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Resumen

“Expresion, purificacion y caracterizaciéon de la enzima CGI58/ABHD5”

CGI58/ABHD5 es una enzima que participa en el metabolismo de lipidos como
activador de la triglicérido lipasa del tejido adiposo (ATGL). Recientemente se ha
descrito que CGI58 tiene actividad de lisofosfatidil aciltransferasa, por lo que se le
ha relacionado con procesos de sefalizacion en la produccion de lipidos
eicosanoides. A pesar de que CGI58 ha sido objeto de numerosos trabajos de
investigacién, a la fecha su estructura tridimensional no ha sido determinada. El
objetivo central de este trabajo fue obtener una construccion de CGI58 que se
exprese de forma soluble y a una concentracibn adecuada para iniciar
experimentos de cristalizacién y asi resolver su estructura tridimensional por
difraccion de rayos X. Aqui reportamos el modelo por homologia de CGI58 de
humano realizado con I-TASSER, el cual se usé para disefiar una construcciéon
deletada de 50 residuos en el extremo N-terminal. Se generaron seis
construcciones de CGI58, dos con la secuencia de ratén y cuatro con la de
humano, que codifican para la enzima silvestre y una deletada. Cuatro de las seis
construcciones han sido expresadas como proteinas recombinantes en E. coli, la
purificacion de las mismas ha sido estandarizada utilizando cromatografia de
afinidad a niquel. Hemos determinado que el detergente octil glucosido, permite
aumentar la concentracién de proteina soluble aproximadamente diez veces.
Finalmente, observamos que el uso de glicerol al 10%, magnesio 2mM y pH 7.5
tienen un impacto positivo en CGI58. Sin embargo, queda pendiente evaluar el

uso de estos aditivos en el proceso de purificacion.

PALABRAS CLAVE: CGI58, modelo por homologia, purificacion, proteinas,

ensayo de desplazamiento térmico o Thermofluor

Xi



Abstract

“Expression, purification and characterization of CGI58/ABHD5 enzyme”

CGI58/ABHDS is an enzyme that participates in the lipid metabolism as an
activator of adipose triglyceride lipase (ATGL). Recently it has been reported that
CGI58 has a lysophosphatidyl acyltransferase activity, so it has been associated
with the “signaling processes” in the production of eicosanoid lipids. Although
CGI58 has been the subject of several studies, the three-dimensional structure has
not yet been determined. The main goal of this work was to generate a construct
that expresses CGI58 in a soluble form and at suitable concentration to initiate
crystallization experiments; this will allow us to solve its structure by X-ray
crystallography in the near future. Here, we report a homology model of human
CGI58 performed with I-TASSER, which was used to design a truncated protein of
50 residues at the N-terminus. Two constructs of mouse CGI58 were generated,
comprising the wild type and the truncated enzymes. Two optimized DNA
sequences for the human CGI58 were designed, for each one we have the
corresponding construct that express the wild type and the truncated enzyme. So,
six protein constructs were generated in this work. Four of the six constructs have
been expressed as recombinant proteins in E. coli; all of them have been purified
by nickel affinity chromatography. We found that the detergent octyl glucoside
increases the soluble protein concentration about ten fold. Finally, we observed
that the use of 10% glycerol, 2 mM magnesium and pH 7.5 had a positive impact
on CGI58 thermal stability. However, the evaluation of these additives in the

purification step has not been tested yet.

KEY WORDS: CGI58, homology model, purification, proteins, Thermal Shift Assay

or Thermofluor

xii
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Resumen

CGI58/ABHD5 es una enzima que participa en el metabolismo de lipidos como
activador de la triglicérido lipasa del tejido adiposo (ATGL). Recientemente se ha
descrito que CGI58 tiene actividad de lisofosfatidil aciltransferasa, por lo que se le
ha relacionado con procesos de sefializacion en la produccion de lipidos
eicosanoides. A pesar de que CGI58 ha sido objeto de numerosos trabajos de
investigacién, a la fecha su estructura tridimensional no ha sido determinada. El
objetivo central de este trabajo fue obtener una construcciéon de CGI58 que se
exprese de forma soluble y a una concentracibn adecuada para iniciar
experimentos de cristalizacién y asi resolver su estructura tridimensional por
difraccion de rayos X. Aqui reportamos el modelo por homologia de CGI58 de
humano realizado con I-TASSER, el cual se uso para disefiar una construccion
deletada de 50 residuos en el extremo N-terminal. Se generaron seis
construcciones de CGI58, dos con la secuencia de raton y cuatro con la de
humano, que codifican para la enzima silvestre y una deletada. Cuatro de las seis
construcciones han sido expresadas como proteinas recombinantes en E. coli, la
purificacion de las mismas ha sido estandarizada utilizando cromatografia de
afinidad a niquel. Hemos determinado que el detergente octil glucosido, permite
aumentar la concentracion de proteina soluble aproximadamente diez veces.
Finalmente, observamos que el uso de glicerol al 10%, magnesio 2mM y pH 7.5
tienen un impacto positivo en CGI58. Sin embargo, queda pendiente evaluar el

uso de estos aditivos en el proceso de purificacion.



INTRODUCCION

El almacenamiento de triglicéridos (TG) representa una estrategia comun en las
células eucariotas como fuente de combustible para la produccion de energia en
caso de escasez de nutrientes. Durante periodos de incremento de la demanda de
energia, los TG se someten a un proceso de hidrélisis denominado lipdlisis, que
resulta en la liberacién de acidos grasos (FA) y glicerol como sustratos de energia®.
La lipdlisis se lleva a cabo mediante una cascada de reacciones hidroliticas
consecutivas catalizadas por diferentes enzimas, como la triglicérido lipasa del
tejido adiposo (ATGL), la lipasa sensible a hormona (HSL) y la monoglicérido
lipasa (MGL)%. En 2006, un estudio reporté que la proteina CGI58 participa en el
metabolismo de lipidos al activar a ATGL, una de las tres lipasas principales de la
lipdlisis® . En estados basales, CGI58 se encuentra en la superficie de la gota de
grasa (LD) asociada a la proteina perilipina-1. Cuando el adipocito es estimulado
por catecolaminas, se inicia la sefalizacion por la cinasa PKA cuya activacion
promueve la disociacion de CGI58 de perilipinal, ya que esta ultima se fosforila en
6 sitios®. Una vez que CGI58 se disocia de la gota de lipidos, esta se une a ATGL
incrementando su actividad para hidrolizar TG. De forma paralela, con la
activacion de PKA, HSL se fosforila y se transporta del citoplasma a la gota de
lipido, donde hidroliza los diglicéridos producidos por ATGL/CGI58. Finalmente, la
MGL completa la reaccion de lipdlisis al hidrolizar los monoglicéridos en glicerol y
acidos grasos libres®.

Actualmente se ha demostrado que CGI58 estimula la actividad de ATGL hasta 5
veces en humanos y 20 veces en ratones, por lo que se le ha propuesto como un

punto de regulacién de la lipdlisis®. Ademas, un estudio reciente demostré que en



ausencia de CGI58, ATGL hidroliza selectivamente el TG en la posicion sn-2,
generando de este modo un acido graso libre y un diacilglicerol sn-1,3. Esta
selectividad se extiende a la posicion sn-1 por la co-activacion de CGI58, lo que
resulta en la formacién de diacilgliceroles sn-2,3 y sn-1,3. El mecanismo por el
cual CGI58 modifica la selectividad de ATGL aun queda por esclarecer. Sin
embargo, este proceso tiene un importante impacto fisioldgico, debido que cuando
la lipolisis es activada por hormonas, CGI58 co-activa ATGL ampliando su
selectividad, lo que conduce a mayores tasas de lipdlisis y liberacion de FA para la
produccion de energia’.

CGI58 no solamente participa en la lipdlisis, sino que tiene otras funciones en el
metabolismo humano®®'®**, Esto se concluyé debido a que mutaciones en el gen
3p21, el cual contiene 7 exones y codifica para CGI58, causan una rara
enfermedad autosomica denominada “sindrome de Chanarin-Dorfman (CDS)”,
también conocida como “enfermedad de almacenamiento de lipidos neutros con
ictiosis (NLSDI)”. Los individuos con esta enfermedad presentan piel escamosa y
la acumulacién intracelular de gotas de triglicéridos en leucocitos, epitelio
gastrointestinal, médula 6sea, fibroblastos, higado y musculo estriado. Otras
caracteristicas clinicas variables incluyen esteatosis hepatica,
hepatoesplenomegalia, miopatia esquelética y cardiaca, cataratas con vision doble,
retraso del crecimiento, ataxia, pérdida de audicidbn neurosensorial bilateral,
nistagmo horizontal y/o retraso mental*?. Pacientes con mutaciones de ATGL
también desarrollan la enfermedad de almacenamiento de lipidos neutros (NLSD),
pero los sintomas clinicos difieren de los pacientes con NLSDI. Estas diferencias

incluyen la ausencia de ictiosis en los pacientes que carecen de ATGL, esteatosis



hepatica més leve y una acumulacion de TG mas pronunciada en el musculo
esquelético y cardiaco. Estas diferencias fenotipicas, también se han observado
en estudios realizados con modelos de ratones deficientes de ATGL y CGI58. Los
ratones “knockout” para CGI5S8 nacen con un grave defecto de la epidermis,
similar a la ictiosis humana, presentan retardo en el crecimiento y muerte postnatal
dentro de las primeras 16 horas*. En el caso de los ratones “knockout” para ATGL,
muestran un desarrollo normal de la piel, pero son afectados por una esteatosis
cardiaca masiva y miocardiopatia que conduce a la muerte aproximadamente 12
semanas después del nacimiento™®. Estas diferencias sugieren una funcién de
CGI58 independiente de ATGL en la piel y posiblemente en otros tejidos™. Una de
esas funciones alternativas fue presentada recientemente en dos estudios
independientes que muestran que CGI58 es una enzima con actividad de
lisofosfatidil aciltransferasa (LPAAT) dependiente de acil-CoA®*. El papel de la
actividad de LPAAT de CGI58 in vivo permanece desconocido. Sin embargo, se
especula que esta actividad participa en la biosintesis local (posiblemente
asociado a la gota de lipido) de acido fosfatidico que controla procesos de
sefalizacion. Otras teorias sugieren que la actividad LPAAT de CGI58 podria estar
involucrada en la movilizaciéon de &cidos grasos libres, evitando que se acumulen
e inhiban a ATGL por acumulacion por producto o que CGI58 juega un papel en la
produccion de lipidos de sefalizacion del tipo eicosanoides debido a su
selectividad para araquidonoil-CoA*®*".

Con el objetivo de conocer como CGI58 lleva a cabo sus funciones, el propdsito
de este proyecto fue obtener una construccion de CGI58 que se exprese de forma

soluble y a una concentracion adecuada para iniciar experimentos de cristalizacion,



para posteriormente resolver su estructura tridimensional por difraccion de rayos X.
En este trabajo, se realizé6 un modelo por homologia de CGI58 de humano, se
estandarizo el proceso de expresion de CGI58 de humano y ratén en el sistema de
expresion de E. coli y su purificacion por la técnica de cromatografia de afinidad.
Se determin6é que el uso de detergentes puede aumentar la concentracion de
proteina soluble y se estandarizé la técnica de Thermofluor, para optimizar el
amortiguador de la proteina y asi poder mantenerla de manera estable en solucion,
lo cual nos permitird en un futuro obtener cristales y resolver la estructura terciaria

experimental de la proteina.

MATERIALES Y METODOS

Materiales

Las enzimas de restriccion y la T4 DNA ligasa fueron compradas a New England
BioLabs (Ipswich, MA, USA), las células competentes BL21 (DE3) codon plus-
RIPL son de Stratagene (La Jolla, CA, USA), los amortiguadores MOPS y MES y
la lisozima son productos de USB (Cleveland, USA), los antibiéticos, inhibidor de
proteasas PMSF y octil-glucosido (OG) son de Gold Biotechnology Inc (St. Louis,

MO, USA). Los demés reactivos son de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Modelado estructural de CGI58

La estructura tridimensional de CGI58 de humano fue generada usando el servidor
I-TASSER® utilizando la opcién automética. Los templados que tomo el servidor
para construir el modelo fueron las siguientes estructuras del PDB: 4opmA (lipasa

putativa), 4i3fA (serina hidrolasa), 1ehyA (epoxido hidrolasa), 1c4xA (2-hidroxi-6-



oxo-6-fenil hexa-2-4-dienoato hidrolasa), 4IxiA (hidrolasa de C-C), 4ccyA (carboxil
esterasa) y 2vf2A (hidrolasa de esteroides). El modelo resultante se manipulo con

Chimera 1.7%°,

Clonacion del cDNA de CGI58 de humano y ratén en el vector de expresion
pET28(PPS)

Clonacién del cDNA de CGI58 de humano (Homo sapiens) y construccion de la
enzima truncada hCGI58 A50. La secuencia de cDNA de CGI58 de humano
(hCGI58_WT), optimizado y clonado en el vector pGOv4 (pGOv4_hCGI58 WT),
fue sintetizado por la empresa GeneOracle. El vector de expresibn que se
selecciond para subclonar y expresar al gen de CGI58 es un pET28 modificado
[PET28(PPS)], en el cual el sitio de corte correspondiente a la trombina, fue
sustituido por el correspondiente para la proteasa PreScission.
pGOv4 _hCGI58 WT fue digerido con las enzimas Hindlll y Ndel y subclonada en
el vector pET28(PPS) usando la T4 DNA ligase, obteniendo la construccion
pET28(PPS) hCGI58 WT. La construccion de la enzima truncada (hCGI58_A50)
se realiz6 a partir de la construccion pET28(PPS) hCGI58 WT, amplificando el
segmento que codifica para los residuos 51-349 con los siguientes
oligonucledtidos: Forward 5° GTAATTCCATATGAAAAAAGAACCAGTTCGGATTT
C y Reverse 5 CGCGGATCC AAGCTTTCAATCGACAG utilizando la Platinum Pfx
DNA Polimerasa (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Este procedimiento permitio
generar una delecion de 150 nucleotidos que corresponden a los primeros 50
residuos de aminoéacidos del extremo N-terminal de la proteina. El producto de

PCR fue purificado, digerido con las enzimas Hindlll y Ndel y subclonado en el



vector de expresion pET28(PPS) utilizando la T4 DNA ligase, con lo que
generamos nuestro vector de expresion pET28(PPS)_hCGI58_AS50.

Clonacion del cDNA de CGI58 de raton (Mus musculus) y construccion de la
enzima silvestre mCGI58 WT. El cDNA de CGI58 de ratdn se obtuvo a partir de la
construccion utilizada en trabajos anteriores'®, denominada pET28_mCGI58(His)12
la cual codifica para una proteina de 348 residuos de aminoacidos, la cual carece
de los tres primeros residuos del extremo N-Terminal (Met, Lys y Ala). A partir de
la construccion pET28_mCGI58(His);2 se hizo la construccion de la proteina
silvestre mCGI58_ WT por PCR, amplificando con la Platinum Pfx DNA
Polimerasa y se usaron los oligos Forward 5 AAACATATGAAAGCGATGGCGGC
GGAGGA y Reverse 5 TTTGGATCCAAGCTTTCAGTCTACTGTGTGG. Este
procedimiento nos permiti6 obtener la proteina silvestre de 351 residuos de
aminoacidos. El producto de PCR se purificd, digirid6 con Hindlll y Ndel y se
subclon6 en el vector de expresion pET28(PPS) utilizando la T4 DNA ligase, a
esta construcciéon se le nombr6 como pET28(PPS)_mCGI58 WT. Todas las
construcciones fueron secuenciadas con el método de didesoxinucleotidos
marcados en el secuenciador 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) utilizando los oligos externos T7. Las construcciones utilizadas en

este trabajo se enlistan en la Tabla I.

Evaluacion de la expresion y solubilidad de las construcciones de CGI58 en
la cepa BL21(DE3) y cepas derivadas
Diferentes cepas de expresion fueron probadas con las construcciones enlistadas

en la Tabla I. Las cepas evaluadas fueron: BL21 (DE3) Star, BL21 (DE3) Star con



GroEL/GroES, Rosetta Il Star (DE3), Rosetta gami (DE3) y BL21 (DE3) codon
plus-RIPL. Las cepas fueron transformadas con las diferentes construcciones por
choque térmico y plagueadas en medio LB con Kanamicina (50 pyg/mL) mas los
antibiéticos a los que son resistentes cada cepa (Tabla IlI). Se seleccionaron
colonias individuales para crecer un preinoculo de 10 mL en medio LB liquido con
antibioticos y se incub6 a 37 °C por 12 h a 190 rpm. El preinoculo se utilizé para
inocular medio LB fresco (100 mL) haciendo una dilucién 1:50 y se incubd hasta
alcanzar una DOggonm €entre 0.6-0.8. Una vez alcanzada la DOgyy Se indujo la
produccién de proteina con IPTG 1 mM y se incub6 a 37 °C durante 4 h a 190 rpm.
El cultivo celular se centrifugd a 12,000 rpm por 10 min a 4 °C y se almacend a -20
°C hasta su uso.

Para evaluar la expresion y solubilidad de las proteinas recombinantes, el pellet
celular se resuspendié en amortiguador de lisis (Tris-HCI 50 mM, NaCl 300 mM,
Imidazol 10 mM, PMSF 1 mM, lisozima 50 ug/mL, pH 8.0) y las bacterias se
lisaron por sonicacion (5 ciclos 15s ON/45s OFF a 30, 35, 40 y 45% amp). Se
tomaron dos alicuotas de 50 uL para evaluar la expresion y concentracion de
proteina total mediante geles de acrilamida desnaturalizantes (SDS-PAGE) vy el
método de Bradford. La solubilidad se evalué centrifugando el lisado celular a
12,000 rpm por 10 min a 4 °C. Se guardaron fracciones del sobrenadante y del
pellet para ser analizados por electroforesis SDS-PAGE y se evalué su
concentracion por el método de Bradford. Las muestras para electroforesis fueron
mezcladas con amortiguador de muestra (Tris-HCI 100 mM pH 6.8, SDS 2%,

glicerol 23%, mercaptoetanol 0.64 M y azul de bromofenol 0.022%), se calentaron



a 95 °C por 10 min y se corrieron en geles SDS-PAGE al 12%, los cuales se

tineron con coomassie R-250.

Optimizacion de la expresion de las proteinas recombinantes

Para optimizar la expresion de las proteinas recombinantes, se exploraron
condiciones como: temperatura, concentracion de IPTG y tiempo de incubacion.
Las células BL21 (DE3) codon plus-RIPL fueron transformadas con las
construcciones que se enlistan en la Tabla | por choque térmico. Los cultivos se
prepararon como se describié en la seccion anterior, con la diferencia que al
momento de alcanzar la DOgponm de 0.6-0.8 se evaluaron diferentes
concentraciones de IPTG (0.2, 0.5y 1 mM), temperatura (18, 28 y 37 °C) y tiempo
de incubacion (4, 5, 6 y 8 h). Los cultivos celulares fueron centrifugados a 12,000
rpm por 10 min a 4 °C, se resuspendieron en amortiguador de lisis y se tomaron
50 pL de muestra para la cuantificacion de proteina total con el método de
Bradford y 50 pL para evaluar la expresién de las proteinas recombinantes

mediante SDS-PAGE.

Purificacion de las proteinas recombinantes por cromatografia de afinidad a
Niquel (IMAC), intercambio idnico y exclusion molecular

El pellet celular obtenido a partir de 500 mL de cultivo de células BL21 (DE3)
coddn plus-RIPL, transformadas con las diferentes construcciones de la Tabla |,
fue resuspendido en 50 mL de “amortiguador de lisis”, sonicado durante 5 ciclos a
diferentes amplitudes (15s ON/45s OFF a 30, 35, 40 y 45% amp) y centrifugado a

12,000 rpm/10 min/4 °C. El sobrenadante del extracto celular (aproximadamente
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50 mL) se transfirio a la columna de agarosa Ni-NTA de Qiagen para purificar las
proteinas por afinidad a niquel. El lavado de la inyeccién se hizo con 3 volumenes
de columna (CV) del amortiguador de union (50 mM Tris-HCI, 300 mM NacCl, 10
mM de imidazol, pH 8.0), la elucion se realiz6 con un gradiente escalonado de
imidazol de 50, 100, 250 y 500 mM preparado en el amortiguador de union. Las
fracciones eluidas fueron colectadas, se les midi6 la concentracion de proteina
mediante el método de Bradford y se verificaron por SDS-PAGE. Las fracciones
donde eluyé la proteina recombinante fueron concentradas por microfiltracion en
un amicon Ultra-15 con membrana de retencién de 10 kDa (Millipore) y desaladas
por filtraciébn en gel con una columna PD-10 (GE HealthCare) para dejarla en el
amortiguador | que contiene 20 mM Tris-HCIl y 150 mM NacCl. Este proceso de
purificacion por afinidad a Niquel también se realiz6 en presencia del detergente
Octil glucosido a una concentracion de 1% en el amortiguador de lisis y 0.1% en el

amortiguador de union.

Ensayo de estabilidad térmica

Los ensayos de estabilidad térmica se realizaron con la técnica “ensayo de
desplazamiento térmico” (Thermal Shift Assay) también conocida como
Thermofluor. El experimento se realizé en una placa de PCR de 96 pozos y se
utilizé6 una méaquina de RT-PCR 7500 Fast (Applied Biosystems)®. En un volumen
final de 40 pL la proteina a una concentracion final de 0.05 mg/mL fue incubada en
presencia de SYPRO ORANGE (Invitrogen) a una concentracion final de 5X y con
las condiciones a evaluar. El control del tiempo/temperatura de la maquina de

PCR fue programado en 70 ciclos, con un incremento de 1 °C en un rango de 25 a
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95 °C y 30 s de incubacién por ciclo. La fluorescencia emitida fue capturada en
cada ciclo y fue graficada en Excel. Para obtener la Tm, los datos de la curva
fueron ajustados a la ecuacién de Boltzmann?' con el complemento Solver de
Excel. Las condiciones evaluadas fueron diferentes amortiguadores, pH y aditivos

gue se muestran en la Tabla Ill.

RESULTADOS Y DISCUSION

Modelado por homologia de CGI58 de humano

La proteina CGI58 de humano y raton, comparten un 95% de identidad en
secuencia y consisten de 349 y 351 residuos de aminoacidos, respectivamente. A
la fecha, no existe informacion estructural experimental para CGI58, Unicamente
se han hecho modelos por homologia de CGI58 de ratén*’?%%,

Estos modelos sugieren que CGI58 de ratébn es una proteina que pertenece a la
familia de las alfa beta hidrolasas, la cual se caracteriza por tener un plegamiento
canonico de 8 hebras-p paralelas (con la segunda hoja que inicia de forma
antiparalela) rodeadas por hélices a y loops que conectan las hojas®*?°. Nuestro
modelo de CGI58 de humano generado por homologia (Figura 1) sugiere que
CGI58 de humano también contiene el dominio o/p hidrolasa (ABHD) entre los
aminoacidos 53 y 347. La superfamilia con el plegamiento o/f hidrolasa incluye
proteasas, lipasas, esterasas, dehalogenasas, peroxidasas, epo6xido hidrolasas,
entre otras. CGI58 pertenece a la subfamilia esterasa/tioesterasa/lipasa (por lo

gue también se le conoce como ABHDS5). Estas enzimas tienen una triada

catalitica de Asp, His y Ser con el motivo candnico conservado GXSXG. Sin
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embargo, en las ABHD5 el aminoacido Serina se encuentra sustituido por
Asparagina (Figura 1), lo que resulta en la perdida de la actividad hidrolitica
intrinseca y elimina la posibilidad de que funcione como lipasa®.

El modelo por homologia de CGI58 de ratén®’, muestra que el nicleo de la

proteina que comprende el dominio ABHD comienza en la Val*®

y termina en la
val®?, Esta regi6on de 303 aminoAcidos, tiene un 96% de identidad con la
secuencia humana y en el modelo por homologia de CGI58 de humano generado

por I-TASSER, se observa que el sandwich comienza en la Val*

y termina en la
Val**®. También generamos un modelo por homologia para CGI58 de ratén bajos
las mismas condiciones descritas en la metodologia. Con la herramienta de
MatchMaker de Chimera 1.7, se compard el modelo de raton con el modelo de
humano, donde el alineamiento estructural dio una desviacion media cuadratica
conocida como RMSD de 0.488 A, lo que nos indica que hay gran similitud entre
los dos modelos.

En la Figura 1 podemos observar que la regién del extremo N-terminal hasta la
Thr¥® no presentan una estructura secundaria definida y aparenta ser una seccién
movil de la proteina. Esta region contiene tres Trp (19, 23 y 27) al igual que la
proteina de ratdn, los cuales se han demostrado juegan un papel importante en la
union de proteinas a membranas debido a que pueden formar enlaces de
hidrogeno con la cabeza del grupo lipidico, mientras su anillo hidrofébico esta
inmerso en la parte hidrofébica de la cadena lipidica?’. Mutaciones en los

triptofanos del extremo N-terminal de CGI58 de raton, sefialan que son

importantes para la localizacion de la proteina en las gotas lipidicas asi como para
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la activacion de ATGL, pero no afectan la actividad de aciltransferasa de
CG|5817'22'26.

A partir del modelo por homologia de CGI58 de humano se disefio una proteina
truncada que carece de 50 residuos de aminoacidos en el extremo N-terminal
(residuos del 1-50), la cual como se discutid anteriormente, es probable que no
tenga una estructura secundaria definida. En la Figura 1, se sefala la region
deletada donde se observa que esta construccion no altera elementos de
estructura secundaria como hélices alfa ni hojas beta y de acuerdo con trabajos
previos, se ha reportado que la region deletada no interfiere con su actividad
enzimatica, sin embargo si afecta la union a la gota lipidica, la interaccién con

perilipina y la activaciéon de ATGL"#22°,

Analisis y optimizacion de las construcciones de CGI58

La expresion de CGI58 ya ha sido reportada en trabajos anteriores. En el caso de
CGI58 de humano, se ha optimizado su secuencia para expresarla en la cepa
BL21°. Para CGI58 de ratén que ha sido la mas estudiada, algunos autores la han
expresado en E. coli BL21 (DE3)*® y S. cerevisiae BY47423. En nuestro caso, las
secuencias codificantes fueron analizadas con el servidor RaCC, que es un
servidor que analiza la presencia de codones poco frecuentes para la expresion de

proteinas recombinantes en E. coli (http://nihserver.mbi.ucla.edu/RACC/). Ambas

secuencias codificantes presentan los codones de baja frecuencia AGA, AGG,
CGA, ATA, CCC y CTA, lo que disminuye la expresion de las proteinas
recombinantes en E. coli (Tabla S1)?’. La estrategia que seguimos para expresar a

CGI58 como enzima recombinante fue la siguiente: dado que la construccion de
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ratdn es la misma que se ha expresado anteriormente en E. coli, esta secuencia
fue usada sin ser modificada. En el caso de CGI58 de humano, la secuencia se
adquirid6 optimizada para su expresion en E. coli por la compafia GeneOracle
[PET28(PPS)_hCGI58 WT]. Sin embargo, las primeras pruebas de expresion de
CGI58 de humano mostraron resultados negativos en las cepas BL21, por lo que
decidimos optimizar manualmente el cDNA de la proteina de humano cambiando
los codones de baja frecuencia (Tabla S1) por los codones mas utilizados por E.
coli, de acuerdo a tablas de uso de codones®’. La nueva secuencia fue adquirida
como gen sintético de la empresa GeneOracle y esta en proceso de subclonacion

en el vector de expresion pET28(PPS).

Evaluacion de la expresion y solubilidad de las proteinas recombinantes de
CGI58 en diferentes cepas de E. coli BL21 (DE3)

En la Tabla Il se muestran los resultados de la expresién y solubilidad de las
diferentes construcciones de CGI58 en diversas cepas de expresion de E. coli.
Nosotros encontramos que los niveles de expresibn de las proteinas
recombinantes de CGI58 son muy bajos en cepas convencionales de E. coli
BL21(DE3). Esto muy probablemente se debe a que CGI58 es una proteina de
origen eucarionte y contiene en su secuencia de cDNA una serie de codones de
uso poco frecuente por E. coli (Tabla S1). Sin embargo, mCGI58(His)1, se logro
expresar soluble en la cepa BL21 Star, aunque en baja concentracion. La proteina
hCGI58 AS50, que tiene menor numero de codones de baja frecuencia, presento
una buena expresion en la cepa BL21 Star, sin embargo esta proteina no es

soluble. Una estrategia que utilizamos para solucionar este problema, fue usar una
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cepa que expresa a las chaperonas GroEL/GroES. De esta forma, se pudo
obtener una fraccion soluble de hCGI58 A50, no obstante, experimentos de
purificacion posteriores demostraron que hCGI58 A50 tiene una fuerte interaccién
con la chaperona GroEL, purificAndose como complejo por lo que decidimos no
utilizar esta cepa. Finalmente, los mejores resultados de expresion de las
proteinas recombinantes se lograron con la cepa BL21 (DE3) coddn-Plus-RIPL
que contiene dos plasmidos con los genes de los tRNA para argU (AGA, AGG),
ileY (AUA) , proL (CCC), leuw (CUA). En la Figura 2 se muestra en gel de
expresion con las células transformadas con las cuatro construcciones, donde
podemos observar que las proteinas recombinantes de CGI58 se expresan aun

cuando no estan optimizadas.

Optimizacion de la expresion de las proteinas recombinantes de CGI58

En la optimizacién de la expresién de CGI58 utilizando la cepa BL21 (DE3) coddn
plus-RIPL, se observé que las proteinas de recombinantes se expresan desde la
concentracion de 0.2 mM de IPTG, con una mayor expresion a la temperatura de
37 °C. Al evaluar el tiempo de incubacién, se pudo observar que la expresién de la
proteina de interés se mantiene constante a las 4, 5, 6 y 8 h de incubacién a 37 °C.
Con base en estos resultados, seleccionamos como condiciones de expresion
para las proteinas recombinantes mCGI58(His)12, mCGI5S8 WT, hCGI58 WT vy
hCGI58 AS50 en la cepa BL21 (DE3) codon plus-RIPL, 0.2 mM de IPTG y 4 h de

incubaciéon a 37 °C.
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Purificacion de CGI58 por cromatografia de afinidad

En la purificacion de las proteinas recombinantes de CGI58, se utilizo la
cromatografia de afinidad a Ni. Los resultados observados para la proteina
mCGI58(His);2, muestran que esta proteina empieza a eluir a concentraciones de
100 mM de imidazol, sin embargo, en la primera fraccion de la elucion con 250
mM de imidazol es donde se obtiene la mayor concentracion de proteina. De
acuerdo a los ensayos de determinacion de proteina con el método de Bradford, la
concentracion de proteina en la fraccion 1 de 250 mM de imidazol es de 0.05
mg/mL. Sin embargo, esta concentracion de proteina es insuficiente para los
ensayos de cristalizacion, ademas, al concentrar por microfiltracion la proteina
comienza a agregarse. Esto posiblemente se deba a las caracteristicas del
extremo N-terminal de la proteina, que tiene residuos de aminoacidos hidrofobicos
que le permiten unirse a la gota de lipidos, por lo que decidimos evaluar dos
estrategias, la primera es utilizar detergentes y la segunda es explorar diversas

condiciones que nos permitan estabilizar la proteina mediante Thermofluor.

Evaluacion del detergente no idnico octil glucosido sobre la solubilidad de
CGI58

Se ha demostrado que los detergentes pueden tener un papel importante en los
procesos de solubilidad, purificacién y cristalizacién de proteinas®®. Para elegir el
detergente adecuado y determinar cuales eran los detergentes mas usados en la
cristalizacion de proteinas, hicimos una busqueda en la base de datos de
estructuras cristalogréaficas de proteinas (RCSB Protein Data Bank). En la Tabla

S2 se enlistan los detergentes mas comunes con sus frecuencias en el pdb y
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algunas de sus caracteristicas. Los detergentes OG y CHAPS tienen mayor
namero de entradas en el pdb, asi como la ventaja de que son detergentes
dializables que no interfieren en la etapa de purificacién, ni tampoco en la
determinacion de proteina por el método de Bradford. Por lo tanto se decidié
adquirir estos detergentes y probar primero el OG en el proceso de purificacion
descrito, ya que es el mas usado en cristalizacion de proteinas.

De acuerdo con trabajos previos, la concentracion de OG que se usé para el
amortiguador de lisis fue del 1%, esa misma concentracion se usO para unir la
proteina mCGI58(His)i» a la resina de Niquel, mientras que para la elucién se usé
una concentracion de 0.1%%°. La concentracion total de proteina observada en el
sobrenadante del extracto celular posterior al sonicado, usando células BL21 (DES3)
codon plus-RIPL con 1% de OG, fue de 85.3 mg/L que es mayor a los 62 mg/L
obtenidos sin el detergente. La proteina mCGI58(His);, comenzé a eluir en la
fraccion de 100 mM de imidazol (Figura 3), pero se obtuvo la mayor concentraciéon
en la primera fraccion de 250 mM de imidazol con 0.302 mg/mL que es seis veces
mas que la obtenida sin el detergente (0.05 mg/mL).

Las fracciones resultantes de IMAC donde eluyo la proteina mCGI58(His);,, fueron
concentradas en un amicon Ultra-15 con membrana de retencion de 10 kDa
(Millipore) hasta una concentracion de 0.431 mg/mL, una concentracion
aproximadamente 10 veces mayor a los resultados obtenidos en ausencia del OG.
Sin embargo, esta concentracion es insuficiente para realizar experimentos de
cristalizacion, por lo que decidimos explorar el uso de aditivos, pH, iones y
diferentes amortiguadores para evaluar su efecto sobre la estabilidad térmica de la

proteina, como se detalla a continuacion.
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Estabilidad térmica de mCGI58(His);2

La espectrometria de fluorescencia es un método altamente sensible que puede
utilizarse para el andlisis de agregacion de proteinas. Uno de los reactivos
fluorescentes extrinsecos mas usados es el acido 8-anilino-Naftaleno Sulfénico
(ANS) *, que se une a las zonas hidrofébicas de la proteina y conforme esta se
despliega por efecto de la temperatura, la fluorescencia del ANS incrementa®. Sin
embargo la longitud de excitacion del ANS es de 350 nm y su longitud de emision
es de 492 nm*?). En cambio el reactivo SYPRO ORANGE, que tiene el mismo
comportamiento descrito para el ANS, tiene una longitud de excitacion cercana a
500 nm y una de emisién de 610 nm, por lo que se puede emplear un equipo de
PCR de tiempo real convencional. Debido a esta cualidad, en los Gltimos afios el
SYPRO ORANGE ha sido ampliamente usado para los ensayos de estabilidad
térmica.

Para este experimento, también conocido como Thermofluor, no se requiere
ningtin conocimiento previo de las propiedades de la proteina de interés®, este
ensayo nos permite conocer la temperatura de desnaturalizacion en el punto
medio de la transicién térmica (Tm) de la proteina en diferentes condiciones de pH,
concentracion de sal, iones, aditivos, etc. En nuestro caso, primero
estandarizamos la concentracion de SYPRO ORANGE con respecto a la
concentracion de proteina en un experimento control. Los resultados mostraron
gue para una concentracion de proteina de 0.05 mg/mL la mejor concentracion de
SYPRO ORANGE es 5X, lo cual concuerda con datos publicados por otros
grupos®, por lo que esta concentracion fue la empleada para los ensayos

posteriores.
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Con el objetivo de optimizar el amortiguador que utilizamos durante la purificacion
y caracterizacion de la proteina mCGI58(His);» se evaluaron diferentes
condiciones y aditivos como se muestra en la Tabla Il por Thermofluor. La primera
condicion evaluada fue el pH, en la que utilizamos diferentes amortiguadores en
un rango de 5.5 a 9.0. La proteina mCGI58(His);2 es menos estable a pH de 5.5
(Figura 4A) al tener el valor de Tm menor de 51.01 (Tabla Ill), en cambio con el
amortiguador HEPES pH 7.5 la Tm de la proteina aumenta a 56.5.

Se ha mostrado que los iones metales juegan un papel importante en la
estabilizacién de proteinas por unirse a sitios especificos®. Los resultados para la
condicion de metales nos sugieren que la proteina requiere de la presencia de
iones metales para estabilizarse, debido a que en la presencia de EDTA (Figura
4B), el cual es un agente quelante, la Tm de mCGI58(His);, disminuye a 44.82 y
cuando esta en presencia del ion Mg* esta aumenta a 49.34, sin embargo, en
presencia de MgCl, la Tm es menor (Tabla Ill). No existen evidencias
bibliograficas en las que se demuestre que las proteinas alfa/beta hidrolasas
requieren metales para su actividad®®. No obstante, un estudio reciente en la
actividad lactonasa de la proteina AidH, reporté que el Mn, induce un cambio
conformacional que influye la actividad enzimética, inclusive aunque los
programas bioinformaticos no revelaron ningn sitio potencial de unién a metales®”.
Finalmente, el glicerol ha sido empleado como un agente estabilizador para la
cristalizacién de proteinas, incluso proteinas de membrana®®. En el experimento
de Thermofluor se evaluaron 3 concentraciones de glicerol (Figura 4C), dando
como resultado que la proteina mCGI58(His)1» en presencia de glicerol al 10%

aumenta su estabilidad hasta en 5°C. Este cambio en la estabilidad es mayor
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comparado con las otras dos concentraciones que se evaluaron. Pretendemos
extender este analisis para incluir otras condiciones como agentes reductores,
concentracion de sal, concentracion de detergentes, entre otros, para obtener el
amortiguador 6ptimo que permita estabilizar nuestra proteina de manera soluble y
a mayor concentracion. Hasta el momento, con los resultados de Thermofluor
sabemos que la composicion de nuestro amortiguador durante la purificacion,

debe incluir HEPES a pH 7.5, glicerol al 10% y metales como Mg™.

CONCLUSIONES

En conclusion, generamos un modelo por homologia de CGI58 de humano, en el
que se observa que esta proteina tiene una similitud estructural elevada con la de
ratdn, basandose en el RMSD de la superposicion de los modelos que fue de
0.488 A. A partir de este modelo, disefiamos la proteina truncada con la delecion
de los primeros 50 aminoacidos del extremo N-terminal. Ademas, hemos disefiado
seis construcciones de CGI58, de las cuales cuatro han sido transformadas en
cepas de E. coli y pueden ser expresadas por las células BL21 (DE3) coddn plus-
RIPL con una concentracion de 0.2 mM de IPTG a 37°C por 4 h. También
estandarizamos el proceso de purificacion por cromatografia de afinidad a niquel,
donde CGI58 eluye de la columna con una concentracion de 250 mM de Imidazol.
Se evalud el efecto del detergente OG en el rendimiento de la purificacion donde
se logro obtener un rendimiento total de 6.657 mg/L de la proteina mCGI58(His)2
y una concentracion en solucion diez veces mayor que la obtenida sin el
detergente. Asimismo, se evalué el efecto de diferentes condiciones y aditivos en

la estabilidad térmica de CGI58 con el ensayo Thermofluor, en el que se observa
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que el glicerol, iones magnesio y el pH tienen un impacto positivo en la estabilidad
térmica de la proteina, sin embargo aun queda pendiente evaluar su efecto

durante la purificacion de CGI58.
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Fig. 1. Modelo por homologia de CGI-58 de humano
Modelo 3D de hCGI-58 construido con I-TASSER. Se tomaron como “templado”

las siguientes estructuras descritas en el pdb: 4opmA, 4i3fA, 1ehyA, 1c4xA, 4lIxiA,
4ccyA y 2vf2. El dominio a/f hidrolasa esta representado en colores negro y azul.
La flecha roja indica el inicio de la proteina truncada hCGI-58A50, los triptéfanos
de unién a lipidos en el amino terminal se muestran de color amarillo y el motivo

HX4D que le confiere actividad enzimatica se muestra en color magenta.
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Fig. 2. Expresion de las construcciones de CGI58 en E. coli BL21 (DE3)
codon plus-RIPL

Gel SDS-PAGE 12% tefiido con Coomassie R-250. Células BL21 (DE3) coddn
plus-RIPL transformadas con las construcciones de CGI58. El signo (-) indica el
tiempo sin inducir y el signo (+) el tiempo inducido con IPTG. Carril 1: Marcador de
peso molecular BioRad Precision Plus. Carril 2 y 3: mCGI58_WT. Carril 4 y 5:
MCGI58(His)i2. Carril 6 y 7: hCGIS8_WT. Carril 8 y 9: hCGI58_A50. La flecha

sefala la banda correspondiente a expresion de las proteinas recombinantes.
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Figura 3. Purificacion de mCGI58(His)1, por afinidad

Purificacion de mCGI-58(His);» por cromatografia de afinidad a Ni usando el
detergente OG. Las proteinas fueron resueltas en un gel SDS-PAGE 12% tefiido
con Coomassie R-250. Carril 1: Marcador de peso molecular BioRad Precision
Plus. Carril 2: Sobrenadante del sonicado de las células BL21 (DE3) codoén plus-
RIPL transformadas con pET28/mCGI-58(His).2. Carril 3: Frente del lavado de la
muestra inyectada a la columna. Carril 4, 5, 6 y 7: Elucion de CGI58 con 10, 50,
100 y 250 mM de Imidazol, respectivamente. Carril 8: Fraccion 2 con 250 mM de
Imidazol. Carril 9: Fraccion 3 con 250 mM de Imidazol. Carril 10: Fraccion 1 del

lavado con el amortiguador de eluciéon con 500 mM de Imidazol. La flecha sefala

la proteina recombinante mCGI58 (His);»

31



40000

35000 - PH S5
PEANY ——pH 6.0
N
« 30000 - % N ——pH65
ks L A
CIC) \\ ,’=’=\_ _____ pH 70
g 25000 | %‘% ) ——pH75
3 \\‘§:\:: "“’ .
= 20000 - pH 8.0
———pH 85
15000 - ———pH 9.0
10000
20 30 40 50 60 70 80 90 100
Temperatura °C
100000 - \/\
90000 - / T™N
——EDTA
© 80000 - / ,
o ——NiSO4
2 70000 - Ity / '\v\ —— Mg(CH3C00)2
S Ll
3 /./ natl ——Li2S04
T 60000 -
\,_//;:; \"\ —— MgCI2
S T
50000 { | , \
40000
20 30 40 50 60 70 80 90 100
Temperatura °C
70000 -
65000 - /
60000 -
8
2 55000 - —Gilicerol 5%
5]
o /""\ .
§ 50000 - \S// \/\ ——Glicerol 10%
E 45000 - 1L / \\ ——Glicerol 20%
=9
40000 - T~
35000 -
30000

20 30 40 50 60 70 8 90
Temperatura °C

100

32




Fig. 4. Ensayo de estabilidad térmica para la proteina mCGI58(His);, en
diferentes condiciones

(A). Evaluacion de la estabilidad térmica de mCGI-58(His)12 en un rango de pH de
5.5 a9.0. Los amortiguadores utilizados fueron: MOPS pH 5.5y 6.0, MES pH 6.5y
7.0, HEPES pH 7.5, Tris-HCI pH 8.0 y 8.5 y Glicina pH 9.0. Las condiciones de
cada reaccién fueron: 0.05 mg/mL de proteina, 50 mM de amortiguador, 150 mM
NaCly 5X de SYPRO ORANGE.

(B). Evaluacion de la estabilidad térmica de mCGI58(His)1, con diferentes metales.
Los iones metdlicos analizados fueron: Li,SO4, Mg(CH3COO),, MgCl, y NiSO,.
Las condiciones de cada reaccion fueron: 0.09 mg/mL de proteina, 50 mM de
amortiguador MOPS pH 6.5, 150 mM NaCl, 5X de SYPRO ORANGE, 1 mM EDTA
y 2 mM del metal, en un volumen final de 40 pL.

(C). Evaluacion de la estabilidad térmica de mCGI58(His);» con diferentes
concentraciones de glicerol. Las concentraciones analizadas fueron de 5, 10 y 20%
de glicerol. Las condiciones de cada reaccion fueron: 0.09 mg/mL de proteina, 50
mM de amortiguador MOPS pH 6.5, 150 mM NacCl, 5X de SYPRO ORANGE vy las

diferentes concentraciones de glicerol, en un volumen final de 40 L.
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Tablal. Construcciones de CGI58 de humano y de ratén

pET28(PPS) hCGI58 WT* Humano 1050 1-349 6His REMETIE T Este trabajo
pET28(PPS)_hCGI58_A50" Humano 903 50-349 6His Kanamicina Este trabajo
pET28(PPS)_hCGI58 WT? Humano 1050 1-349 6His Kanamicina En proceso
pET28(PPS)_hCGI58_A502 Humano 903 50-349 6His Kanamicina En proceso
pET28 _mCGI58(His)1, Raton 1047 4-351 12His Kanamicina 16

pET28(PPS) mCGI58 WT Ratbn 1056 1-351 6His Kanamicina Este trabajo

! cDNAoptimizado por GeneOracle
2 cDNA optimizado manualmente utilizando tablas de uso de codones de E. coli
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Tabla Il. Expresion y solubilidad de las construcciones de CGI58 en diferentes cepas de E. coli BL21 (DE3)

negativo ND negativo

positivo negativo positivo
positivo positivo ND
ND ND ND

ND

positivo

ND

ND

negativo

positivo

negativo

ND

ND

negativo

ND

ND

negativo

ND

negativo

negativo

ND

ND

ND

ND

positivo positivo
positivo positivo
positivo positivo
positivo positivo

ND: No determinado, Cam": resistencia a cloranfenicol, Strep": resistencia a estreptomicina, * BL21 Star con el plasmido
gue codifica las chaperonas GroEL/GroES, **Células con dos plasmidos que contienen los genes de los tRNA argU (AGA,

AGQG), ileY (AUA), proL (CCC), leuwW (CUA).




Tabla lll. Tm de mCGI58(His)1»2 en las diferentes condiciones evaluadas con el

ensayo de estabilidad térmica

MES 50 mM 5.5 51.0 0.001

MES 50 mM 6.0 56.3 0.005

MOPS 50 mM 6.5 56.0 0.001

MOPS 50 mM 7.0 55.9 0.001

pH' HEPES 50 mM 7.5 56.5 0.001

Tris-HCI 50 mM 8.0 54.5 0.001

Tris-HCL 50 mM 8.5 55.4 0.001

Glicina 50 mM 9.0 55.0 0.001

5% 6.5 51.0 0.063

Estabilizador® Glicerol 10% 65 556 0.026

20% 6.5 53.2 0.022

EDTA 1 mM 6.5 44.8 0.018

EDTA, Li2SO4 1 mM, 2 mM 6.5 46.5 0.209

Metal? EDTA, 1 mM, 2 mM 6.5 47.6 0.083
Mg(CHsCOO),

EDTA, MgCl, 1 mM, 2 mM 6.5 49.3 0.135

EDTA, NiSO4 1 mM, 2 mM 6.5 45.5 0.064

*Las concentraciones dadas son las concentraciones finales usadas durante el
experimento.

'Experimento realizado con CGI58 en amortiguador Tris-HCI pH 8.0.
Experimento realizado con CGI58 en amortiguador MOPS pH 6.5
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Material Suplementario

Tabla S1. Codones de bajo uso por E. coli dentro de las secuencias de cDNA de las construcciones de CGI58

Arginina CGT 0.643 8 8 1 1
CGC 0.330 4 4 1 1

CGA 0.011 0 0 3 3

CGG 0.008 5 5 3 3

AGA* 0.006 2 1 5 5

AGG* 0.003 0 0 7 7

Isoleucina ATT 0.335 6 5 8 8
ATC 0.659 9 9 7 7

ATA* 0.006 5 5 4 4

Prolina CCT 0.112 6 6 9 9
CCcC* 0.016 5 3 4 4
CCA 0.153 6 5 10 10

CCG 0.719 7 7 1 1

Leucina TTA 0.055 6 5 3 3
TTG 0.034 2 2 8 8

CTT 0.056 11 10 9 9

CTC 0.080 5 5 5 5

CTA* 0.008 0 0 4 4

CTG 0.767 10 9 6 6

*La cepa BL21 (DE3) codon plus-RIPL tiene dos plasmidos que incluyen los genes para esos tRNA
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Tabla S2. Propiedades de detergentes usados mas frecuentemente en el PDB

Triton X-100 No i6nico No 48
Tritobn X-114 No i6nico No
NP-40 No iénico No
Tween 20 No i6nico No 12
Tween 80 No i6nico No 1
Octil gluclosido (OG) No i6nico Si 181
Octil thioglucosido No iénico Si 19
SDS Anionico No 79
CHAPS Zwitterionico Si 98
CHAPSO Zwitterionico Si 38
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