego mi Seminario de Titulo en 2011, el cual

presento en estas paginas venideras.
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Resumen

La EnziMA CONVERTIDORA DE ENDOTELINA-1 (ECE-1) es una metalopro-
teasa de membrana involucrada en la sintesis de ENDOTELINA-1 (ET-1} ¥ su
expresién estd relacionada con diversos procesos celulares y enfermedades,
como el céncer. Se conocen cuatro isoformas de Ece-1, las cuales presentan
exactamente la misma secuencia de transmembrana, porcidn extracelular y
sitio activo, pero presentan diferencias en su extremo N-terminal citoplasmati-
co. Se ha descrito que la isoforma ece-1c es la que presenta mayores niveles
de expresién en células cancerfgenas y se ha mostrado que su sobrexpresién
se relaciona con un aumento del fenotipo tumoral. Por otro lado, su inhibicién
resulta en una disminucién de dicho fenotipo e incluso se ha planteado que
presenta efectos opuestos a otras isoformas, como ECk-1a. Notablemente, se
ha relacionado a eci-1 con la ruta de sefializacién wNT-B-CATENINA, descrita
como una via directamente involucrada en la progresién y desarrollo tumoral.
Se sabe también que la isoforma ece-1c presenta sitios putativos de fosfori-
lacién por 1a protefna kinasa ck2, que es parte del eje central de la misma ruta
de sefializacién. Estos antecedentes y nuestros datos preliminares permiten
sugerir a Ecg-1c como un potencial blanco para el diagndstico del céncer, en
especial el extremo N-terminal tinico de la isoforma.

Este trabajo se ha enfocado en la obtencién del péptido recombinante
correspondiente a la fraccién N-terminal de Ece-1c fusionada a gstT. En primer
lugar, se amplificé la regién nucleotidica codificante de dicho fragmento por
PCR, luego se subcloné en el vector transportador pPGEM® -T-easy y posterior-
mente se subcloné en el vector de expresion bacteriana pGEX®-2T fusionada
al extremo 3’ de Gst. Finalmente, se estandarizé la expresién del péptido re-
combinante en la bacteria E. coli y se purificé en una columna de afinidad de
Glutatién-Agarosa.

La obtencién del péptido de fusién Gst-N-Ece-1c permitird a corto plazo
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el desarrollo de un anticuerpo especifico para ece-1c, ya que en el mercado
sélo existen anticuerpos que reconocen a Ece-1 sin distinguir entre las isofor-
mas. Asimismo, el péptido recombinante podrfa ser utilizado como sustrato en
ensayos de fosforilacién por ck2 con el fin de estudiar su posible rol en la ruta
WNT-3-CATENINA U otra.

El estudio presentado en este seminario de titulo brinda los primeros pasos
en una linea de investigacién que tiene como objetivo principal comprender
Jas bases celulares del cncer y el papel especifico de la isoforma Ece-1c en

esta enfermedad.



Abstract

ENDOTHELIN CONVERTING ENZIME - 1 (2ce-1) is a membrane metalloprotease
involved in EnpoTHELIN-1 (T-1) synthesis and its expression is related with
many cellular process and diseases, including cancer.

There are four different Ece-1 isoforms, which have the same transmembrane
sequence, extracellular N-terminal citoplasmic portion. It has been described
that isoform Ece-1c is the most expressed in cancer cells and han been proved
that its overexpression leads to an increased tumoral phenotype. On an other
hand, the inhibition of ecg-1c leads to a decreased tumor phenotype and it has
also proposed having opposite effects in comparisson with other isoforms, like
EcE-la. Noteworthy, ece-1 has been related with the wnT-B-cATENIN signaling
pathway, which is directly involved in tumor progression and development.
Also, EcE-1c has four putative phosphorylation sites for cx2, which is a protein
implicated in this pathway. All this evidence together our preliminary data
permit to suggest to ECE-1c as a potencial target to cancer diagnosis specially
by its exclusive N-terminal end.

The aim of this work is to obtain the purified recombinant N-terminal end
of Eci-1c fused to asT (Gs1-NECE-1c). In a first step, the nucleotide coding
region was amplified by convencional PCR, then cloned in the pGEM®-T-easy
shuttle vector and finally it was subcloned in the pGEX®-2T expression vector
fused to the 3’ terminal end of Gst. Peptide expression was optimized in E. coli
and then purified in a Glutathione-Agarose affinity column.

Purified sT-NECE-1c protein will permit to develop a specific ece-1c antibody
in a short time, since only one exists in the commerce that recognize the
total Ece-1, without distinguishing between the four isoforms. Likewise, the
recombinant peptide will be used in a kinase assay, as a putative ck2 substrate,
with the purpose of studying the specific role of Ece-1c in the wnT/B-CATENIN
signaling pathway.



The study presented here, contribute with the first steps of a research line
that has as a main aim to understand the cellular basis of cancer and the

specific role that the specific isoform £cg-1c has into this disease.



1. Introduccion

1.1. Cancer

El cdncer es una enfermedad multifactorial que consiste en la alteracién de pro-
cesos celulares que conducen a la proliferacién descontrolada de un determinado
grupo de células, En muchos casos, estas células son capaces de migrar y colonizar
otros érganos, estableciéndose y generando un dafio muchas veces irreversible en
el tejido, pudiendo incluso producir la muerte del individuo. Estas alteraciones son
producidas por factores epigenéticos y genéticos que generan desregulaciones en
el ciclo celular, dando lugar a células con un aumentado potencial proliferativo.

Existe una gran cantidad de rutas de sefializacién que regulan el ciclo celu-
lar, como la ruta WNT-B-CATENINA y una diversidad de moléculas relacionadas con
dichos procesos, como ENDOTELINA-1 y cK2. Es por esto que nuestro laboratorio
se ha esforzado en estudiar estas vias de sefializacién y la participacidén de estas
moléculas, a fin de poder desarrollar herramientas que permitan la deteccién tem-

prana de la enfermedad o nuevas estrategias para su tratamiento.

1.2. La ruta de sefializacion WNT/B-CATENINA en el cancer

La ruta de sefializacién WNT/[-CATENINA regula eventos importantes en el de-
sarrollo v remodelamiento de algunos tejidos, teniendo implicancias directas en
la proliferacién y migracién celular [WIDELITZ Y coL. 2005]. Esta via se encuen-
tra altamente activa en células epitelilales, tales como las del colon, que estdn en
constante regeneracién [Kim Y coL. 2005]. Dichas caracteristicas fisioldgicas son
claves en la progresion tumoral y se ha visto un aumento en la activacion de esta

via en células de cdncer, incluido el colorectal y el de mamas [WIDELITZ Y COL.



2005].

La protefna central de la via es B-CATENINA, que actia como activador trans-
cripcional de genes relacionados con proliferacién, migracién e invasién celular.
Cuando la ruta de sefializacién esta inactiva, el receptor FRIZZLED y el correcep-
tor LRPs/¢ se encuentran libres y B-CATENINA interactia con un complejo citoplas-
madtico compuesto por las proteinas AXINA, APC, GSK3P y cklo. Estas tltimas dos
corresponden a Ser/Thr-kinasas que fosforilan a 3-CATENINA, promoviendo su ubi-
quitinacién y posterior degradacién por el proteosoma. En contraparte, la unioén
de un ligando WNT a estos receptores, como WNT1 o WNT34, impiden que las fos-
forilaciones ocurran y B-CATENINA queda libre en el citoplasma, permitiéndose su
acumulacién y migracién al nticleo [WIDELITZ Y cOL. 2005].

Un conocido regulador positivo de la ruta de sefializacion WNT/(-CATENINA es
la protefna kinasa ck2, que fosforila a mds de 300 proteinas en residuos de Ser
o Thr, teniendo un rol directo en procesos celulares relacionados con la expresién
génica, proliferacién y viabilidad celular [AHMED Y coL. 2002]. Diversos estudios
permiten sugerir a CK2 como un potencial blanco para el tratamiento y deteccién
del cdncer, ya que su funcién celular estd directamente relacionada con el desarro-
llo y progresién tumoral [GUERRA E ISSINGER, 1999; ALLENDE Y ALLENDE 1995].
Esta enzima presenta dos tipos de subunidades, una catalitica y una regulatoria («
6 o, y B, respectivamente) formando parte de un tetrdmero que se puede encontrar
en las combinaciones, 0Pz, o’z 6 wa’B2 [VALERO Y COL. 1995].

Otros trabajos han demostrado que la proteina ck2 fosforila a B-CATENINA, es-
tabilizdndola y protegiéndola de su degradacién proteosomal [SONG Y coL. 2000].
Ademads, estudios realizados en nuestro laboratorio demuestran que la estabilizacién
de B-CATENINA por otra Ser/Thr-kinasa, AKT/PKB, también seria un evento regula-

do por cx2, ya que esta dltima fosforilarfa a AKT permitiendo una mejor interaccion



con B-CATENINA, promoviendo su estabilizacién y migracién al micleo [PONCE Y
coL. 2011a y 2011b]. Una vez en el micleo, 3-CATENINA es capaz de unirse a los
factores de transcripcién de la familia Tcr/LEF promoviendo la expresién de genes
responsables de la proliferacién, migracién e invasién celular, caracteristicas tipicas
del cancer. Entre estos genes podemos encontrar a Survivina, c-Myc, Cox-2, Vegfy
End-1, los cuales contienen sitios de unién a los factores de transcripcion TCF/LEF
en sus secuencias promotoras [HE Y coL. 1998; KiM Y coL. 2005; TORRES Y COL.

2006] .

1.3. Endotelina-1

Uno de los genes blancos de la ruta WNT/B-CATENINA codifica la ENDOTELINA-1
(ET-1), un péptido con variadas funciones celulares. ET-1 se genera a partir del
precursor PREPROENDOTELINA-1 (PRE-PROET-1) de 212 aminodcidos, el cual es
procesado por una endopeptidasa a BIG-ENDOTELINA-1 (BIG-ET-1), de 39 amino4ci-
dos. Posteriormente, la generacion del péptido (ET-1) se lleva a cabo por la Enzi-
ma Convertidora de Endotelina-1 (ECE-1), la cual rompe el enlace entre el tripto-
fano 21 y la valina 22, produciendo un péptido activo (ET-1) de 21 aminodcidos
[SHIMADA Y COL. 1995; VALDENAIRE Y coL. 1999]. Este proceso se detalla es-

quemdticamente en la Figura 1.



Figura 1: Biosintesis de Endotelina. En la figura se muestra la expresién del gen End-1,
que codifica el precursor PREPROENDOTELINA-1 (PRE-PROET-1), el cual es procesado in-
tracelularmente por una endopeptidasa a BIG-ENDOTELINA-1 (BIG-ET-1). Posteriormente,
la Enzima Convertidora de Endotelina-1 (ECE-1), mostrada como un homodimero de mem-
brana, produce el péptido activo (ET-1) de 21 aminodacidos. La actividad de este péptido es
mediada por los receptores de transmembrana ETaR y ETpR, los cuales median la activacién
de distintas cascadas de sefializacién intracelular.

Se ha descrito que ET-1 es un péptido altamente vasoactivo que tiene fun-
ciones importantes en la vasoconstriccién y regulacion cardiaca, por lo que su
desregulaciéon influye directamente en la generacion de diversas enfermedades,
como hipertension y falla renal aguda [NELSON Y coL. 2003]. Por otro lado, ET-
1 participa en el crecimiento y proliferacion celular, lo que significa que tiene un
alto potencial mitogénico y se se ha sugerido que existe una estrecha relacion en-
tre alteraciones en la regulacién de ET-1 y diversos tipos de céncer, entre ellos el
colorectal [NELSON Y coL. 2003; CARDUCCI Y cOL. 2000].

La actividad de este péptido es mediada por los receptores de transmembrana
ET,R V ETpR, desencadenando diversos eventos de sefializaciéon relacionados con
su rol vasoactivo y en proliferacion celular [KHimJ1 Y RockEy, 2010]. Se han de-

tectado altos niveles de ET-1 tanto en el plasma sanguineo como en los tejidos de
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pacientes con céncer, e incluso se ha demostrado que en presencia de un antago-
nista del receptor ET,R existe una disminucién en el crecimiento tumoral [AsHAM
Y coL. 20011. Es importante destacar que el péptido activo ET-1 tiene una vida
media muy corta (1 minuto), por lo que sus efectos bioldgicos son completamente

dependientes de la conversién de B1G-ET-1 a ET-1 por la ECE-1.

1.4. Enzima Convertidora de Endotelina - 1 (ECg-1)

Esta proteina de membrana es una metaloproteasa dependiente de zinc, com-
puesta por un dominio catalitico extracelular (C-terminal), una regién de trans-
membrana y un pequefio dominio citoplasmatico (N-terminal) de aproximada-
mente 80 aminodcidos. Su localizacién en la membrana celular corresponde a un
homodimero unido por puentes disulfuros (Figura 2A). La enzima presentaria diez
glicosilaciones putativas y cada mondémero coordinaria un ion de Zinc en el bolsillo
del sitio activo [TURNER Y TANZAWA, 1997].

Se han descrito cuatro isoformas de Ece-1 que difieren en la secuencia de la
regién N-terminal, localizacién subcelular y distribucién en los tejidos, sin em-
bargo, todas tienen propiedades cataliticas similares [SCHULZ Y coL. 2009]. Se
ha propuesto que dicha regién intracelular estaria jugando un papel importante
en el trafico y localizacién subcelular de ECE-1 [SCHWEIZER Y COL. 1997; JAFRI
v ErGuL, 2003]. Las cuatro isoformas son codificadas por el mismo gen, pero
son reguladas por promotores independientes, tal como se muestra en la Figura 3
[ORZECHOWSKI Y GOL. 1997; VALDENAIRE Y COL. 1999].

Las variaciones en secuencia son minimas entre las isoformas b, c y d, diferen-
cidndose en aproximadamente 15 aminodcidos. Por otro lado, la isoforma EcE-la
es la que presenta mayor variedad en la regién N-terminal, con una porcion in-

tracelular de 32 aminoacidos, totalmente distinta a las otras tres [MACLEOD Y
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coL. 2002]. Notablemente, se ha descrito que la expresién de la enzima ECE-1, y
en especial la isoforma c, es elevada en distintos tipos de cancer y su inhibicion
resulta en una disminucion de la capacidad invasiva in vitro en células de cédncer

prostatico [AWANO Y coL. 2006].

A

Dominio
Catalitico
Extracelular

Dominio
Transme mbrana
Dominio

Intracelular

Figura 2: Estructura de la Enzima Convertidora de Endotelina-1 humana. En A se
muestra un esquema representativo de ECE-1 en la membrana celular formando un ho-
modimero. En rojo se muestra la coordinacién de Zinc en el dominio catalitico y en puntos
azules se muestran los diez sitios putativos de glicosilacion. Modificado de [TURNER Y
TANZAWA 1997]. En B se muestra una representacion de la estructura cristalografica de
la porcién extracelular ECE-1. En rojo se muestra el sitio catalitico de unién a Zinc. No
se muestran los 100 primeros aminodcidos correspondientes al dominio transmembrana
y a la porcién N-terminal caracteristica de cada isoforma debido a que no se cristalizaron
[ScHULZ Y coL. 2009]
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Figura 3: Estructura genética y peptidica de las distintas isoformas de ECE-1. Arriba,
los promotores alternativos para cada isoforma. Al medio, las variantes peptidicas de cada
isoforma. Abajo, la estructura esquemdtica de ECE-1, en donde RV es la region intracelu-
lar variable de cada isoforma, en naranjo la porcién intracelular comun, y TM la fraccién
transmembrana. HEXXH corresponde al dominio catalitico de unién a Zinc de ECE-1. Figu-
ra modificada de [MACLEOD Y coL. 2002].

1.5. Isoforma c de la Enzima Convertidora de Endotelina - 1
(Ece-1c)

Recientemente se ha planteado que la isoforma ECE-1c tiene un rol importante
en la progresién tumoral, ya que al ser sobreexpresada en células de cancer ma-
mario se ha visto un aumento de la invasividad [SmoLLIcH Y coL. 2007]. Incluso
se ha sugerido que dicho fenotipo puede atribuirse a procesos independientes de
los niveles de ET-1 [LAMBERT Y coL. 2009]. Por otro lado, se ha propuesto que
la isoforma ECE-1a, a pesar de que también se expresa en la membrana celular
[SCHWEIZER Y coL. 1997], tendria un rol opuesto a ECE-1c, contrarrestando el
potencial invasivo al ser sobreexpresada en células de cancer prostdtico [LAMBERT

Y coL. 2009] .
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Por otro lado, las isoformas ECE-1b y ECE-1d no presentan grandes variaciones
en su expresién en células tumorales y tampoco se ha visto que su sobreexpresion
inducida incremente el fenotipo tumoral [LAMBERT ¥ coL. 2009]. Esto es muy
relevante, ya que seguramente sélo un pequefio nimero de aminodcidos estarian
marcando diferencias fisiologicas importantes. Como ya se ha mencionado, estas
isoformas presentan distinta Jocalizacién subcelular y su secuencia peptidica es
distinta en la porcién N-terminal, lo que sugiere que esta fraccién aminoacidica es
clave en su distribucién y probablemente también en su rol fisioldgico.

Se ha descrito que las isoformas EcE-1b, 1c y 1d son constitutivamente fos-
foriladas en Ser!® y Ser? por la proteina ckl, sin embargo, la isoforma ECE-la
no presenta dichos residuos y no es fosforilada por esta kinasa, lo que puede es-
tar explicando en parte sus diferentes roles fisiolégicos [MACLEOD Y coL. 2002].
También se ha descrito que ECE-1 es fosforilada en su extremo N-terminal por la
proteina kinasa Pxc, lo que aumenta su actividad catalitica y favorece el tréfico a

la membrana celular [SMITH Y coL. 2006; KURUPPU Y coL. 2010].

1.6. Ruta de sefalizacién WNT/P-CATENINA y ECE-1c

Resultados preliminares de nuestro grupo sugieren una relacion entre ECE-1c 'y
cdncer a través de la ruta WNT/B-CATENINA. En células tumorales, esta ruta se en-
cuentra aberrantemente activada y datos de nuestro laboratorio muestran que esta
activacién se correlaciona con altos niveles de mensajero de Ece-1, especificamente
de la isoforma Ece-1c. Asi también, la activacién farmacolédgica de la via o la so-
breexpresién de ECE-1c aumentan el potencial invasivo en células de epiteliales no
tumorales. Otros resultados muestran que la activacién de la via wWNT/B-CATENINA
produce un aumento de ECE-1 total y de mensajero de Ece-Ic, sin embargo, no se

sabe si estos altos niveles de mensajero se correlacionan con un aumento en los
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niveles proteicos, ya que no se cuenta con un anticuerpo que detecte especifica-
mente esta isoforma.

Lo anterior sugiere que la expresién recombinante del extremo N-terminal de
ECE-1c seria 1til para disefiar un anticuerpo que reconozca especificamente dicha
isoforma. Ademas, resultados de nuestro laboratorio sugieren que pacientes chilenos
diagnosticados con cancer de colon presentan altos niveles de mensajero de Ece-Ic,
pero no se ha demostrado si los niveles proteicos también se encuentran elevados.
Incluso, anélisis preliminares mediante inmunohistoqufmica sugieren que los nive-
les totales de ECE-1 no presentan variaciones significaticas en biopsias de cincer
de colon, Io que hace ain mds necesaria la obtencién de un anticuerpo que detecte
especificamente la isoforma ECE-1c.

Finalmente, un andlisis in silico mostré que ECE-1c¢ presenta tres sitios putativos
de fosforilacién por ck2 en Thr®, Ser!® y Ser??. Notablemente, estos sitios no estan
presentes en la isoforma ECE-1a, lo que podrfa dar luces sobre su rol opuesto a la
isoforma c en el desarrollo tumoral. Asi, el péptido N-EcE-1c purificado seria 1til

también para utilizarlo en ensayos kinasa como sustrato de CK2.

1.7. Fundamento

El clonamiento, expresién y purificacion del fragmento N-terminal de la pro-
tefna ECE-lc permitiria utilizarlo para desarrollar un anticuerpo que detecte es-
pecificamente dicha isoforma, as{ como realizar estudios enzimdticos destinados a
conocer su rol en la ruta de sefializacién WNT/B-CATENINA y su relacién con cx2.

El trabajo presentado en este seminario de titulo corresponde a los primeros
pasos de una linea de investigacién que busca comprender la eticlogia del cancer y
el papel de ECE-1c y asi eventualmente poder generar herramientas que permitan

la deteccién temprana y un mejor tratamiento de la enfermedad.
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1.8. Objetivos
1.8.1. Objetivo General

Expresar y purificar el extremo N-terminal (del aminodcido 1 hasta 100) de la
isoforma c de la ENZIMA CONVERTIDORA DE ENDOTELINA-1 humana (heck-1c).
1.8.2, Objetivos especificos

1. Amplificar la secuencia codificante del fragmento N-terminal de hece-1c a

partir del cDNA completo contenido en el vector pCDNA®3,
2. Clonar dicha secuencia en el vector transportador pGEM®-T-easy.

3. Subclonar la secuencia junto al cDNA de Glutatién-S-Transferasa (Gst) en el

vector pGEX®-2T de expresién bacteriana.

4. Estandarizar la expresion del péptido de fusién recombinante, inducido por

IPTG, en un clon transformado.

5. Purificar el péptido ¢sT-NECE-1c mediante cromatografia de afinidad en una

columna de Glutatién-Agarosa.
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2. Materiales y Métodos

2.1. Tampones y soluciones

» Medio de cultivo LB: 10 g/L Triptona, 5 g/L Extracto de levadura, 5 g/L
Cloruro de Sodio 5 g/L.

= Medio de cultivo LBA: LB suplementado con 100 pg/mL Ampicilina.

s Medio de cultivo TB: 12 g/L Triptona, 24 g/L Extracto de Levadura, 0,4 %

Glicerol, H204.
» Medio de cultivo TBA: TB suplementado con 100 ug/mL Ampicilina.
» Buffer STE: 0,1 M NaCl, 10 mM Tris-HCI] (pH 8.0), 1 mM EDTA (pH 8.0).

= Buffer universal de digestién: 1 M Acetato de K*, 250 mM de Tris pH 7,6,

100 mM Acetato de Magnesio, 5 mM (-mercaptoetanol, 7 ug/ml BSA.

= Buffer de Elucién de DNA: Acetato de Na*, 0,3 M SDS, 0,1 % MgCls, 10
mM Tris, 10 mM (pH 6,8).

» Solucién de Tincién: 0,1 % Azul de Coomassie, 50 % metanol, 10 % Acido

Acético.
= Solucién Decolorante: 20 % Metanol, 10 % Acido Acético.
= Buffer PBS-T: 1X PBS, 0,1 % TweenZ20.
» Buffer PBS-T-L;.,: PBS-T, 1 % leche descremada.
» Buffer PBS-T-Ls,: PBS-T, 5% leche descremada.

» Buffer de lavado: 50mM HEPES, 5% Glicerol, 1mM 8-mercaptoetanol,
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2.2,

Buffer de lavado con detergentes: 50 mM HEPES, 5% Glicerol, 1 mM 8-
mercaptoetanol, 0,05 % DOC, 1% Triton X-100.

Buffer denaturante: 6 M Cloruro de Guanidinio, 10 mM HEPES, 5 mM (-

mercaptoetanol.
Buffer de dilucién: 10 mM HEPES, 5 mM $-mercaptoetanol, 20 % Glicerol.

Buffer de diélisis: 50 mM Tris pH 8.0, 1 mM B-mercaptoetanol, 0,01 % Tritén
X-100, 150 mM NacCl, 10 % Glicerol

Buffer de lavado de columna: 50 mM Tris pH 8.0, 150 mM NaCl, 10%

Glicerol

Buffer de elucién: 50mM Tris pH 8.0, 150 mM NaCl, 10 % Glicerol, 1 mL

PMSF, 20 mM Glutation.

Amplificacién y purificacion de la secuencia codificante del

fragmento N-terminal de hECE-1c

Los partidores disefiados amplifican el extremo 5’ de hEce-1¢c, correspondiente

a los primeros 300 nucleétidos que codifican la regién intracelular y la porcién

transmembrana de la proteina. Al partidor directo se agregé el sitio de restriccién

para BamH]I, flanqueando el extremo 5’ del amplicon (Cuadro 1) .

Para la reaccién de PCR se utilizé la DNA polimerasa Taq Platinum HiFi de

Invitrogen®. Se amplificé la banda utilizando el vector pCDNA®3-hEce-1c como

templado en un volumen total de 50 pl y se verificé en un gel de agarosa al 1%

utilizando bromuro de etidio al 0,01 % para la visualizacién de las bandas de DNA

en transiluminador UV. El programa de PCR se detalla en el Cuadro 2.
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Cuadro 1: Partidores utilizados. NE1 (directo) y NE2 (reverso) amplifican el cDNA del
extremo 5’ de hEce-1c ( primeros 300 nucledtidos de la secuencia). El sitio de corte BamHI
se encuentra subrayados en NE1. PG1 (directo) y PG2 (reverso) amplifican la secuencia
del sitio de multiclonamiento del vector pGEX®-2T agregando aproximadamente 40 nu-

cleétidos a la secuencia amplificada contenida en dicho sitio.
Partidor Secuencia 5’ - 3’

NE1 ggatccatgatgtcgacgtacaagegggee
NE2 geggeegetecatggagetcaagatggag

PG1 gegaccatectccaaaategg
PG2 atcaccgaaacgcgcgagge

Cuadro 2: Programa de PCR que se utiliz6 para todas las reacciones de amplificacién.
Temperatura (°C) Tiempo N° Ciclos

94 3 —
94 30"
60 45" 30
72 45"
72 5 —

Para la purificacién del fragmento, el producto de PCR se cargé en un gel de
acrilamida al 5 %, se incubé con bromuro de etidio por 5 minutos y se visualizd en
luz UV. Se cortd la porcién correspondiente a la banda amplificada y se incubé con
1,2 mL de buffer de elucién de DNA a 37°C por toda la noche en agitacién fuerte.
Luego, para eliminar los restos de acrilamida se centrifugé por 15 minutos a 4.000
rpm a 4°C. Para precipitar el DNA, el sobrenadante se incubd con 0,7 volimenes de
isopropanol al 100 % por 30 mintos a -80°C y se centrifugd por 10 minutos a 13.000
rpm. El pellet obtenido se lavé con etanol al 80% y se centrifugé nuevamente en
las mismas condiciones de velociodad y tiempo. El pellet se resuspendié en 10 yl

de agua libre de nucleasas.

17




2.3. Sublonamiento en vector pGEM®-T-easy
Ligacién en pGEM®-T-easy

Se mezclaron 7 yl de la solucién anterior (sin cuantificar), 1 pg de vector
pGEM®-T-easy, 3 unidades de Ligasa del fago T4 (Promega®), buffer de ligacién,
en un volumen final de 10 ul y se dejé a temperatura ambiente por 48 horas. Luego,
se electropord 1 pl del producto de ligacién en 30 ul de bacterias E. coli DH5« elec-
trocompetentes y se dejé creciendo en 1 mL de medio TB por 30 minutos a 37°C
con agitacién fuerte. Posteriormente, se centrifugé por 5 minutos a 4.000 rpm a
4°C y se resuspendié el pellet en 200 pl de TB. Se sembré dicho volumen en placas
LBA/XGal y se incubd a 37°C por 12 horas. A las bacterias transformadas con este

constructo se les denominé pGEM®-T-easy-N-Ece-1c.

Seleccidn de colonias transformantes

Se seleccionaron 7 colonias blancas y se crecieron toda la noche en 4 mL de
medio liquido LBA a 37°C con agitacion fuerte por 12 horas. Se extrajo el DNA
plasmidial de cada cultivo siguiendo el protocolo estandar de lisis alcalina y luego
de liberar el fragmento con la enzima EcoR1!, se analizaron a través de electrofore-

sis en agarosa al 1% en presencia de bromuro de etidio al 0,01 %.

2.4. Subclonamiento en el vector pGEX®-2T
Obtencién de inserto desde pGEM®-T-easy-N-Ece-1¢

Se seleccioné un clon positivo y se le extrajo el DNA plasmidial correspondi-

endo al constructo pGEM®-T-easy-N-Ece-1c. Se realizé la digestién enzimdtica con

1Rl vector pGEM-T-easy contiene dos sitios de restriccion de EcoRI flanquendo por ambos ex-
tremos la regidn de insersion en el sitio de multiclonamiento
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BamHI utilizando 10 unidades de enzima y buffer universal de digestion a una
concentracién final de 1,5X en un volumen total de 20 yl, y se incubé a 37°C por
10 horas. Se verificé la linearizacién del vector y se agregaron 10 unidades de
EcoRI. Finalmente, se verificé la liberacién del inserto y se purificé a partir de un
gel de acrilamida al 5%, se eluyd y precipitd en las mismas condiciones descritas

anteriormente,

Digestién de pGEX®-2T

Se realiz6 la digestién del vector pGEX®-2T con las enzimas BamHI y EcoRI
en las mismas condiciones utilizadas en la digestion del inserto (Figura 4). Luego,
se purificé en un gel de acrilamida al 5% y se escindié la banda utilizando el
mismo protocolo de purificacién y precipitacién de DNA descrito anteriormente. El

plasmidio se resuspendié en 20 pl de agua libre de nucleasas.

Desfosforilacién de pGEX®-2T

Para desfosforilar el vector ya digerido, se incubaron los 20 pl obtenidos an-
teriormente con 0,5 unidades de CIAP y buffer CIAP 1X en 50 pl totales, por 15
minutos a 37°C y 15 minutos a 56°C. Se agregaron 0,5 unidades de CIAP nueva-
mente y se volvié a incubar en las mismas condiciones de tiempo y temperatura. El
DNA se extrajo adicionando un volumen de fenol/cloroformo 1:1 y centrifugando
a 13.000 rpm por 10 minutos. Se colectd la fase superior y se adiciond un volumen
de cloroformo. Se centrifugé en las mismas condiciones y se colecté nuevamente
la fase superior. Para precipitar el DNA, se agregaron 3 volimenes de etanol al
100% y se incubd por 30 minutos a -20°C. Se centrifugd a 4°C a 13.000 rpm por

15 minutos y el pellet se resuspendid en 10 pl de agua libre de nuecleasas.
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Figura 4: Esquema del vector de expresion pGEX®-2T. En A se muestra el esquema del
vector vacio que expresa GST (azul) v en B el vector que expresa el péptido fusién GST-
NECE-1c (azul-verde). Se muestra el promotor Tac (rojo), el gen codificante del represor
LACI (celeste), el origen de replicacién bacteriano pBR322 origin (negro) y el gen de re-
sistencia a Ampicilina (amarillo). MCS: Sitio de multiclonamiento por sus siglas en inglés.

Ligacién en pGEX®-2T

Previo a la ligacidn, se cuantificaron las soluciones de DNA de inserto y vector.
La reaccion se realizo siguiendo los protocolos de SAMBROOK Y RUSSELL realizando
ademads una ligacion control de vector sin inserto. De cada muestra se electropord 1
ul del producto de ligacién en 30 ul de bacterias E. coli DH5u electrocompetentes y
se dejé creciendo en 1 mL de medio TB por 30 minutos a 37°C con agitacion fuerte.
Posteriormente, se centrifugd por 5 minutos a 4.000 rpm a 4°C y se resuspendi6
el pellet en 200 ul de TB. Se sembrd todo el volumen en placas LBA y se incubd a
37°C por 12 horas. El mismo procedimiento se realizé con la muestra de control

negativo.
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Seleccién de colonias transformantes

Se seleccionaron siete colonias y se crecieron toda la noche en 4 mL de LBA
a 37°C con agitacion fuerte por 12 horas. Se extrajo el DNA plasmidial de cada
cultivo mediante el kit de miniprep Qiagen® y la presencia del inserto se confirmé

mediante el andlisis de restriccién y por PCR convencional.

Andlisis de restriccion: se realizé la digestién con las enzimas BamHI y EcoRlI, uti-

lizando una unidad de cada una y buffer universal de restriccion 1,5X.

Andlisis por PCR: se realizé con tres clones (1, 3 y 5) escogidos al azar entre los
tranformantes positivos resultantes del analisis de restriccién. La reaccién se hizo
utilizando los partidores del inserto (NE1/NE2), los del sitio de multiclonamien-
to del vector pGEX®-2T (PG1/PG2) y ambos combinados en las dos orientaciones

posibles (NE1/PG2) y (PG1/NE2).

2.5. Expresion del péptido recombinante
Andlisis de la expresién

Se realizé una induccién piloto en condiciones estandard de tiempo, temperatu-
ra y concentracién de ipTG previamente optimizadas en nuestro laboratorio para
otros constructos pGEX®. Se tranformaron bacterias E. coli BL21 DE3 con el vector
PGEX®-2T vacio y con los constructos obtenidos a partir de tres clones positivos
(1, 3 y 5) mediante electroporacion, siguiendo los mismos protocolos descritos an-
teriormente. Luego de obtener las placas con los tranformantes, se crecieron dos
cultivos de cada clon, picando una colonia con una punta estéril y dejdndola en 5

mL de medio TBA por 2 horas en agitacion fuerte a 37°C hasta ODgg = 0,6. Luego
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se adicioné 1 mM 1rTG al medio de cultivo por cada clon y la induccidn se realizd
por 2 horas en las mismas condiciones de agitacién, pero a 28°C2,

Se analizd 1 mL de cada cultivo y se centrifugd a 13.000 rpm por 5 minutos.
Se elimind el sobrenadante y el pellet se resuspendié en 100 pl de buffer STE
y se sonicé por 20 segundos a maxima potencia. Las muestras se denaturaron,
se separaron las proteinas por SDS-PAGE en un gel de acrilamida al 10% y se
tifieron con azul de coomassie por 10 minutos en agitacién suave, Se destifieron
con solucién decolorante por 2 horas en agitacion suave. Las mismas muestras se

analizaron por Western Blot.

Western Blot

Las proteinas se separaron mediante electroforesis SDS-PAGE y se transfirieron
a una membrana de nitrocelulosa a 350 mA por 2 horas. La membrana se bloqued
con buffer PBS-T-Lsy, toda la noche en agitacion suave a 4°C y se incubd con an-
ticuerpo primario anti-GsT? diluido en buffer PBS-T-Ls o en proporecién 1:5000 por
1 hora a temperatura ambiente. La membrana se lavé 3 veces por 10 minutos con
PBS-T en agitacién suave y se incubd durante 1 hora con anticuerpo secundario
anti-IgG de ratdén conjugado a peroxidasa de rdbano diluido en buffer PBS-T-L; «,
en proporcion 1:5000. Finalmente, se detecté la quimioluminiscencia con el kit

EZ-ECL y se reveld en una pelicula fotografica.

2La temperatura de induccién fue previamente estandarizada en nuestro laboratorio para vec-
tores pGEX®y es recomendada en la literatura [SALUTA ¥ BELL, 1998]
3E] anticuerpo Anti-GsT estd hecho en ratén
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Optimizacién de la expresion

Optimizacion del tiempo: de un glicerol-stock de bacterias BL21 DE3 previamente
transformadas con el constructo pGEX®-2T—NEce-Ic (clon 5), se crecieron seis cul-
tivos de 5 mL de LBA durante dos horas en agitacion fuerte a 37°C y se incubé con
1 mM IpTG. La induccién se realizé por 0,5, 1, 2, 3 v 4 horas para los respectivos

tubos en agitacién fuerte a 28°C.

Optimizacion de la concentracidn de IPTG: del mismo glicerol-stock, se crecieron
6 cultivos de 5 mL de LBA durante 2 horas en agitacién fuerte a 37°C hasta ODggp
~ 0,6 y se adiciond 1pTG en distintas concentraciones (0, 0,25, 0,5, 1,2y 4 mM)
y se incubaron por 3 horas (tiempo previamente optimizado) en agitacion fuerte a

28°C.

2.6. Purificacion del péptido recombinante
Produccién

Se inocularon 500 mL de medio LBA con un glicerol-stock de bacterias BL21
DE3 previamente transformadas con el constructo pGEX®-2T-NEce-1c (clon 5) y se
crecié por 2 horas en agitacién fuerte a 37°C hasta ODggp ~ 0,6. Se adiciono IPTG
a una concentracién final de 0,5 mM y se incubd por 3 horas en agitacion fuerte a
28°C (condiciones previamente optimizadas)

El cultivo se centrifugé a 4.000 rpm por 10 minutos a 4°C para colectar el pellet
bacteriano y se resuspendié en 20 mL de STE suplementado con lisozima 0,35
mg/mL. La muestra se incubd a temperatura ambiente por 30 minutos y luego se
sonicé con 5 pulsos de 30 segundos cada uno a mdxima potencia. Posteriormente,

el lisado celular se centrifugé a 10.000 rpm por 15 minutos a 4°C y se colectd el
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precipitado, correspondiente a la fraccién insoluble (la fase soluble se guardé a

-80°C).

Disolucién de cuerpos de inclusién y renaturacion

El pellet se lavé dos veces con 20 mL de buffer de lavado, centrifugando a
4.000 rpm por 10 minutos después de cada lavado. Se repitieron dos lavados mds
atilizando el mismo buffer con detergentes. El pellet obtenido se resuspendi6 en 40
mL de buffer denaturante con 6M cloruro de guanidinio y se incubé toda la noche
a 4°C. La muestra se centrifugé a 10.000 rpm por 15 minutos a 4°C para eliminar
los restos celulares insolubles y colectar el sobrenadante que contiene la fraccién
soluble en donde se encuentran las proteinas denaturadas. La fraccién obtenida se
disolvié agregando lentamente 160 mL de buffer de dilucién y se incubé toda la
noche a 4°C en agitacién moderada a 4°C. Los 200 mL totales se agregaron a una
bolsa de dialisis y se incubaron en buffer de didlisis por 4 horas a 4°C. Se recuperd
todo el volumen desde la bolsa de didlisis y se separaron 25 mL para una prueba

de purificacién y los 175 mL restantes se guardaron a -80°C.

Purificacion

Se cargaron los 25 mL de muestra en una columna de 1 mL de resina Glutatién-
Agarosa previamente empacada y equilibrada con buffer de equilibrio®. Se dejé
fluir todo el volumen mediante gravedad y se lavé con siete volimenes de buffer de
lavado de columna. Finalmente, el péptido de fusién unido a la columna se eluyé
con buffer de elucién con glutatién reducide 20 mM y se colectaron fracciones de

500 ul, las que fueron analizadas por SDS-PAGE y Western Blot.

4Ge utilizé el mismo buffer de didlisis.
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3. Resultados

3.1. Amplificacién de la secuencia codificante del fragmento N-
terminal de hECE-1c

Para expresar el extremo N-terminal de hecg-1c fue necesario primero ampli-
ficar la secuencia codificante de dicho fragmento, clonarla en el vector transporta-
dor pGEM®-T-easy y posteriormente subclonarla en el vector de expresién pGEX®-
2T,

La amplificacién se realizé mediante PCR convencional utilizando como tem-
plado la construccién pCDNA®-3-hEce-Ic. Para ello, se disefiaron los partidores
que amplifican el extremo 5’ de hEce-1c¢, correspondiente a los primeros 300 nu-
cledtidos que codifican la regién intracelular y la porcién transmembrana de la
protefna. La secuencia de los partidores utilizados y el programa de PCR se detalla
en los Cuadros 1 y 2, respectivamente. La verificacién de la amplificacién se realiz6

en un gel de agarosa al 1% y se muesta en la Figura 5.

N-ece-Ic

Figura 5: Amplificacién por PCR de N-Ece-Ic desde pCDNA-3-hEce-Ic. Se observa la
banda correspondiente al fragmento de 300pb. M: marcador de tamafio (en pares de bases,

pb).
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3.2. Clonamiento en el vector pGEM®-T-easy

Luego de amplificar la secuencia N-Ece-1c¢, ésta se purifico y se ligé en el vector
transportador pGEM®-T-easy. Este vector transportador permite la ligacién directa
del producto de PCR, ya que las adeninas libres que deja la Taq polimerasa en el
amplicén se ligan a las timinas libres del vector lineal. Asimismo, la seleccién de
transformantes se facilita debido a que el sitio de multiclonamiento se encuentra
truncando la secuencia codificante del gen lacZ, por lo que las colonias transfor-
mantes son blancas o celestes, mientras que las restantes negativas son azules.

De esta forma, se obtuvieron alrededor de 50 colonias, de las que aproximada-
mente el 10% fueron azules. Para el anilisis se seleccionaron 7 colonias blancas
y la insercién del fragmento se verificé mediante un analisis de restriccién con la
enzima EcoRJ, que flanquea el sitio de multiclonamiento por ambos extremos. El
resultado del anAélisis se muestra en la Figura 6, donde se observa la liberacién de
un fragmento de aproximadamente 300 pb en todos los clones analizados, corres-

pondiente al fragmento amplificado y presente en el sitio de muiticlonamiento.

Constructos digeridos

1 2 3 4 5 6 7

Figura 6: Analisis de transformantes de pGEM®-F-easy por digestién con enzimas de
restriccién. Se extrajo el DNA plasmidial de 7 colonias blancas y se realizé un ensayo de
digestién con EcoRI. Se observa la liberacién del fragmento en todos los clones analizados.
M: marcador de tamafio (en pares de bases, pb).
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3.3. Subclonamiento en el vector pGEX®-2T

La secuencia N-Ece-Ic se escindié desde el vector transportador pGEM®-T-easy
con las enzimas BamHI y EcoRI y se purifico posteriormente desde un gel de acrila-
mida. Ademds, el vector pGEX®-2T fue digerido con las mismas enzimas y fue
desfosforilado para disminuir la tasa de religamiento. Las bandas de DNA purifi-
cadas para la reaccién de ligacién se muestran en la Figura 7. Se escogio este vector
porque permite inducir con IPTG la expresién del péptido recombinante unido a la

proteina GST, para posteriormente purificarlo mediante una columna de Glutation-

Agarosa.

M pGEX pGEX(D) N-Ece

spoopb R

500pb
250ph

Figura 7: Productos para ligacién. pGEX: vector pGEX®-2T sin digerir. pGEX(D): vector
pPGEX®-2T digerido con las enzimas BamHI y EcoRI, desfosforilado con CIAP y purificado
por gel de acrilamida. N-Ece: fragmento N-Ece-Ic escindido desde el constructo pGEM®-
Teasy-N-Ece-Ic con las enzimas BamHI y EcoRI y purificado por gel de acrilamida. M:
marcador de tamaifio (en pares de bases, pb).

Luego de purificar los fragmentos, se realizé la reaccién de ligacién en propor-
cién molar de inserto y vector de 1:3, respectivamente, y un control negativo sin
inserto. Los productos de ligacién se tranformaron en bacterias E. coli DH5a. En
la primera reaccién se obtuvieron al menos 100 colonias y en el control negativo
no hubo crecimiento bacteriano, por lo que la tasa de religamiento practicamente

fue nula. De esas 100 colonias, se escogieron 7 para comprobar la insercion del
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fragmento mediante un andlisis de restriccién, PCR convencional y luego por se-
cuenciacion.

El andlisis de restriccién (Figura 8) mostré que en 6 clones existia un inserto
de aproximadamente 300 pb conteniendo los sitios de restriccion, con los que fue

escindido desde el constructo pGEM®-T-easy-N-Ece-1c.

M Constructos digeridos

1 2 3 4 5 6 7

<« N-ECE-Ic
300pb

Figura 8: Andlisis de restriccién de transformantes. Se escogieron 7 transformantes y se
les extrajo el DNA plasmidial, mediante un kit miniprep. Los constructos fueron digeridos
con las enzimas BamHI y EcoRI. Se observa la liberacién del fragmento de aproximada-
mente 300 pb en todos los carriles, excepto en el clon N°2. Arriba se muestra el vector
pGEX®-2T linearizado M: marcador de tamafio (en pares de bases, pb).

De los 6 clones que resultaron positivos al analisis de restriccidn, se escogieron
3 y se analizaron por PCR utilizando las distintas combinaciones de partidores, tal
como se muestra en la Figura 9A. Con la combinacién de partidores especificos del
inserto (NE1/NE2, ver Cuadro 2) se obtuvo una banda de 300 pb correspondientes
a N-Ece-1c (Figura 9B).

También se observé que al utilizar los partidores especificos del sitio de multi-
clonamiento del vector pGEX®-2T (PG1/PG2, ver Cuadro 2), se obtuvo una banda
de aproximadamente 350 pb, ya que cada partidor aporta con cerca de 25 pb extras
en los extremos 5’y 3’, respectivamente. En los dltimos seis carriles, se muestra la
amplificacién con los partidores combinados, arrojando un producto entre los 300

y 350 pb (Figura 9B).
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M NEI/NE2 PG1/PG2 NEI/PG2 PG1/NE2

Figura 9: Anélisis de transformantes por PCR. En A se muestra el constructo pGEX®-
2T-N-Ece-1c y se indican los partidores utilizados en el andlisis por PCR. En B se muestra el
analisis por PCR convencional de tres clones (1, 3 y 5) escogidos al azar entre los transfor-
mantes positivos resultantes del andlisis de restriccion mostrado en la Figura 8. Se extrajo
el DNA plasmidial de cada clon mediante miniprep y se analizaron por PCR utilizando los
partidores del inserto (NE1/NE2), los del sitio de multiclonamiento del vector pGEX®.2T
(PG1/PG2) y ambos combinados en las dos orientaciones posibles (es decir, NE1/PG2 y
PG1/NE2). Se observa la amplificacion de la banda esperada para todas las combinaciones
de partidores utilizados. M: marcador de tamafio (en pares de bases, bp).

Todos estos andlisis permitieron comprobar la presencia del inserto N-Ece-1c en
el sitio de multiclonamiento del vector pGEX®-2T y en la orientacion esperada. Este
resultado fue validado mediante secuenciacion, demostrandose ademas la ausencia
de mutaciones y la correcta alineaciéon con el marco de lectura de la secuencia del

cDNA de GST.
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3.4. Expresion del péptido GsT-N-ECE-1c recombinante
Andlisis de la expresién

Antes de inducir la expresién del péptido, fue necesario demostrar que el frag-
mento subclonado en el vector pGEX®-2T efectivamente se traduce en una proteina
de fusion al inducir su expresioén en bacterias E. coli BL21 DE3 transformadas. Para
ello, se realizé una induccién piloto por 2 horas con 1 mM 1PTG a 28°C de los 3
constructos obtenidos. Se utilizé como control positivo el vector vacio que sélo ex-
presa GST. Posteriormente, el cultivo bacteriano se centrifugé, se resuspendié en
buffer STE y se sonicé. El lisado bacteriano se analizé por SDS-PAGE en un gel de
acrilamida y se tifié con azul de coomassie. Los resultados se muestran en la Figura
10, lo cual se verifica ademds por la deteccién de GsT mediante Western Blot con

un anticuerpo especifico anti-GsT (Figura 10B).
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IPTG [1mM] 5 + - + - + - +

34kDa

26kDa

IPTG [ImM] - + « + . + - +

B 34kDa

26kDa |

«——GST-NECEIc (34 kDa)

<« GST (26 kDa)

Figura 10: Expresion piloto del péptido recombinante. Se transformaron bacterias E.
coli BL21 DE3 con el vector vacio pGEX®-2T que expresa GST (mock) y con los constructos
de los clones 1, 3 y 5 y se analiz6 la expresién en ausencia y presencia de IPTG 1 mM
a 28°C por 3 horas. Las bacterias fueron centrifugadas y resuspendidas en buffer STE y
luego sonicadas. El andlisis de los lisados proteicos bacterianos se realizé por SDS-PAGE
y con tincion de azul de coomassie (A). En B se muestra el Western Blot correspondiente
utilizando un anticupero ANTI-GST.

Se observa que el vector vacio expresd GST (~26 kDa) y los clones 1, 3y 5 ex-
presaron un polipéptido de aproximadamente 34 kDa. Esto fue lo esperado, ya que
un andlisis in silico realizado en nuestro laboratorio muestra que los 100 amino4ci-
dos que son codificados por la secuencia subclonada debieran aportar entre 8 y
10 kDa® a los 26 kDa de la proteina GsT. Asimismo, se observa que el clon 5 fue
el que present6 mayores niveles de expresion proteica, por lo que fue utilizado

en los andlisis posteriores. Cabe destacar, que se observaron bandas inespecificas

>http://web.expasy.org/cgi-bin/compute_pi/pi_tool
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en el ensayo de Western Blot que no correspenden a la deteccién de GST. Esto se
confirmé observando que los mayores niveles de expresion se detectan jistamente
en los pesos moleculares de 34kDa y 26kDa correspondientes a GST-NECE-1cy GST
respectivamente, En esta misma figura, se observa la expresién de una banda en el
Mock en presencia y ausencia de 1PTG, muy cercana a los 34kDa. Por lo que la alta
expresion que se aprecia utilizando los clones 1, 3 y 5, corresponde en realidad a
una doble banda que comprende a una protefna de la bacteria (unida inespecifi-
camente al anticuerpo) sumado al péptido recombinante, que poseen un similar

patrén de migracidn electroforético.

Optimizacion de la expresién

Para inducir la protefna de fusién a mayor escala fue necesario encontrar las
condiciones éptimas de expresion, tanto de concentracién del inductor IPTG como
del tiempo de induccién. La temperatura utilizada fue de 28°C, la que previamente
habia sido estandarizada en nuestro laboratorio para los vectores pGEX® y es tam-
bién recomendada en la literatura. Para ello, se indujo la protefna en distintas
condiciones de tiempo y concentracién de IPTG.

En primer lugar, se utilizé una concentracién estdndar de 1pTG (1 mM) y se
varié el tiempo de induccién entre 0 y 4 horas (Figura 11). Luego de estandarizar
dicha condicidén en 3 horas, se procedié a variar la concentracion de 1PTG entre 0 y

4 mM (Figura 12).
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IPTG [ImM] 28°C

Tiempo (h) 0 0,5 1 2 3 +

34kDa | | «—GST-NECEI¢

Figura 11: Estandarizacion del tiempo de induccién del péptido GST-NECE-1c. La in-
duccién se realizé a 28°C a 1mM IPTG desde O a 4 horas. Se observa un aumento en los
niveles del péptido recombinante a medida que aumenta el tiempo de induccién y se satura
su expresion luego de 3 horas.

IPTG [mM]

34kDa <«+—GST-NECElc

Figura 12: Estandarizaciéon de la concentracién de IPTG. La induccién se realizé a 28°C
por 3 horas en concentraciones crecientes de IPTG. Se observa un aumento en los niveles
del péptido recombinante a medida que aumenta la concentracién de inductor y se satura
su expresion luego de 1mM.

De esta manera, se obtuvieron las condiciones optimas de induccion que corre-

sponden a 0,5 mM de 1pTG y 3 horas. La temperatura de 28°C no fue modificada.
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Estas condiciones fueron utilizadas para inducir la expresion del péptido recombi-

nante a mayor escala.

3.5. Purificacion del péptido GsT-NECE-1c recombinante

La expresién del péptido recombinante se indujo a mayor escala utilizando 500
mL de cultivo bacteriano con 0,5 mM IpTG a 28°C, el cual luego de 3 horas se
centrifugd, se resuspendié en buffer STE y se sonico.

Posteriormente, se centrifugé a mdxima potencia para colectar la fase insolu-
ble que contiene los cuerpos de inclusién®. Se trat6 con 6M cloruro de guanidinio,
se dializé y la solucidn resultante se cargé en una columna de Glutatién-Agarosa
previamente empacada y equilibrada. Luego de siete lavados, el péptido recombi-
nante se eluyé con glutatién reducido 20 mM y se colectaron fracciones de 500 ul.
El procedimiento se explica detalladamente en la seccién de Materiales y Métodos

y el resultado se muestra en la Figura 13.

SEsto se debe a que se encontraron mayores niveles de expresién en la fase insoluble en com-
paracién con la fase soluble (datos no mostrados)
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Figura 13: Purificacion del péptido GST-NECE-1c. A. El péptido se indujo por 3 horas a
28°C utilizando 0,5 mM IPTG. Se obtuvo la fraccién insoluble, se sometié al tratamiento con
6M cloruro de guanidinio, luego se diluyd y dializé. La solucién se cargé en una columna
de Glutation-Agarosa y se eluyd con glutatiéon reducido (20mM). Lys: lisado celular. SN:
Sobrenadante, fraccién soluble. pp: precipitado, fraccién insoluble. L: lavados. E: Eluidos.
En B se muestra el Western Blot correspondiente utilizando un anticupero ANTI-GST.

En el ensayo de SDS-PAGE se observan al menos tres bandas en E2 y E3, corre-
spondientes a las proteinas purificadas en dichas fracciones. Por peso molecular, se
concluye que la banda marcada con una flecha en E2, en los 34kDa, corresponde
al péptido purificado. Esto se confirma por Western Blot, en donde se detecta es-
pecificamente el péptido con un anticuerpo ANTI-GST mayormente en E2 y en muy
poca cantidad en E3. En este ensayo no se observaron deteccidnes inespecfiicas del

anticuepo, por lo que se se concluye que la purifiacion se realizé con éxito’.

7La banda fue cortada digitalmente con el fin de mostrar solo la banda purifiacada
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4. Discusion

La metodologia que implica expresar un péptido recombinante requiere la for-
mulacién de un protocolo que contiene una gran cantidad de variables. En primer
lugar, es necesario determinar de dénde se obtendrd la secuencia de DNA que se
pretende clonar, con el fin de construir un protocolo de amplificacidn eficiente. En
este trabajo, el ¢cDNA de la secuencia N-terminal de la protefna humana ECE-1c se
obtuvo a partir de un constructo de expresidn eucarionte que contiene la secuen-
cia codificante completa y su amplificacién mediante PCR se realizd sin mayores
inconvenientes.

Por otro lado, es necesario saber qué vector de expresién es el mds adecuado
y conocer los sitios de restriccién disponibles en el mismo, ademds que no estén
contenidos dentro del inserto a clonar y agregarlos en los partidores. La eleccién
del vector también va a depender de otros factores, como por ejemplo el tamafio
del fragmento que se busca expresar. En este caso, el vector escogido, pGEX®de
aproximadamente 5kb, hizo totalmente factible clonar un fragmento de 300 pb, el
cual quedé fusionado al extremo 3’ del gen que codifica GST. Este método habia
sido probado en el laboratorio y con muy buenos resultados, lo que facilité su
estandarizacion.

Para escoger el sistema de expresidn, fue preciso tener en cuenta para qué iba
a ser utilizado el péptido, si se necesitaba denaturado o en forma nativa, libre o
fusionado a una proteina, entre otros factores. En este caso, la purificacién del
péptido tuvo dos fines principales, el estudio de su potencial rol como sustrato
de protefnas kinasas y el desarrollo de un anticuerpo especifico que reconozca el
extremo N-terminal de ECE-1c para su uso en ensayos tipo Western Blot, inmuno-

citoquimica o microscopia de inmunofluorescencia.
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Otra opcién hubiese sido escoger un vector que permitiera la purificacién de
un péptido con una cola de histidinas, sin embargo, se ha descrito que para pép-
tidos pequefios (ie. aprox. 100 aa} es recomendable purificarlos fusionados a una
protefna de mayor tamaiio, como GsT, favoreciendo la interaccién con la columna
de afinidad en la purificacién y ademads facilitando el plegamiento del péptido pe-
quefio. Sin embargo, si el péptido es muy pequefio (ie. aprox 50 aa), para hacer
el anticuerpo seria necesario utilizar un adyuvante que favoreciera la respuesta in-
mune. Por otro lado, si se utiliza la proteina completa, como es de membrana, se
favoreceria la formacién de cuerpos de inclusién por un alto niimero de aminodci-
dos hidrofébicos y el clonamiento serfa més dificil por la gran cantidad de nucléoti-
dos comprendidos. Otro motivo por el cual se escogi6 este sistema de expresidn, es
que en el extremo 3’ de GST existe una secuencia que codifica un sitio de corte pep-
tidico de TROMBINA, lo que hace factible liberar al péptido si se requiere separado
de GsT.

Una vez escogido el sistema de expresién hubo que considerar cémo se iba
a clonar la secuencia dentro del vector. Si se realizaba la digestion directamente
desde el producto de PCR, no se tendria la certeza si la enzima de restriccion
habfa cortado los sitios escogidos, ya que no se podria comprobar. Asimismo, la
enzima de restriccién tendrfa un espacio reducido para posicionarse en el DNA,
interactuar y catalizar la reaccidn de corte. Para evitar este problema, se utilizé un
vector transportador, en este caso pGEM®-T-easy, que tiene la ventaja de permitir
el subclonamiento directamente de un producto de PCR, ya que contiene timinas
libres en sus extremos que se ligan a las adeninas libres que deja la Taq polimerasa
en los extremos del amplicén. Obteniendo este constructo, se facilita la digestién
con las respectivas enzimas y se asegura la obtencién de un fragmento de DNA que

contenga en sus extremos los sitios de corte requeridos.
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Una vez seleccionado un clon positivo que contuviera el fragmento, se procedi6
con la digestién y purificacidn del inserto, para posteriormente realizar la ligacién
en el vector de expresién. En este paso, un factor a considerar fue la eficiencia
de la ligacién, por lo que se recomienda realizar los respectivos controles, por
ejemplo la ligacién del vector sin inserto para evaluar la tasa de religamiento, lo
que previamente se reduce con la desfosforilacién del vector vacfo. Esto se debe a
que la ligasa del fago T4 requiere de al menos un extremo fosforilado (vector y/o
inserto) para catalizar la reaccién de ligacion. Por lo tanto, si no se desforforila
el vector se puede favorecer su recircularizacién aunque tenga extremos cohesivos
distintos.

Un punto importante de discutir es sobre las células que se utilizaron para
amplificar y obtener los constructos y para expresar el péptido recombinante. En
primer lugar, los vectores escogidos tanto transportador como de expresién, tienen
un origen de replicacién bacteriano, por lo que se utilizé E. coli. Especificamente,
para el clonamiento se escogi6 la cepa DH5a y para la expresién, BL21 DE3. Am-
bas cepas han sido ampliamente utilizadas para estos fines y la literatura aporta
muchos datos que apoyan su utilizacién. En el caso de la cepa DH5«, basicamente
tiene una tasa de recombinacién génica reducida, siendo especial para clonamien-
tos y amplificacién de constructos, evitando asi la generacién de mutaciones. Por
otro lado, la cepa BL21 DE3 ha sido catalogada como una de las cepas mds apropi-
adas para la expresién de un péptido, ya que su actividad proteasa se encuentra
disminuida. Si bien existen otras cepas de E. coli con semejantes caracterfsticas,
los fabricantes de los vectores utilizados recomiendan DH5a y BL21 DE3 para un
rendimiento apropiado de amplificacion plasmidial y expresion proteica, respecti-
vamente,

La estandarizacién de la expresion del péptido recombinante resulté en una
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alta expresién proteica que concluyd con la saturacién del sistema y favorecié la
formacion de cuerpos de inclusién. Dicho resultado se ve reflejado en los altos
niveles proteicos del péptido de fusidn encontrados en la fraccion insoluble. En
principio, este resultado complicé el proceso de purificacién, ya que la columna
de Glutatién-Agarosa funciona en base a la unién por afinidad de sustrato a la
enzima GsT acoplada al péptido recombinante y se requiere de esta enzima en su
forma nativa y con su sitio activo libre y correctamente plegado. Al formarse los
cuerpos de inclusién se produce un aglutinamiento del péptido sobreexpresado.
Estos agregados no necesariamente corresponden al péptido en su forma nativa,
por lo que su purificacién por afinidad en la columna se desfavorece notablemente,

En este escenario, es posible plantearse al menos dos formas de resolver di-
cho problema. En primer lugar, se puede estandarizar nuevamente la expresién
en una cepa distinta con capacidad de expresién menor, como BL21 pLys o DH5a.
Asimismo, se puede variar la temperatura, tiempo de induccién y concentracién
de inductor. De esta forma, es posible disminuir los niveles de expresidn, favore-
ciendo la forma soluble de la proteina y disminuyendo la formacién de agregados
proteicos. Para esto seria necesario analizar las fases solubles e insolubles de cada
una de las condiciones. La gran ventaja de este proceso es que se puede purificar
directamente desde la fase soluble del cultivo bacteriano luego de inducir la expre-
sién, ya que la proteina en su forma soluble se presenta en su estado nativo. Sin
embargo, la desventaja radica en los bajos niveles proteicos que generalemente se
obtienen al reducir la formacién de cuerpos de inclusidn.

Por otro lado, existe la opcidén de saturar el sistema asegurando una alta expre-
sién recombinante, que fue lo que finalmente se hizo en este trabajo. La desven-
taja es que se requiere disolver los cuerpos de inclusién con un agente caotrépico

y lnego renaturar la proteina mediante dialisis. Cabe destacar que con este méto-
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do, solo se recupera el PEPTIDO-GST que haya logrado un correcto plegamiento, al
menos del sitio de unién a glutatién. Una desventaja de este método tiene relacién
con la pérdida de muestra al denaturar y luego renaturar. Sin embargo, comnio se
parte de un sistema sobresaturado, la pérdida de muestra es marginal en relacién

a la cantidad de proteina recuperada luego de la purificacién.

Finalmente, como proyecciones de este Seminario de Titulo, se podrfa men-
cionar que en un primer paso debiese realizarse un ensayo kinasa con la protefna
ck2. Esto serfa totalmente factible utilizando la fraccion E2 del ensayo de purifi-
cacién, ya que si bien no se obtuvo un péptido recombinante totalmente purifi-
cado, no se ha descrito que ¢ck2 fosforile a proteinas bacterianas ni a GsT. Si se
comprueba que esta enzima efectivamente fosforila al extremo N-terminal de la
ECE-1c, se podria establecer una relacién mucho mds directa con el papel de esta
metaloproteasa en el desarrollo tumoral. Por ejemplo, al ser fosforilada por ck2,
ECcE-1lc podria aumentar su actividad catalitica o favorecer su localizacién en la
membrana plasmdtica, lo que tendria relacién directa con la mayor produccién de
ET-1 y, por lo tanto, dadas las muiltiples funciones de este péptido en la viabili-
dad de las células, observar un incremento de la tasa proliferativa. Se sabe que
ck2 provoca efectos similares con otras proteinas, por ejemplo, al fosforilar a la
kinasa AKT se promueve la estabilizacién de B-CATENINA, aumentando la resisten-
cia a la apoptosis [PONCE Y coL. 2011]. Es posible entonces que esié sucediendo
algo similar con ECE-lc. Ademds se ha descrito que existen otras kinasas que fos-
forilan a ECE-1 y que aumentan su actividad catalitica y/o cambian su localizacién
subcelular [SMITH Y coL. 2006; KURUPPU Y coL. 2010].

Tal como se mencioné anteriormente, es de suma importancia obtener un an-

ticuerpo que permita detectar especificamente a la isoforma ¢ de ECE-1. Para esto
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seria necesario utilizar la fraccién E2 y no la E3, ya que fue en la que se encon-
traron mayores niveles del péptido recombinante. Si bien la proteina no se encuen-
tra en un estado de alta pureza, es factible seleccidnar los anticuerpos especificos,
por ejemplo, sobrexpresando ECE-1c en una célula eucarionte y detectar qué an-
ticuerpos la detectan y cudles no. Estos tiltimos, seguramente corresponderian a
anticuepos en contra de las proteinas que fueron purificadas de forma inespecifica.
Tener este anticuerpo es crucial, ya que se sabe que los niveles de mensajero de
FEce-1c se encuentran aumentados en células tumorales y en modelos de activacion
de la ruta WNT/B-CATENINA, pero no se sabe qué sucede con los niveles de protei-
na. Esto es muy importante, ya que eventualmente dicha isoforma puede tener un
papel clave en el desarrollo tumoral, como productora de ET-1 o a través de un

mecanismo distinto e independiente de ET-1.

5. Con.clusiones

El objetivo general de este trabajo era purificar el péptido recombinante para
posteriormente ser utilizado en diversas técnicas de biologia celular y molecular,
dentro de una linea de investigacién que pretende comprender la biologia del
céncer, especificamente el de colon. Finalemente, se obtuvo un péptido relativa-
mente puro, solo con algunas bandas inespecfficas, pero como ya se mencioné no
afectarfan de gran manera ni en la realizacién del ensayo kinasa, ni en la produc-
cién del anticuerpo. Segtin esto, ademds de considerar que el objetivo se cumplid,
este Seminario de Titulo se presenta como un trabajo con importantes proyecciones

a futuro.
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