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Resumen

Purificacién, andlisis de estabilidad térmica y ensayos de cristalizacion de la
proteina GOS2 de humano

GO0S2 es una proteina basica de 103 aminoacidos. Hasta la fecha, la funcion mejor
conocida de G0S2 es su capacidad inhibitoria directa sobre la enzima lipolitica
triglicérido lipasa de tejido adiposo (ATGL). Aunque también se le han asignado
diversas actividades bioldgicas, incluyendo papeles en el ciclo celular, proliferacion
celular, apoptosis, inflamacion y carcinogénesis. Es por esto que dilucidar la
estructura y las funciones con mas precision de G0OS2 seria de gran aporte para
poder abordar cuestiones especificamente sobre la regulacién de ATGL, asi como
también su participacion en aspectos importantes en la lipélisis y otros procesos
celulares. Con el objetivo de obtener la estructura tridimensional experimental de
G0S2, expresamos GO0S2 humana (hG0S2) como proteina de fusién con la
proteina SUMO de S. cerevisiae en E.coli mediante el vector de expresion
pPpETSUMO. La proteina de fusibn SUMO-hG0S2 y su producto de protedlisis
hG0S2 fueron solubles y se purificaron por cromatografias de afinidad, intercambio
i6nico y exclusiéon molecular. De estas dos formas de la proteina Obtuvimos
concentraciones de proteina de 10 y 5 mg/mL, respectivamente, lo que permitié
realizar los primeros ensayos de cristalizaciéon. Finalmente, observamos que el uso
de glicerol al 10% y pH 6.5 tienen un impacto positivo en la estabilidad térmica de
hG0S2, lo que nos proporciona un buen punto de partida para buscar la
optimizacion de condiciones para su cristalizacion y poder caracterizar la
estructura de hG0S2.

PALABRAS CLAVE: GO0S2, lipdlisis, purificacion, ensayo de desplazamiento

térmico o Thermofluor
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Abstract

Purification, thermal stability analysis and crystallization trials of the human
protein G0S2

GO0S2 is a basic protein of 103 amino acids. To date, the best-known function of
G0S2, is the inhibitory effect that it has on the activity of the lipolytic enzyme,
adipose triglyceride lipase (ATGL). Although, G0S2 has also been related to
various biological activities, including roles in cell cycle, cell proliferation, apoptosis,
inflammation and carcinogenesis. That is why, the elucidation of the 3D structure of
G0S2 would be a significant contribution to address issues specifically on the
regulation of ATGL, as well as their participation in important aspects in lipolysis
and other cellular processes. In order to obtain the experimental three-dimensional
structure of G0S2, we expressed human G0S2 (hG0S2) as a fusion protein with
SUMO protein of S. cerevisiae in E. coli with the expression vector, pETSUMO.
The fusion protein SUMO-hG0S2 was found to be soluble and its purification was
carried out using IMAC, ion exchange and gel filtration chromatography, the
hG0S2 was released by proteolysis with PPS. We obtained protein concentrations
of 10 and 5 mg/mL for the SUMO-hG0S2 and hGO0S2 proteins, respectively, which
allowed us to set the first crystallization trials. Finally, we found by thermofluor
approach that the use of 10% glycerol, and pH 6.5 has a positive impact on hG0S2
thermal stability, which provides a good starting point to optimize purification and

crystallization conditions that should let us characterize the structure of hG0S2.

KEY WORDS: G0S2, lipolysis, purification, Thermal Shift Assay or Thermofluor
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RESUMEN

GO0S2 es una proteina basica de 103 aminoacidos. Hasta la fecha, la funcion mejor
conocida de G0S2 es su capacidad inhibitoria directa sobre la enzima lipolitica,
triglicérido lipasa de tejido adiposo (ATGL). Aunque también se le han asignado
diversas actividades bioldgicas, incluyendo papeles en el ciclo celular, proliferacién
celular, apoptosis, inflamacion y carcinogénesis. Es por esto, que dilucidar la
estructura y las funciones con mas precision de G0S2 seria de gran aporte para
poder abordar cuestiones especificamente sobre la regulacién de ATGL, asi como
también su participacion en aspectos importantes en la lipélisis y otros procesos
celulares. Con el objetivo de obtener la estructura tridimensional experimental de
G0S2, expresamos GO0S2 humana (hG0S2) como proteina de fusién con la
proteina SUMO de S. cerevisiae en E.coli mediante el vector de expresion
PETSUMO. La proteina de fusion SUMO-hGO0S2 fue soluble y se purifico, al igual
que la proteina hGO0S2 liberada por protedlisis, por cromatografias de afinidad,
intercambio i6nico y exclusion molecular. Obtuvimos concentraciones de proteina
de 10 y 5 mg/mL, respectivamente, lo que permitid realizar los primeros ensayos
de cristalizacion. Finalmente, observamos que el uso de glicerol al 10% y pH 6.5
tiene un impacto positivo en hG0S2, lo que nos proporciona un buen punto de
partida para buscar la optimizacion de condiciones y poder caracterizar la
estructura de hG0S2

PALABRAS CLAVE: GO0S2, lipdlisis, purificacion, ensayo de desplazamiento

térmico o Thermofluor



En la mayoria de los organismos, el exceso de energia se almacena en forma
de triglicéridos (TG) en gotas de lipidos (LD) con el fin de asegurar la
disponibilidad de energia en un caso de demanda. Durante periodos de
incremento de la demanda de energia, los TG se hidrolizan mediante lipdlisis, que
resulta en la liberacion de &cidos grasos (FA) y glicerol como sustratos de
energia.! La importancia de la lipdlisis para practicamente todos los organismos,
se hizo evidente con la constatacion de que los TG no pueden moverse a traves
de las membranas celulares sin ser degradados por las lipasas.” Aunque la
importancia de la lipdlisis ha sido reconocida durante décadas, muchas de las
proteinas clave que intervienen en ella han sido descubiertas recientemente.
Hasta la fecha, tres enzimas han sido implicadas en la completa hidrélisis de las
moléculas de TG en las reservas celulares de lipidos: la triglicérido lipasa de tejido
adiposo® (ATGL), que realiza selectivamente el primer paso limitante en la
hidrélisis de TG en diacilglicerol (DG) y AG, la lipasa sensible a hormona®* (HSL),
necesaria para el catabolismo del DG y finalmente la monoglicérido lipasa® (MGL),
que escinde monoacilgliceroles (MAG) originando glicerol y AG. El papel central
de ATGL en el catabolismo de TG se hizo evidente a partir del analisis de ratones
deficientes en esta enzima y de pacientes humanos con mutaciones en el gen
patatin-like phospholipase domain-containing protein 2 (PNPLA2). Ratones
deficientes en ATGL muestran una lipdlisis reducida y un incremento en la
acumulacion de grasa en practicamente todos sus tejidos corporales.® Los
pacientes con mutaciones en el gen PNPLA2 desarrollan la enfermedad de
almacenamiento de lipidos neutros con miopatia (NLSDM; del inglés: Neutral Lipid
Storage Disease) que se caracteriza por la acumulacién sistémica de TG en
multiples tejidos y cardiomiopatia.” Hasta la fecha, nuestra comprensién de la
regulacion de ATGL es bastante limitada, aunque dos proteinas han sido
identificadas como reguladores importantes de esta enzima: CGI-58 que estimula
su actividad y GOS2 que la inhibe.®® En humanos y ratones G0S2 es una proteina
de 103 aminoacidos que fue descubierta en cultivos de células mononucleares
durante la transicién de GO a G1 del ciclo celular.’® Se ha descrito la expresién de

GO0S2 en diversos tejidos humanos y muaridos, encontrandose mayores niveles en
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tejidos adiposos e higado, seguidos por el misculo, ovario y rifién.>** G0S2 no
comparte similitudes de secuencia con alguna estructura 3D de proteinas
conocidas, ninguna caracteristica llamativa esta presente en la estructura de la
proteina que sugiera una funcién discernible inmediata’®. De acuerdo a la
prediccidn de su estructura secundaria, GOS2 contiene 2 a hélices separadas por
una secuencia hidrofébica, con potencial de generar giros y asumir una
conformacién de hoja B.'® Por otra parte, se ha observado que la delecién de los
residuos 27-41, que corresponden a la regién hidrofébica, interrumpe la
interaccion de GOS2 con ATGL.® A GOS2 se le han asignado diversas actividades
biolégicas, incluyendo papeles en el ciclo celular, proliferacién celular, apoptosis,
inflamacion y carcinogénesis.™ Sin embargo, la funcién mejor estudiada de G0S2,
es su papel en el metabolismo de lipidos. La capacidad inhibitoria de GOS2 sobre
ATGL fue originalmente caracterizada por Yang y colaboradores (2010), quienes
expresaron GOS2 en células HelLa y determinaron su localizaciéon subcelular por
inmunofluorescencia, después de tratar con &cido oleico para promover la
formacion de gotas de lipidos. Se observé que las gotas de lipidos en las células
gue expresaban G0S2 fueron significantemente mas grandes y numerosas en
comparacién con las células no transfectadas. Ademas, G0S2 se localizé en la
superficie de las gotas de lipidos. Debido que ATGL juega un papel clave en la
degradacion de gotas de lipidos en células HelLa, se concluy6é que GOS2 previene
la degradacién de las gotas de lipidos mediada por ATGL. Mas importante aun, se
determind que GOS2 interactia directamente con ATGL y es capaz de inhibir su
actividad hidrolasa, aun en condiciones de activacién por CGI-58.%** Sin embargo,
surgen nuevas preguntas acerca de como es la interaccion de ATGL con G0S2 y
si esta Ultima juega otros papeles diferentes en el metabolismo de lipidos. A pesar
de que G0S2 ha sido objeto de numerosos trabajos de investigacion, a la fecha su
estructura tridimensional no ha sido determinada, y es necesario realizar esfuerzos
en cristalografia para obtener su estructura resuelta, ya que esta proteina tiene
una participacion en el metabolismo celular cada vez mas interesante e
importante. Dilucidar su estructura permitiria conocer mejor su funcién y poder

ampliar nuestro conocimiento del metabolismo celular en donde se ve involucrada



esta proteina. Por lo cual el propésito de este proyecto fue obtener una
construccion de G0S2 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 construyo
un modelo por homologia de G0S2 de humano (hG0S2). Expresamos a hG0S2
como proteina de fusion con la proteina SUMO de S. cerevisiae en E.coli,
mediante la construccion del vector de expresion pETSUMO. Se estandarizo el
proceso de purificacion de las proteinas SUMO-hG0S2 y hG0S2, por
cromatografias de afinidad, intercambio i6nico y exclusidbn molecular, lo que
permitid realizar los primeros ensayos de cristalizacion. Por ultimo, se estandarizé
una solucibn amortiguadora por la técnica de Themofluor, que permite
preparaciones solubles y estables de la proteina, 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 DNA-ligasa T4 fueron compradas a New England
BioLabs (Ipswich, MA, USA). Antibiéticos fueron de Gold Biotechnology Inc (St.
Louis, MO, USA). Los amortiguadores MOPS y MES son productos de USB
(Cleveland, USA). Los demas reactivos son de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA).

Evaluacion de la expresion de la proteina recombinante 6xHis-G0S2 de
humano (hG0S2) en E. coli

El cDNA que codifica para hG0S2 fue optimizado para el uso de codones en E.
coli, y se cloné en marco entre los sitios de restriccion Ndel y Hindlll del vector de
expresion pET28-PPS, para asi generar la construccion pET28-PPS/hG0S2i. El
vector pET28-PPS, consiste en un pET28 estandar, en el cual el sitio de corte para
trombina se sustituyd por el de la proteasa PreScission. Para evaluar la expresion
de la proteina hG0S2, la cepa BL21 (DE3) de E.coli se transformé con la



construccion generada. Las células transformadas se crecieron en medio Luria-
Bertani (LB) suplementado con 50 pg/mL de kanamicina. El preinéculo (10 ml) se
incubd a 37 °C toda la noche y se us6 para inocular 0.1 L de medio LB con su
respectivo antibidtico. La expresion de la proteina se indujo con isopropil-B-D-1-
tiogalactopirandsido (IPTG) a una concentracién final de 1 mM cuando las células
alcanzaron una densidad optica (600 nm) entre 0.6-0.8. Después de la induccion,
el cultivo celular se incubd a 37 °C a 180 rpm por 4 h. Las células se recolectaron
por centrifugacion a 10,000 rpm por 10 min a 4 °C y se almacenaron a -20 °C
hasta su uso. Se tomé una muestra de las células antes y después de la induccion
y la expresibn de la proteina se evalué por electroforesis en geles de
poliacrilamida al 17%.

Evaluacion de la expresion de la proteina de fusién GST-hG0S2

El cDNA de hG0S2 se amplificé por PCR a partir de la construccion pET28-
PPS/hGO0S2i utilizando la DNA-polimerasa Platinum Pfx (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) y los oligonucledtidos: Forward
5'CGCGGATCCATGGAAACGGTCCAGGAGCTG y Reverse
5'CCGCTCGAGGAATTCTTAGGAGGCGTGCTGACGGTTG. El producto de PCR
se purifico, cortd con las enzimas BamHI y EcoRI y se clond en marco en el vector
pGEX-6P utilizando la DNA-ligasa T4, para generar la construccion pGEX-
6P/hG0S2. La cepa BL21 (DE3) de E.coli se transformd con esta construccion y se

evalué la expresién como se mencion6 anteriormente.

Andlisis del cDNA de G0S2 de humano y de ratén

La plataforma en linea (http://www.genscript.com/cgi-
bin/tools/rare_codon_analysis) se utiliz6 para analizar el contenido de GCs de la
secuencias nucleotidicas de los cDNA de hG0S2 (utilizada para generar las
construcciones pET28-PPS/hG0S2i y pGEX-6P/hG0S2) y de G0S2 de ratdn
(mG0S2). Ambas secuencias se optimizaron para el uso de codones de E. coli y
para el porcentaje de GC. Los cDNA se sintetizaron de novo por la empresa
Integrated DNA Technologies, IDT. Los cDNA se amplificaron por PCR utilizando
la DNA-polimerasa Phusion HF (New England Biolabs, Ipswich, MA) y los

6


https://es.wikipedia.org/wiki/Isopropil-%CE%B2-D-1-tiogalactopiran%C3%B3sido
https://es.wikipedia.org/wiki/Isopropil-%CE%B2-D-1-tiogalactopiran%C3%B3sido
http://www.genscript.com/cgi-bin/tools/rare_codon_analysis
http://www.genscript.com/cgi-bin/tools/rare_codon_analysis
https://www.idtdna.com/

oligonucledtidos: Forward

5 GGGAATTCCATATGGAAACCGTTCAGGAACTGATCCC y Reverse
5'CGCGGATCCAAGCTTCTATTAAGACGCGTGCTGACGG para hG0S2; Forward
5 GGAATTCCATATGGAATCTGTCCAGGAGCTG y Reverse

5'CGCGGATCCAAGCTTCTATTAAGAGGCGTGTTGGCG para mG0S2. Los
productos de PCR se purificaron, digirieron con las enzimas Ndel y Hindlll y se
clonaron en marco en pET28-PPS utilizando la DNA-ligasa T4, para generar las
construcciones pET28-PPS/hG0S2gc y pET28-PPS/mG0S2gc y se evalud la

expresion de cada proteina como se describié previamente.

Construccion de un vector de expresion (pETSUMO)

Se utilizé el cDNA de la proteina SUMO de S. cerevisiae que se tiene reportado
han utilizado como proteina de fusion en sistemas de expresion en E. coli. Este
cDNA se modificoé para que la proteina SUMO tenga una etiqueta de histidinas en
el extremo N-terminal y un sitio de corte para la proteasa PPS en el extremo C-
terminal. EI cDNA se sintetizd6 de novo por la empresa Integrated DNA
Technologies, IDT. El cDNA se amplificé por PCR utilizando la Phusion HF DNA
polimerasa y los oligonucledtidos: Forward 5
GGAGATATACCATGGGCAGCAGCCATCATC y Reverse 5
CCAGTCATGCTAGCCATATGGGGCCCC. El producto de PCR se purifico, digirié
con las enzimas Ncol y Ndel y se clon6 en marco en pET28-PPS utilizando la T4
DNA ligasa, de esta manera se elimind la antigua etiqueta de histidinas y se
remplazé por esta construcciéon, a este nuevo vector se le denominé pETSUMO.

Se evalud la expresion de la proteina SUMO como describié previamente.

Evaluacion de la expresion de las proteinas de fusion SUMO-hG0S2 y SUMO-
mG0S2

Los cDNA de hG0S2 y mGO0S2 se clonaron en marco entre los sitios Ndel y
Hindlll de pETSUMO para ensayar su expresion como proteinas de fusion en
E.coli. A estas construcciones se les denomind pETSUMO/hG0S2 vy
PETSUMO/mGO0S2. Para evaluar la expresion de la proteina de fusibn SUMO-

hG0S2, la cepa BL21 (DE3) de E.coli se transformd con las construcciones
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PETSUMO/hG0S2 y pETSUMO/mGO0S2. Las células transformadas se crecieron
en medio LB suplementado con 50 yg/mL de kanamicina. El preinéculo (10 ml) se
incubd a 37 °C toda la noche y se us6 para inocular 0.1 L de medio LB con su
respectivo antibiético. La expresion de la proteina se indujo con IPTG 1 mM
cuando los cultivos alcanzaron una densidad optica (600 nm) entre 0.6-0.8.
Después de la induccidn, el cultivo celular se incub6 a 28 °C y 180 rpm por 18 h.
Las células se recolectaron por centrifugacion a 10,000 rpm por 10 mina 4 °Cy se
almacenaron a -20 °C. Muestras de células inducidas y sin inducir se analizaron
por SDS-PAGE.

Evaluacion de la solubilidad de la proteina de fusion SUMO-hG0S2

Las células se resuspendieron en amortiguador de lisis (50mM Tris-HCI, 300mM
NaCl, pH 8.0) y se lisaron por sonicacion (30 ciclos a 50% amplitud con periodos
15s ON/45s OFF), el lisado celular se centrifugd a 12,000 rpm por 15 min a 4 °C.
Se tom6 una muestra del sobrenadante y la pastilla y la solubilidad de la proteina

se evaluo por electroforesis en geles de poliacrilamida.

Purificacion de la proteina recombinante hG0S2

La pastilla celular de la expresion obtenida a partir de 1L de células BL21 (DE3)
transformadas con la construccion pETSUMO/hGO0S2, se resuspendié en
amortiguador de lisis (ver seccion anterior). Las células se lisaron por sonicacion
durante 30 ciclos a 50% amplitud con periodos 15s ON/45s OFF, y posteriormente
el lisado celular se centrifugé a 12,000 rpm por 15 min a 4 °C. El sobrenadante del
extracto celular se transfirio a una columna de agarosa Ni-NTA (Qiagen)
previamente equilibrada con amortiguador de lisis. El lavado de la inyeccion se
hizo con 3 volimenes de columna (CV) con el amortiguador de lavado (50 mM
Tris-HCI, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol, pH 8.0), la elucién se realiz6 con un
gradiente escalonado de imidazol de 50, 250 y 500 mM preparado en el
amortiguador de lavado. Las fracciones eluidas se colectaron y se analizaron por
electroforesis en geles de poliacrilamida. Las fracciones donde eluyé la proteina
de fusion SUMO-hGO0S2 se concentraron por microfiltracion en un vivaspin 15
turbo con una membrana de retencidon de 10 kDa (Sartorius). La muestra se filtré
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por una membrana de 0.22 um y se inyectoé en la columna Superdex 75 10/300 GL
(GE Healthcare Life Sciences) usando el equipo FPLC Akta. En total se realizaron
5 inyecciones de 500 pyL de muestra, la separacion de proteinas se realiz6 a un
flujo de 0.8 mL/min con el amortiguador (50 mM Tris-HCI, 300 mM NacCl, pH 8.0) y
un volumen de elucion de 1.5 CV. Finalmente, se analizé el cromatograma de la
purificacion con el software UNICORN version 5.31 y se analizaron las fracciones
correspondientes a los picos por electroforesis en geles de poliacrilamida. Las
fracciones correspondientes a la proteina eluida se mezclaron y se le adiciond 5
unidades de PPS por mililitro de muestra para llevar a cabo el corte de la proteina
SUMO. La reaccién se llevo a cabo a 4 °C toda la noche. La mezcla de proteina
SUMO y hG0S2 obtenida después de la digestion se concentrd por microfiltracion
en un vivaspin 15 turbo con una membrana de retencion de 3 kDa (Sartorius), y se
inyectd nuevamente en la columna Superdex 75. En total, se realizaron 5
inyecciones de 500 uL cada una, la separacion de proteinas fue como se
mencionod anteriormente. Se analizaron las fracciones correspondientes a los picos
por electroforesis en geles de poliacrilamida. Las fracciones correspondientes a la
proteina eluida se concentraron nuevamente, se desalaron con la columna PD-10
GE (Healthcare Life Sciences) en el amortiguador 50 mM HEPES, pH 7.0). La
muestra (5 mL) se inyecté a una columna HiTrap SP HP (GE Healthcare Life
Sciences) usando el quipo FPLC Akta. Se colectdé la fraccion no unida a la
columna, y la elucién se llevo a cabo con un gradiente lineal con el amortiguador
(50 mM Hepes, 1M NaCl, pH 7.0) en 20 CV. Se recolectaron fracciones de 3 mL
con un flujo constante de 2 mL/min. La fraccion no unida y las fracciones eluidas

se analizaron por electroforesis en geles de poliacrilamida.

Andlisis por western blot

Las muestras de interés se corrieron por electroforesis en un gel de
poliacrilamida. Posteriormente, las proteinas se transfirieron a una membrana de
PVDF en un sistema semi-seco (Thermo Fisher). La membrana se incubo 2 h con
el anticuerpo primario monoclonal 6X-His Epitope Tag de raton (Thermo Fisher) a
una dilucion 1:3000. Posteriormente, la membrana fue lavada, y se incub6 con el
anticuerpo secundario Anti IgG de ratébn conjugado con la fosfatasa alcalina
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(abcam) a una dilucién 1:5000. Las bandas se visualizaron utilizando el kit Alkaline

Phosphatase Conjugate Substrate (Bio-Rad).

Ensayos de cristalizacion

Las proteinas SUMO-hG0S2 y hG0S2 se concentraron con membranas de
ultrafiltracion Amicon Ultra-0.5 (Millipore) a 10,000 x g. La concentracion
alcanzada fue de 10 y 5 mg/mL respectivamente, en un volumen de 100 uL, con la
cual se montaron gotas 1:1 proteina:precipitante usando la técnica de difusion de
vapor en gota sentada con placas de 96 pozos. El volumen de la gota de
cristalizacion fue de 2 uL, mientras que el volumen en el pozo del precipitante fue
de 50 uL. Se exploraron 98 condiciones de cristalizacion, las cuales corresponden
a los kits de cristalizacion Crystal Screen y Crystal Screen 2 de Hampton
Research. Las placas se incubaron a una temperatura de 16 °C y se observaron

peribdicamente con un microscopio estereoscépico (Motic SMZ-168)

Fluorimetria Diferencial de Barrido (DSF)

Los ensayos de estabilidad térmica se realizaron con la técnica Fluorimetria
Diferencial de Barrido (Differential Scanning Fluorimetry) también conocida como
‘ensayo de desplazamiento térmico” (Thermal Shift Assay) 6 Thermofluor. El
experimento se realiz6 en una placa de PCR de 96 pozos y se utilizd el
termociclador 7500 Fast (Applied Biosystems). En un volumen de reaccion final de
40 pL, la proteina hG0S2, a una concentracion final de 0.5 mg/mL, fue incubada
en presencia de SYPRO ORANGE (Invitrogen) a una concentracion final de 5X
(tomada de una solucion stock 5000X especificada por el fabricante) y con las
condiciones a evaluar. La reaccion se realizé en 70 ciclos de 120 s cada uno, con
una temperatura inicial de 15 °C y un incremento de un 1 °C 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 ecuacion de Boltzmann
con el complemento Solver de Excel. Las condiciones evaluadas fueron diferentes

amortiguadores, pH y aditivos que se muestran en la tabla 2.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis y optimizacion de las construcciones de G0S2
GO0S2 se ha expresado en E. coli como proteina de fusion empleando la proteina

915y el factor desencadenante’ para la isoforma marida, y las

de union a maltosa
proteinas glutation S transferasa (GST)*® y SUMO (Small Ubiquitin-like
Modifier)***’ para la isoforma humana. Hasta el momento no se tiene reportado la
expresion de GOS2 en los sistemas de expresion pET28, para obtener a G0S2
como a una proteina con una etiqueta de histidinas fusionada a su extremo N-
terminal. Para este trabajo, se decidié evaluar la expresion de G0S2 en E.coli
utilizando el sistema pET28. El cDNA de G0S2 de humano (hG0S2) fue analizado
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
(nihserver.mbi.ucla.edu/RACC). La secuencia presenta los codones AGA, CGA y
CCC, lo que disminuye la expresion de las proteinas recombinantes en E.coli. La
estrategia que seguimos para expresar a G0S2 como proteina recombinante fue la
siguiente: Se optimiz6 el cDNA para su expresion en E. coli, y se clon6 en el
vector pET28-PPS (Tabla I). Sin embargo las primeras pruebas de expresion
mostraron resultados negativos. Ya que al evaluar su expresion por electroforesis
en geles de poliacrilamida (Figura 1a), no se detectdé una banda diferencial que
correspondiera al tamafio esperado de la construccién (13kDa), a pesar de haber
evaluado diferentes temperaturas de expresion. Los problemas tipicos con las
proteinas dificiles de expresar incluyen: rendimientos bajos o nulos de expresion,
proteina insoluble, dificultades de purificacion, la degradacion de la proteina
expresada, y el plegamiento incorrecto. Algunos avances en la mejora de la
expresion de proteinas recombinantes en E. coli incluyen el desarrollo de
promotores fuertes®®, coexpresién con chaperonas®, y la més influyente de todos,
las etiquetas de fusion.?®?! Al tener la dificultad de detectar la expresion de G0S2
y con el antecedente de que se ha reportado el uso de proteinas de fusion para
expresar a GOS2 en E. coli. Se pensd que debido a su pequefio tamafio (103

residuos de aminoacidos), podria ser un inconveniente para su expresion en
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E.coli. En el laboratorio se cuenta con el vector de expresion pGEX-6P, el cual
expresa la proteina glutation S transferasa (GST) de Schistosoma japonicum, por
lo tanto se decidio clonar el cDNA de hG0S2 entre los sitios EcoRIl y BamHI de
pGEX-6P, para expresar la proteina de fusion GST-hGO0S2. Al evaluar su
expresion por electroforesis en geles de poliacrilamida (Figura 1b) no se detecto
una banda diferencial correspondiente a la construccién pGEX-6P/hG0S2 (36kDa),
contrario a la banda diferencial correspondiente a la expresion control de GST
(26kDa).

Tabla 1. Construcciones generadas y utilizadas en este trabajo.

Construccion Vector No. de Nucledtidos No. de Aminodcidos Resistencia
PET28-PPS/hGOS2i pET28-PPS 309 103 Kanamicina
PGEX-6P/hG0S2 pGEX-6P 993 331 Ampicilina
pET28-PPS/hG0S2gc pET28-PPS 309 103 Kanamicina
pET28-PPS/mG0S2gc pET28-PPS 309 103 Kanamicina
pETSUMO pET28-PPS 501 166 Kanamicina
PETSUMO/hG0S2 pETSUMO 687 228 Kanamicina
PETSUMO/mGO0S2 pETSUMO 687 228 Kanamicina
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Figura 1. Expresion de las construcciones pET28-PPS/G0S2i, pGEX-6P/hG0S2 y
PETSUMO en E coli BI21 (DE3). a) Gel SDS-PAGE de la expresién de hG0S2 con
el sistema pET28, donde M: marcador de peso molecular; 1 tiempo antes; 2, 3y 4
tiempo después de inducir la expresion a la temperatura de 37, 28 y 18 °C
respectivamente. b) Gel SDS-PAGE de la expresion de hG0S2 con el sistema
pPpGEX-6P. 1y 2: tiempo antes y después de inducir la expresion control de GST; 3
y 4: tiempo antes y después de inducir la expresion de GST-hG0S2. c¢) Gel SDS-
PAGE de la expresion de SUMO; 1 y 2: tiempo antes y después de inducir la
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expresion. Las flechas sefialan el peso molecular esperado de las proteinas. d)
Esquema del cDNA de SUMO para la construccion de pETSUMO.

Al no detectarse la proteina de fusion, nos indicaba que la secuencia de cDNA
de hG0OS2 clonada, estaba impidiendo la traduccion y hasta tal vez la transcripcion
de la proteina GST. Se decidio inducir la expresion de la proteina de fusion a 28
°C, y se evalu6 su expresion por electroforesis en geles de poliacrilamida (Figura
suplementaria 1), en esta ocasion si se logré visualizar la expresion de la proteina
de fusion pero Unicamente la parte de GST. La tecnologia de proteinas de fusion
puede facilitar la purificacion, aumentar la expresion de la proteina y la solubilidad,
su plegamiento apropiado, y reducir la degradacion de la proteina. Sin embargo, la
expresion de proteinas sigue siendo una tarea ardua que implica un arbol de
decisiones complejo. Ya sea usar 0 no la tecnologia de proteinas de fusion, es
simplemente una opcién. Otros factores incluyen el sistema de expresion®, la
cepa utilizada?®, |a estabilidad del mMRNA?*, y el uso de codones®. La complejidad
se ve agravada por la diversidad de proteinas. Por lo tanto, el establecimiento de
herramientas y condiciones éptimas para cada proteina sigue siendo un ejercicio
empirico. Se decidié volver a analizar la secuencia nucleotidica del cDNA de
hG0S2 para optimizarla y poder expresar la proteina en E. coli. Se analizé el
contenido de GCs con el servidor (http://www.genscript.com/cgi-
bin/tools/rare_codon_analysis) arrojando resultados que nos indicaban que debido
a una region con un alto contenido de GC en la mitad de la secuencia (Figura
Suplementaria 2a), era muy probable que estuviera afectando la eficiencia de la
transcripcion o la traduccion por la formacion de estructuras secundarias del
MRNA, por lo que se modific6 manualmente el contenido GCs de esa region
(Figura Suplementaria 2b), ya que el servidor indica que el rango de porcentaje
ideal de contenido de GC es de entre 30 a 70%. Cualquier pico fuera de este
rango afectaria negativamente la eficiencia transcripcional y traduccional. También
se optimizé manualmente el cDNA para el uso de codones en E. coli. Se realizo el
mismo procedimiento para el cDNA de G0S2 de raton (mG0S2). Se sinterizaron
los cDNA de novo con la empresa Integrated DNA Technologies, IDT. Se clonaron

los cDNAs en el vector pET28 y la expresion se evalud por electroforesis en geles
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de poliacrilamida (Figura Suplementaria 2 c y f) y no se detectdé ninguna banda
diferencial.

Dado que otros grupos han expresado GOS2 en E.coli como proteina de fusion
con SUMO™*" (Small Ubiquitin-like Modifier) de S. cerevisiae, se decidié construir
un vector de expresion utilizando como base el vector pET28. El cDNA de SUMO,
modificado para incluir una etiqueta de histidinas en el extremo N-terminal y un
sitio de corte para la proteasa PreScission Protease (PPS) en el extremo C-
terminal (Figura 1d), se cloné entre los sitios Ncol y Ndel sustituyendo la etiqueta
de histidinas. El nuevo vector, pETSUMO, expresa la proteina clonada como una
banda de -~26kDa (Figura 1c), a pesar que esta construccion tiene un peso de
18kDa. Este comportamiento ya ha sido descrito en trabajos previos.?

SUMO es la proteina Smt3 de Saccharomyces cerevisiae que es un homélogo
de 11 kDa de la proteina SUMO-1 de mamiferos. Por lo anterior Smt3 se hace
referencia como SUMO, es un miembro de una familia de proteinas de tipo
ubiquitina, que regula varios procesos celulares, incluyendo la apoptosis, el
transporte nuclear, y la progresion del ciclo celular. SUMO se une covalentemente
a las cadenas laterales de lisina de las proteinas blanco. Sin embargo, a diferencia
de ubiquitinacion, la modificacion por SUMO conduce a cambios en la funcion y
actividad de la proteina, en lugar de su degradacion. Estudios han demostrado
gue la fusion de una proteina heteréloga a Sumo puede conducir a un aumento de
los niveles de expresion, asi como mejorar la solubilidad de la proteina

recombinante.?®?’

Evaluacion de la expresién y solubilidad de la proteina de fusion SUMO-
hG0S2

Los cDNA de hG0S2 y mG0S2 se clonaron entre los sitios Ndel y Hindlll de
PETSUMO para ensayar su expresion como proteinas de fusion en E.coli. A estas
construcciones se les denominé pETSUMO/hG0S2 y pETSUMO/mGO0S2. Estas
proteinas fueron expresadas en células Bl21 (DE3) en medio LB inducidas con

IPTG a una concentracion final de 1mM e incubadas a 28 °C por 18 h. Se tomo
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una muestra antes y después de inducir y se evalud la expresion de la proteinas
por electroforesis en geles de poliacrilamida (Figura 2a). En la figura 2a se puede
observar en el carrl 6 una banda diferencial con un peso de 24kDa
correspondiente a la proteina de fusion SUMO-hGO0S2, la cual fue confirmada por
western blot (Figura 3a), de la misma manera en el carril 4 se observa una banda

diferencial que corresponde a SUMO-mGO0S2.

a) b)
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37.6 97.4

28,5 66.2
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Figura 2. Expresion y solubilidad de SUMO-hG0S2. a) Gel SDS-PAGE de la
expresion de SUMO-hG0S2 y SUMO-mG0S2, donde M: marcador; 1 y 2: tiempo
antes y después de inducir la expresién control de SUMO; 3 y 4: tiempo antes y
después de inducir la expresiéon de SUMO-mGO0S2; 5 y 6: antes y después de
inducir la expresion de SUMO-hGO0S2. Las flechas sefialan a las proteinas de
fusién. b) Gel SDS-PAGE para evaluar la solubilidad de SUMO-hG0S2; 1 y 2:
tiempo antes y después de inducir la expresion de SUMO-hG0S2; 3 y 4: fraccion
soluble e insoluble del lisado celular respectivamente. La flecha sefiala a la

proteina SUMO-hGO0S2 en la fraccion soluble.

En el carril numero 2 se observa la banda diferencial correspondiente a la
expresion control de la proteina SUMO. Una vez que se corroboro la expresion de

las proteinas de fusion, se decidi6 evaluar la solubilidad de SUMO-hG0S2. La
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solubilidad de la proteina se evalud por electroforesis en geles de poliacrilamida
(Figura 2b). Donde el carril 3 corresponde a la fraccion soluble del lisado celular,
donde se puede observar la banda correspondiente a la proteina de interés.
Corroborando que la proteina es soluble, se decidio evaluar si la proteasa PPS es
capaz de digerir la proteina de fusion, para purificar Unicamente a hG0S2. En la
figura 3b se muestra el gel de poliacrilamida y el western blot de la digestidén de la
proteina de fusion con PPS, donde el carril numero 1 se muestra el control de la
proteina sin digerir y en el carril numero 2 se muestra la digestion con PPS, donde
se puede apreciar el cambio de peso de la proteina digerida y la banda
correspondiente a hG0S2 (10 kDa).

a)  sps-PAGE Western blot b)  sps-race Western blot
kbaM 1 2 kbam 1 2 kbam 1 2 1 2
30| 30 30 “
2% 2 = 24K0a 201
15 15 15
10 i <_10kDa
IPTG - - + PPS - I

Figura 3. Andlisis de corte con PPS de la proteina de fusibn SUMO-hG0S2. a)
SDS-PAGE y western blot de la expresiéon de SUMO-hG0S2, donde M: marcador
de peso molecular; 1 y 2: tiempo antes y después de inducir la expresion. La
flecha sefnala a la proteina de fusion. b) SDS-PAGE y western blot del corte de la
proteina de fusion; 1 y 2 muestra antes y después de cortar. La flecha sefiala a la
proteina hG0S2.
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Corroborando que la proteina SUMO-hGO0S2 se expresa y es soluble, y que se
obtiene a hG0S2 con digerir con PPS se decidié escalar la produccion de la

proteina e iniciar el proceso de purificacion.

Purificacion de la proteina recombinante hG0S2

La cristalizacion de proteinas demanda muestras con altas concentraciones y
alto grado de pureza. Iniciamos el proceso de purificacion de SUMO-hG0S2 con la
cromatografia de afinidad a Niquel. Esta proteina de fusion contiene una etiqueta
de histidinas (6xHis) en el extremo N-terminal de SUMO que se une
eficientemente a la columna de Agarosa Ni-NTA y nos permite eliminar una gran
cantidad de proteinas contaminantes en una primera etapa (Figura 4a). Se
realizaron lavados y se eluy6 la proteina mediante un gradiente creciente de
imidazol. Las fracciones eluidas fueron colectadas y analizadas por electroforesis
en geles de poliacrilamida (Figura 4a), la proteina eluye desde una concentraciéon
de 50mM de imidazol, sin embargo, la mayor concentracion de proteina eluye en

la primera fraccion de 250 mM de imidazol.
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Figura 4. Purificacion de hG0S2. a) SDS-PAGE de la purificacion de SUMO-
hG0S2 por cromatografia de afinidad a Niquel, donde M: marcador; 1: extracto
celular; 2: proteina eluida (no unida); 3 y 4: proteina eluida con 10 mM de imidazol
(2 lavados); 5: elucion con 50 mM de imidazol; 6 y 7: elucién con 250 mM de
imidazol (2 lavados); 8: elucion con 500mM de imidazol. b) Cromatograma de la
purificacion de SUMO-hGO0S2 por exclusion molecular. La proteina eluye en el pico
2. ¢) Gel SDS-PAGE de las fracciones obtenidas de la exclusion molecular (inciso
b), 1: pico 1; 2-5: pico 2 del cromatograma. d) Cromatograma de la purificacion de
SUMO-hGO0S2 cortado con PPS por exclusién molecular. La proteina eluye en el
pico 5. e) Gel SDS-PAGE de las fracciones obtenidas de la segunda exclusion
molecular (inciso d), donde D: muestra de digestion inyectada; 2: pico 2; 3: pico 3;
4y 5 pico 4; 6y 7: pico 5 del cromatograma. f) Cromatograma de la purificacién de
hG0S2 por intercambio catiénico. La proteina eluye en el pico 1. g) Gel SDS-
PAGE de las fracciones obtenidas del intercambio catiénico (inciso f), 1 y 2: pico 1;
3y 4: pico 2; 5y 6: pico 3. h) Gel SDS-PAGE de hGO0S2 utilizado para
cristalizacion, 1: muestra de hG0S2; 2: marcador de lisozima (14 kDa). Las

flechas sefialan a la proteina hG0S2.

Se concentraron las fracciones por microfiltracion (punto de corte de 10kDa). La
muestra fue filtrada por una membrana de 0.22 um, para ser purificada por
exclusion molecular. La muestra se inyecté en la columna Superdex 75 10/300 GL
(GE Healthcare Life Sciences) usando el quipo FPLC Akta. Se analizé el
cromatograma de la purificacion (Figura 4b) con el software UNICORN version
5.31. El cromatograma nos dio como resultado 2 picos. Las fracciones
correspondientes a los picos se analizaron por electroforesis en geles de
poliacrilamida (Figura 4c) en donde el carril uno corresponde al primer pico del
cromatograma Yy los carriles restantes corresponden al segundo pico. El primer
pico eluye a los 8 ml que corresponde a proteinas contaminantes y el segundo
pico eluye apartir de los 11 ml que corresponde al dimero de la proteina de fusién
SUMO-hGO0S2 (Figura 4b). Las fracciones correspondientes a la proteina eluida se

mezclaron y se le adicion6 5 unidades de PPS por mililitro de muestra para llevar a
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cabo el corte de la proteina SUMO. La reaccion se llevo a cabo a 4 °C toda la
noche. La mezcla de proteina SUMO y hG0S2 obtenida después de la digestion,
fue concentrada por microfiltracion (punto de corte 3kDa). Se purific6 nuevamente
por exclusién molecular para separar a hG0S2 de la muestra. EI cromatograma
nos dio como resultado 6 picos, las fracciones correspondientes a los picos se
analizaron por electroforesis en geles de poliacrilamida (Figura 4e), el carril D
corresponde a la muestra de digestion que se inyectdé a la columna donde se
aprecia a G0S2, el carril 2 corresponde al segundo pico, el carril 3 al tercer pico,
los carriles 4 y 5 al cuarto pico, los carriles 6 y 7 al quinto pico. Los primeros dos
picos que eluyen a 8 y 9.5 ml corresponden a proteinas contaminantes, el tercer
pico que eluye a 11 ml corresponde a la proteina de fusion SUMO-GO0S2 no
cortada, el cuarto pico que eluye a los 12 ml corresponde a la proteina SUMO, vy el
quinto pico que eluye a los 14 ml corresponde a hG0S2 acomparfiada de un poco
de SUMO. Para tener a hG0S2 en un mayor grado de pureza, se realizo un paso
mas de purificacion, que consisti6 en un intercambio cationico. Para esto se
concentraron las fracciones correspondientes a la elucion de hG0S2, y se
desalaron con la columna PD-10 GE (Healthcare Life Sciences) con el objetivo de
tener a la proteina en un buffer sin sal. La muestra se inyecté a una columna
HiTrap SP HP (GE Healthcare Life Sciences) usando el quipo FPLC Akta. Se
colecté la fraccion no unida a la columna que corresponde al primer pico del
cromatograma (Figura 4f), esta fraccion consiste de hG0S2, y las fracciones
correspondientes al segundo y tercer pico consisten de SUMO y que eluyeron a
una porcentaje 14 y 24% de concentracion de NaCl respectivamente. Las
fracciones obtenidas se analizaron por electroforesis en geles de poliacrilamida
(Figura 4g) donde los carriles 1 y 2 corresponden a la fraccién no unida (pico 1)
donde se encuentra hG0S2, los carriles 3 y 4 corresponde al segundo pico, los
carriles 5 y 6 corresponden al tercer pico, donde se encuentra SUMO. Por ultimo
se evalué el grado de pureza de la proteina utilizada para los ensayos de

cristalizacion por electroforesis en geles de poliacrilamida (Figura 4h).
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Purificacion de SUMO-hG0S2

Para lograr tener una mayor concentracion de proteina para los ensayos de
cristalizacion de hG0S2 se decidié purificar la proteina de fusion SUMO-hG0S2.
Se procesaron 1.5 L de cultivo de celular y se llevo a cabo el mismo procedimiento
de purificacion por cromatografia de afinidad a niquel y exclusibn molecular ya
mencionados, después se llevd a cabo un paso de purificacion por intercambio
catiénico de la misma manera antes mencionada, el cromatograma nos dio como
resultado que una parte de la muestra de proteina no se une a la columna, y otra
parte de la muestra si es retenida y eluye a las mismos porcentajes de
concentracion de NaCl antes mencionados (dato no mostrado). Las fracciones
obtenidas se analizaron por electroforesis en geles de poliacrilamida (dato no
mostrado). Las fracciones se concentraron y se volvié a purificar por exclusion
molecular (Figura 5a) para asegurarnos de solo utilizar una Unica poblacion
homogénea de proteina para los ensayos de cristalizacion. Las fracciones
obtenidas se analizaron por electroforesis en geles de poliacrilamida y por ultimo
se evalué el grado de pureza de la proteina utilizada para los ensayos de

cristalizacion (Figura 5b).
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Figura 5. Purificacion de SUMO-hG0S2. a) Cromatograma resultante del ultimo
paso de purificacion de SUMO-hGO0S2 por exclusion molecular usando la columna
Superdex 75. La proteina eluye en un solo pico. b) Gel SDS-PAGE de SUMO-
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hG0S2 utilizado para cristalizacion, donde M: marcador; 1. corresponde a la

muestra de SUMO-hGO0S2 utilizada para cristalizacion (10mg/ml).

Ensayos de cristalizacion

La purificacion de las proteinas hG0S2 y SUMO-hG0S2 nos permitio realizar los
primeros ensayos de cristalizacion. Logramos alcanzar una concentracion de 5 y
10 mg/mL respectivamente en un volumen de 100 pL, con la cual se montaron
gotas 1:1 proteina:precipitante usando la técnica de difusion de vapor en gota
sentada con placas de 96 pozos. El volumen de la gota de cristalizacion fue de 2
ML. Se exploraron 98 condiciones de cristalizacién, las cuales corresponden a los
kits de cristalizacion Crystal Screen y Crystal Screen 2 de Hampton Research. Las
placas se incubaron a una temperatura de 16 °C y se observaron periodicamente
con un microscopio estereoscopico (Motic SMZ-168). De las 98 condiciones que
se exploraron en los ensayos de cristalizacion para la proteinas, no obtuvimos
ningun cristal, sin embargo obtuvimos algunos pozos con precipitados (5 de 98
condiciones exploradas) para G0S2 y (30 de 98 condiciones exploradas) para
SUMO-G0S2 esto nos indica que aun debemos ajustar las concentraciones de

proteina y precipitante para obtener cristales.

Estabilidad térmica de hG0S2

La identificacion de las condiciones iniciales de cristalizacion para moléculas
biolégicas se basa en gran parte a un proceso de ensayo Yy error, en el que un
namero de parametros, tales como la composicion de la solucion de cristalizacion
o la temperatura de incubacion, son explorados a través de experimentos de
escrutinio.?® Esta tarea ha avanzado notablemente con la introduccién de métodos
de escrutinio automatizados de alto rendimiento. Estas técnicas no solo aceleran
el proceso de cristalizacion, sino también aumentan la probabilidad de éxito, ya
que permiten la deteccién de un mayor nimero de condiciones diferentes.?® Hoy
en dia, se dedica una cantidad sustancial de trabajo a la caracterizacién de las
muestra y a experimentos de control de calidad en muchos proyectos de

cristalizacion, con el objetivo de identificar en una etapa temprana y dando
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prioridad a aquellas muestras que serian mas probable de cristalizar.® Este
enfoque supone que muestras que son estables y monodispersas y que no tienen
regiones desplegadas, muestran una mayor tendencia a cristalizar® y tipicamente
implican experimentos tales como filtracion en gel, espectrometria de masas,
dispersion dinamica de de luz, ultracentrifugacién y resonancia magnética nuclear.
Nordland y colaboradores (2006) describieron un método para buscar
componentes del amortiguador y pequefias moléculas que aumenten la estabilidad
térmica de la muestra.® Ellos encontraron que los aditivos que aumentan la
temperatura de desnaturalizacion aparente (Tm) de la muestra, también produjo
un aumento en el numero de éxitos de cristalizacion, mientras que los
componentes del amortiguador que produjeron una disminucion de la Tm condujo
a una disminucion en el nuamero de éxitos cristalizacion. El ensayo de
Thermofluor® se basa en el uso de una sonda fluorescente sensible, es decir, un
fluor6foro con bajos rendimientos cuanticos en agua, pero que es altamente
fluorescente en disolventes organicos. Este fluoréforo se afiade a una solucién de
proteina, que después se somete escalonadamente a temperaturas crecientes. A
medida que la proteina se desnaturaliza, su nucleo hidréfobico es expuesto y el
fluoréforo interacciona en éste, produciendo un aumento de la fluorescencia®. De
esta manera, el desplegamiento de la proteina se puede monitorear como una
funcién de la temperatura a través del aumento de la sefial de fluorescencia, la Tm
se aproxima como el punto medio en la curva de desnaturalizacion de la proteina.

Una variable fundamental es la concentraciébn de proteina. En general, las
proteinas mas pequeiias que tienen menos area de superficie hidréfobica oculta
tendran una transicion de fusibn menos pronunciada, y pueden ser necesarias
mayores concentraciones de proteina para aumentar la sefial global. Sin embargo,
depende de cada proteina y se debe determinar para cada caso en particular. En
nuestro caso, las concentraciones de hG0S2 evaluadas fueron 0.1, 0.2, 0.3, 0.4,
0.5y 1 mg/ml en el amortiguador (50mM Tris-HCI pH 8.0 150 mM NaCl) con una
concentracion de 5X de SYPRO ORANGE (Figura 6). Los resultados indican que
con todas las concentraciones utilizadas la Tm aparente es de 30 °C (Figura 6).
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Figura 6. Ensayo de estabilidad térmica comparando distintas concentraciones de
la proteina hGO0S2. El ensayo se llevo a cabo con 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5y 1 mg/ml
de proteina en el amortiguador 50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl y 5X SYPRO
ORANGE.

G0S2 al ser una proteina pequefia (103 a.a) muestra poca sefial de
fluorescencia al momento de su desnaturalizacion, aunque cabe mencionar que al
tener una Tm de 30 °C, es muy poco termoestable, pero la sefial que se observa
en la grafica nos indica que si esta plegada, porque las curvas son sigmoideas, ya
que si se presentara el caso de que no estuviera bien plegada (glébulo fundido),
tendrfamos una alta sefial de fluorescencia inicial y después un decaimiento.**
También se observa que con las concentraciones de 0.4 y 0.5 mg/ml, se tiene una
mayor sefial y curvas con pendientes mas definidas, por lo que se decidid utilizar
una concentracion de 0.5 mg/ml de proteina, para evaluar diferentes condiciones y
aditivos (Tabla 2), que nos permitan estabilizar a la proteina y poder optimizar su

purificacion y caracterizacion.
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Figura 7. Efecto del pH y metales en la estabilidad térmica de la proteina hG0S2.
a) Evaluacion de la estabilidad térmica de hG0S2 en un rango de pH de 5.5 a 8.5.
Los amortiguadores utilizados fueron: MOPS pH 5.5 y 6.0, MES pH 6.5y 7.0,
HEPES pH 7.5 y TRIS-HCI 8.0y 8.5. Las condiciones de reaccion fueron 0.5mg/mi
de proteina, 50 mM de amortiguador y 5X de SYPRO ORANGE. b) Evaluacién de
la estabilidad térmica de hGO0S2 con diferentes metales. Los iones metalicos
analizados fueron LiCl, MgCl,, CaCl, y NiSO4. Las condiciones de reaccion fueron
0.5 mg/ml de proteina, 50 mM de amortiguador Tris-HCI pH 8.0, 150 mM NacCl, 5X
de SYPRO ORANGE, 1mM EDTA y 2mM del metal.
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La primera condicion evaluada fue el pH, en la que utilizamos diferentes
amortiguadores en un rango de 5.5 a 8.5 (Figura 7a). La proteina hG0S2 es mas
estable a pH mas acidos, donde se encontré que a un pH de 6.5 el valor de la Tm
es de 54.14 °C, y mientras el pH se vuelve mas basico, la proteina pierde
estructura ya que la sefal de fluorescencia es la del glébulo fundido (pH 8.0 y 8.5),
este comportamiento se espera por la naturaleza basica de la proteina’®, ya que el

punto isoeléctrico de hG0S2 es de 9.

Se ha mostrado que los iones metalicos juegan un papel importante en la
estabilizacién de proteinas por unirse a sitios especificos.®® Los resultados para
esta condicion de metales nos sugieren que la proteina no requiere la presencia
de iones metalicos para estabilizarse ya que en la presencia de EDTA (Figura 7b),
el cual es un agente quelante, la TM de hG0S2 es de 28 °C, la cual es muy similar
a la observada en ausencia de EDTA. En presencia de Mg?* y Ca* la TM

disminuye a 24.83 °C y 25.59 respectivamente (Figura 7b).
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Figura 8. Efecto del glicerol y aminoacidos en la estabilidad térmica de la proteina
hG0S2. a) Evaluacion de la estabilidad térmica de hGO0S2 con diferentes
concentraciones de glicerol. Las concentraciones analizadas fueron 5, 10 y 15 %.
b) Evaluacion de la estabilidad térmica de hG0S2 con diferentes aminoacidos. Los
aminoacidos analizados fueron arginina, acido glutamico y una combinacion de
ambos. Las condiciones de reaccion fueron 0.5 mg/ml de proteina, 50 mM de
amortiguador Tris-HCI pH 8.0, 150 mM NaCl, 5X de SYPRO ORANGE vy las

distintas concentraciones de glicerol 0 aminoacidos.
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El glicerol ha sido empleado como agente estabilizador para la cristalizacion de
proteinas, incluso proteinas de membrana.*® En el experimento de Thermofluor se
evaluaron 3 concentraciones de glicerol (Figura 8a), dando como resultado que la
proteina hG0OS2 en presencia de glicerol al 10% aumenta su estabilidad térmica,
ya que su Tm incrementé en 20 °C. Este cambio en la estabilidad es mayor
comparado con las otras concentraciones que se evaluaron.

Una combinacion equimolar de los aminoacidos L-arginina y el acido glutamico
han sido previamente sugeridos®’ como una forma de incrementar el limite de
solubilidad y la estabilidad a largo plazo de proteinas propensas a la agregacion.
Desde entonces, el método ha sido ampliamente adoptado en estudios
estructurales y funcionales de proteinas.®® Para el experimento de Thermofluor se
utilizé por separado la L- arginina y el acido glutamico a 50 mM y la combinacién
de estos a esa misma concentracion (Figura 8b). Pero no se tuvo ningun efecto,

debido tal vez a la naturaleza bésica de la proteina.
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Figura 9. Efecto de agentes reductores en la estabilidad térmica de la proteina
hG0S2. a) Evaluacion de la estabilidad térmica de hG0S2 con diferentes
concentraciones de B-ME. Las concentraciones analizadas fueron 5, 10 y 15 mM.
b) Evaluacién de la estabilidad térmica de hG0S2 con diferentes concentraciones
de DTT. Las concentraciones analizadas fueron 1, 2, 4, y 6 mM. Las condiciones
de reaccion fueron 0.5mg/ml de proteina, 50 mM de amortiguador Tris-HCI pH 8.0,
150 mM NacCl, 5X de SYPRO ORANGE Yy las diferentes concentraciones de B-ME
o DTT.
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Diversas investigaciones, sugieren la adicion de altas concentraciones de
agentes reductores para mantener un estado de reduccion adecuado y prevenir la
oxidacion de las cisteinas presentes en las proteinas, que por consecuencia
logran la desestabilizacién y agregacién de estas.** Nosotros evaluamos los
agentes reductores DTT y B-ME (Figura 9), pero no se tuvo ningun efecto positivo
sobre la TM.

Pretendemos extender este analisis para incluir otras condiciones como
concentracion de sal en los amortiguadores con pH acido, entre otros, para
obtener el amortiguador 6ptimo que permita estabilizar nuestra proteina. Hasta el
momento, con los resultados de Thermofluor sabemos que la composicion de
nuestro amortiguador durante la purificacion, debe incluir MOPS a pH 6.5 y glicerol
al 10%.

Tabla 2. Tm de desnaturalizacion de hG0S2 en las diferentes condiciones
evaluadas con el ensayo de estabilidad.

Condicién Compuesto Concentracion pH Tm, °C Error matematico
MES 50 mM 5.5 52.53 0.025
MES 50 mM 6 53.22 0.019
MOPS 50 mM 6.5 54.14 0.025
pH MOPS 50 mM 7 31.43 0.069
HEPES 50 mM 7.5 - -
Tris-HCI 50 mM 8 - -
Tris-HCI 50 mM 8.5 - -
EDTA 1ImM 8 27.95 0.006
EDTA, LiCl ImM, 2mM 8 27.85 0.14
Metal EDTA, MgCl2 1ImM, 2mM 8 24.83 0.018
EDTA, CaCl2 1ImM, 2mM 8 25.59 0.012
EDTA, NiSO4 1mM, 2mM 8 - -
5% 8 33.42 0.009
Estabilizador Glicerol 10% 8 50.74 0.003
15% 8 35.99 0.169
Arg 50 mM 8 - -
Aminodacidos Glu 50 mM 8 - -
Arg, Glu 50mM, 50mM 8 - -
1mM 8 18.54 0.003
DTT 2mM 8 16.36 0.0005
4mM 8 21.26 0.004
Agente Reductor 6 mM 8 18.71 0.0018
5mM 8 18.04 0.0004
B-ME 10mM 8 19.77 0.004
15mM 8 - -
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CONCLUSION

En este trabajo se generaron distintas construcciones con el fin de expresar a
hG0S2 en E.coli, el disefio consistio en clonar el cDNA de hG0S2 en distintos
vectores de expresion (pET28 y pGEX), obteniendo resultados negativos, aun
después de analizar y optimizar su cDNA. Por lo que se decidi6 disefar y generar
nuestro propio vector de expresion utilizando la proteina SUMO de S. cerevisiae y
asi expresar a hG0S2 como proteina de fusion. Se estandarizé el proceso de
purificacion de las proteinas SUMO-hG0S2 y hG0S2 donde se logr6 obtener
concentraciones de 10 y 5 mg/ml respectivamente, lo que permitié realizar los
primeros ensayos de cristalizacién, aunque después de optimizar el protocolo de
purificacion de hG0S2, se logré obtener una concentraciéon de 15 mg/ml (ver
Apéndice). Los resultados de Thermofluor en presencia de glicerol 10% y pH 6.5
sugieren que en estas condiciones hG0S2 presenta un comportamiento de
proteina globular. Ademés el cambio de Tm en presencia de estos aditivos, nos
indica que podrian ser favorables para la optimizacion de las condiciones de

cristalizacion.
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Material Suplementario
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Figura suplementaria 1. Evaluacion de la expresion de GST-hG0S2. Gel SDS-
PAGE para evaluar la expresion de hG0S2 con el sistema pGEX-6P, donde M:
marcador de peso molecular; 1 corresponde al tiempo antes (-); 2 y 3 al tiempo
después (+) de inducir las células BL21 (DE3) transformadas con pGEX-
6P/hG0S2, a la temperatura de 37 y 28 °C respectivamente. La flecha sefala a la
proteina GST-hG0S2.
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Figura suplementaria 2. Evaluacion de la expresion de hG0S2 y mG0S2 en el
sistema pET28-PPS. a) y d) Contenido de GC del cDNA de hG0S2 (optimizado y
utilizado en las construccion pET28-PPS/hG0S2i) y mG0S2 sin optimizar. b) y e)
Contenido de GC del cDNA de hG0S2 y mG0S2 optimizado respectivamente. c) y
f) Gel SDS-PAGE, donde M: marcador de peso molecular; 1 corresponde al
tiempo antes (-); 2 al tiempo después (+) de inducir las células BL21 (DE3)
transformadas con pET28-PPS/hG0S2gc y pET28-PPS/mG0S2gc
respectivamente.
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Apéndice

Purificacion de hG0S2
Amortiguadores:
Amortiguador de lisis: 50 mM Tris-HCI pH 8.0, 300 mM NacCl.
Amortiguador A: 50 mM Tris-HCI pH8.0.

Amortiguador B: 50 mM Tris-HCI pH8.0, 1 M NacCl.

Lisis
1. Descongelar células en hielo.

2. Resuspender células (de 1L de cultivo) en aproximadamente 15 mL de
amortiguador de lisis.

3. Lisar las células por sonicacion:

Duracién de sonicacion: 7:30 minutos

Amplitud: 50%

Longitud de pulso: 15 segundos

Longitud de pausa: 45 segundos

Numero de ciclos: 30
4. Centrifugar a 12,000 rpm por 15 minutos a 4 °C, retener el sobrenadante.
Comenzar paso #1 de columna de afinidad.

Columna de Afinidad

1. Equilibrar la columna de afinidad a niquel con amortiguador de lisis. (3
volimenes de columna, CV).

2. Cargar el lisado.
3. Colectar lo no unido.

4. Lavar la columna con amortiguador de lisis con 10 mM de imidazol (5-10 CV).
Guardar el frente.

5. Eluir con 3 CV de amortiguador de lisis con 50, 250 y 500 mM de imidazol.
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6. Analizar las fracciones por electroforesis en geles de poliacrilamida al 15%.

7. Juntar las fracciones donde eluyd SUMO-hGO0S2 y concentrar por microfiltracion
con corte de 10 kDa.

Columna de Exclusion Molecular (Superdex 75 10/300 GL)

1. Equilibrar la columna Superdex 75 con amortiguador de lisis. (3 volumenes
de columna, CV a 0.8ml/min).

2. Inyectar proteina (500 pl de muestra y realizar la separacion de proteinas a un
flujo de 0.8 mL/min en un volumen de elucion de 1.5 CV.) Repetir si la muestra es
mayor de 500 pL.

3. Colectar fracciones y analizarlas por electroforesis en geles de poliacrilamida al
15%.

Digestion con PPS y Segunda Exclusion Molecular

1. Juntar las fracciones donde eluyé SUMO-hGO0S2 e incubar con PPS (5 unidades
por ml de muestra) a 4 °C con agitacion constante por 16 horas.

2. Concentrar proteina por microfiltracién con corte de 3 kDa.

3. Repetir el paso de exclusion molecular y analizar las fracciones donde eluy6
hG0S2 por electroforesis en geles de poliacrilamida al 17%.

Columna de Intercambio lIénico (HiTrap Q HP)
1. Desalar la muestra de proteina con la columna PD-10 en el amortiguador A

2. Equilibrar la columna HiTrap Q HP con 5 CV de amortiguador A con un flujo
de 2mL/min

3. Inyectar la muestra (5mL) y colectar la fraccién no unida.

4. Eluir hGOS2 con un gradiente lineal con el amortiguador B en 20 CV.
Recolectar fracciones de 3 mL con un flujo constante de 2 mL/min.

5. Analizar por electroforesis en geles de poliacrilamida (17%) las fracciones
eluidas.

6. Concentrar por microfiltracion con corte de 3 kDa.
7. Cuantificar por absorbancia a 280nm.

*Rendimiento esperado: 15 mg por litro de cultivo.
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