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Resumen

La proteina G0S2, andlisis de interaccién y ensayos de cristalizacion del
complejo G0S2/Bcl-2.

G0S2 es una proteina que participa en multiples procesos celulares en
vertebrados. Su funcion mas conocida es la inhibicion de la enzima triglicérido
lipasa de tejido adiposo, lo que resulta en la regulacion negativa de la lipolisis. En
este trabajo nos enfocamos en la participacion de GOS2 en la apoptosis, donde al
interactuar con Bcl-2 se libera la proteina Bax interrupiendo la formacion del
heterodimero Bcl-2/Bax. La liberacion de Bax da inicio al proceso de apoptosis
inhibiendo la proliferacion celular. El objetivo de este trabajo es caracterizar la
interacciébn molecular de las proteinas hG0S2 y hBcl-2 durante la formacién del
complejo hG0S2/hBcl-2 mediante técnicas bioquimicas, biofisicas y con dos
mutantes sitio dirigidas. Para esto se realizd la clonacion y expresion de las
construcciones SUMO-hG0S2, hBcl-2 y la doble mutante SUMO-hG0S2_R57A-
D58A en el vector pET28pps con las enzimas de restriccion Ndel y Hindllil.
Posteriormente se continué con la purificacion de las construcciones mediante
cromatografia de afinidad a niquel (Ni-NTA) y una segunda purificacion por
cromatografia por exclusion molecular (SEC), después se evaluo la interaccion y
formacion del complejo hG0S2/hBcl-2 mediante SEC y dispersion dinamica de luz
(DLS). Ademés, se realizaron experimentos de cristalizacion del complejo
hG0S2/hBcl-2 mediante la técnica de difusion de vapor en gota sentada. Pudimos
realizar exitosamente la clonacion, expresion y purificacion de cada una de las
construcciones obteniendo 0.736 mg/ml de hG0S2, 2.4 mg/ml de Bcl-2 y 0.508
mg/ml de la doble mutante SUMO-hG0S2_R57A-D58A. La identidad de las
proteinas fue confirmada por geles de poliacrilamida SDS-PAGE al 17%. La
evaluaciéon de la interaccién del complejo hG0S2/hBcl-2 mediante cromatografia
de exclusion molecular fue exitosa obteniendo un complejo con un peso de
48.9kDa, el cual fue confirmado con los experimentos de DLS donde observamos
un peso de 34.4 kDa. Con esta muestra se procedid a realizar pruebas de
cristalizacion del complejo, pero aun no se han obtenido cristales. Con estos
resultados concluimos que existe una interaccion fuerte y estable entre las
proteinas hG0S2 y hBcl-2 ya que el complejo eluye en un solo pico. Se debe
mejorar la concentracion del complejo y probar diferentes condiciones de
cristalizacion.

PALABRAS CLAVE: G0S2, purificacion, apoptosis, cristalizacion, interaccion
proteina-proteina.
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Abstract

GO0S2 protein, interaction analysis and crystallization assays of the G0OS2/Bcl-
2 complex.

GO0S2 is a protein involved in multiple cellular processes in vertebrates. The best
known function is the inhibition of the enzyme triglyceride lipase of adipose tissue,
which results in the negative regulation of lipolysis. In this work we focus on the
involvement of GOS2 in apoptosis, where by interaction with Bcl-2 it facilitates the
release of the Bax protein by disrupting the formation of the Bcl-2/Bax heterodimer.
The release of Bax initiates the apoptosis process by inhibiting cell proliferation.
The aim of this work is to characterize the molecular interaction of hG0S2 and
hBcl-2 proteins during the formation of the hG0S2/hBcl-2 complex using
biochemical and biophysical techniques, as well as two site-directed mutations
constructed in the C-terminal region of GOS2. For this purpose, SUMO-hG0S2,
hBcl-2 and the double mutant SUMO-hG0S2_ R57A-D58A were cloned and
expressed in the pET28pps vector with the restriction enzymes Ndel and Hindlll.
Subsequently, the purification of the constructs was continued by nickel affinity
chromatography (Ni-NTA) followed by molecular exclusion chromatography (SEC),
then the formation and evaluation of the hG0S2/hBcl-2 complex interaction was
performed by SEC and dynamic light scattering (DLS). In addition, crystallization
experiments of the hG0S2/hBcl-2 complex were performed using the vapor sitting
drop technique. We were able to successfully perform cloning, expression, and
purification of each of the constructs obtaining 0.736 mg/ml of hG0S2, 2.4 mg/ml of
Bcl-2 and 0.508 mg/ml of the double mutant SUMO-hG0S2_ R57A-D58A.
Polyacrylamide gels show that the fractions obtained from the chromatograms
correspond to each protein. The evaluation of the interaction of the hG0S2/hBcl-2
complex by molecular exclusion chromatography was successful obtaining a
complex with a weight of 48.9 kDa, which was confirmed by DLS experiments
where we observed a weight of 34.4 kDa. With this sample we proceeded to
perform crystallization tests of the complex, but crystals have not yet been
obtained. Finally, with these results we can conclude that there is a strong and
stable interaction between hGO0S2 and hBcl-2 proteins since in the molecular
exclusion chromatogram the complex elutes in a single peak. The concentration of
the complex should be improved, and different crystallization conditions should be
tested.

KEY WORDS. GO0S2, purification, apoptosis, crystallization, protein-protein
interaction.
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RESUMEN

G0S2 es una proteina que participa en multiples procesos celulares en
vertebrados. Su funcion mas conocida es la inhibicion de la enzima triglicérido
lipasa de tejido adiposo, lo que resulta en la regulacion negativa de la lipolisis. En
este trabajo nos enfocamos en la participacion de GOS2 en la apoptosis, donde al
interactuar con Bcl-2 se libera la proteina Bax interrupiendo la formaciéon del
heterodimero Bcl-2/Bax. La liberacion de Bax da inicio al proceso de apoptosis
inhibiendo la proliferacion celular. El objetivo de este trabajo es caracterizar la
interaccion molecular de las proteinas hG0S2 y hBcl-2 durante la formacion del
complejo hG0S2/hBcl-2 mediante técnicas bioquimicas, biofisicas y con dos
mutantes sitio dirigidas. Para esto se realizd la clonacion y expresion de las
construcciones SUMO-hG0S2, hBcl-2 y la doble mutante SUMO-hG0S2_R57A-
D58A en el vector pET28pps con las enzimas de restriccion Ndel y Hindllil.
Posteriormente se continué con la purificacion de las construcciones mediante
cromatografia de afinidad a niquel (Ni-NTA) y una segunda purificacion por
cromatografia por exclusion molecular (SEC), después se evaluo la interaccion y
formacion del complejo hG0S2/hBcl-2 mediante SEC y dispersion dinamica de luz
(DLS). Ademaés, se realizaron experimentos de cristalizacion del complejo
hG0S2/hBcl-2 mediante la técnica de difusion de vapor en gota sentada. Pudimos
realizar exitosamente la clonacion, expresion y purificacion de cada una de las
construcciones obteniendo 0.736 mg/ml de hG0S2, 2.4 mg/ml de Bcl-2 y 0.508
mg/ml de la doble mutante SUMO-hG0S2_R57A-D58A. La identidad de las
proteinas fue confirmada por geles de poliacrilamida SDS-PAGE al 17%. La
evaluacion de la interaccion del complejo hG0S2/hBcl-2 mediante cromatografia
de exclusién molecular fue exitosa obteniendo un complejo con un peso de
48.9kDa, el cual fue confirmado con los experimentos de DLS donde observamos
un peso de 34.4 kDa. Con esta muestra se procedid a realizar pruebas de
cristalizacion del complejo, pero aun no se han obtenido cristales. Con estos
resultados concluimos que existe una interaccion fuerte y estable entre las
proteinas hG0S2 y hBcl-2 ya que el complejo eluye en un solo pico. Se debe
mejorar la concentracion del complejo y probar diferentes condiciones de
cristalizacion.

PALABRAS CLAVE: G0S2, purificacion, apoptosis, cristalizacion, interaccién
proteina-proteina.



INTRODUCCION

G0S2 es una proteina de 103 aminoacidos descrita por primera vez en células
mononucleares donde se expres6 de forma diferencial durante la transicion del
ciclo celular inducido por farmacos desde la fase GO a la G1 (Russell y Forsdyke
1991). Se ha descrito la expresion de GO0S2 en diversos tejidos humanos y
muridos, encontrandose en mayores niveles en tejido adiposo e higado, seguidos
por el musculo, ovario y rifidn. (Yang et al. 2010; Welch et al. 2009). Esta proteina
solo se ha identificado en vertebrados y esta altamente conservada entre las
especies de raton y humano con un 78% de identidad global. (Cerk et al. 2018;
Péez et al. 2020).

Un analisis in sillico determiné que las proteinas G0OS2 de humano y raton tienen
un dominio hidrofébico (HD) el cual se presume es la regién mas estructurada y
abarca los residuos 27-42, asi mismo se logré identificar que las regiones N- y C-
terminal tienden a tener una estructura desordenada (Paez et al. 2020). El analisis
detallado de la secuencia de GO0S2 humana muestra que esta sustancialmente
desprovista de aminoacidos promotores del orden, mostrando pocos residuos de
leucina y significativamente enriquecida con glutamina y otros residuos promotores
al desorden como lisina, arginina, glicina y alanina. Al graficar las propiedades de
hidropatia y carga neta media por residuo, un analisis que permite diferenciar
proteinas globulares de proteinas intrinsecamente desordenadas (IDP por sus
siglas en inglés), se encontré que GOS2 de humano y de raton se agrupan con las
IDPs (Uversky 2002). Esto sugiri6 la presencia de una region C-terminal
desordenada en la proteina de GOS2 humana. (Paez et al. 2020).

El caracter desordenado de G0S2 se confirmd experimentalmente, demostrando
gque se comporta como IDP del tipo PMG-like. Las primeras evidencias
experimentales que se obtuvieron sobre el caracter desordenado de GO0S2 se
observaron en experimentos de cromatografia de exclusién molecular (SEC) y
dispersion dinamica de luz (DLS) donde se demostré6 que la proteina tiene
estructura mas abierta y alargada. En el experimento de SEC, el valor de radio de
Stokes (Rs) experimental fue de 18.8 A el cual es 1.1 veces mayor al valor teérico

de 17.5 A con lo que se puede calcular que GOS2 en humano tiene una estructura



globular y un peso molecular de 11.3 kDa. Para obtener mas informacion sobre la
estructura de la proteina GOS2 humana, realizaron experimentos de DLS para
calcular el radio hidrodinamico (Rh) de esta proteina. Curiosamente, el Rh
obtenido fue menor que el valor calculado de Rs, lo que indica que esta proteina
difunde como una proteina mas pequefia en soluciéon con un tamafo aparente de
8kDa (Paez et al. 2020). El analisis de la estructura secundaria mediante
dicroismo circular (CD) mostr6 que GO0S2 presenta, en solucion, 55% de
secuencia sin estructura, 25% hebras betas, 19% de giros beta y practicamente
ninguna alfa-hélice, lo que reafirma su caracter desordenado (Péez et al. 2020). A
partir de estos estudios se determino que la proteina GOS2 humana y de ratén son
desordenadas del tipo PMG-like, muy similares, donde la de ratén es un poco mas
globular que la de humano, la cual es més alargada (Paez et al. 2020).

Las IDPs son dinamicas y flexibles y contienen elementos estructurales residuales
necesarios para una funcion adecuada. Esta flexibilidad les permite interactuar con
multiples proteinas mediante una interaccion molecular directa, cuando la IDP
interacciona con su proteina diana inhibiendo o activando su funcion se le comoce
como “efector”. (Habchi et al. 2014). Ademas, la exposicion y flexibilidad que
presentan los residuos en las IDPs es un factor clave que facilita las
modificaciones postraducciones (Habchi et al. 2014). Con estos antecedentes se
sugirid que el caracter no estructurado de GO0S2 le permite interactuar como
efector con multiples proteinas con funciones reguladoras como sucede en la
lipolisis donde inhibe a ATGL (Russell y Forsdyke 1991). Al activar la apoptosis
por interacciéon con Bcl-2 (Russell y Forsdyke 1991; Welch et al. 2009). O al inhibir
la proliferacién celular por interaccion y retencion de la nucleolina en el citosol
(Yamada et al. 2014).

Por otro lado, el gen Bcl-2 (linfoma de células B2) codifica para la proteina Bcl-2 la
cual define y pertenece a la familia de proteinas de Bcl-2, se localiza en la
membrana externa mitocondrial, en la envoltura nuclear y en el reticulo
endoplasmaético de las células (Teni 2002; Loro 2003). Bcl-2 regula la liberacion de
proteinas de la mitocondria que inducen la apoptosis (Bertazza y Mocellin 2008).

La familia de proteinas Bcl-2 esta conformada tanto por factores antiapoptéticos



como proapoptoticos, que en su secuencia comparten regiones homologas
conservadas que se conocen como dominios de homologia Bcl-2 (Letai 2008). La
funcion principal de estas proteinas es regular los procesos de permeabilizacion
mitocondrial en la via intrinseca de la apoptosis celular. Ademas, tienen otras
funciones como lo son la dimerizacion, actividad de formacion del poro y la
interaccion proteina-proteina (Labi et al. 2008). Este grupo de proteinas se
caracteriza por la presencia de uno o hasta cuatro dominios de homologia
estructuralmente conservados, conocidos como BH1, BH2, BH3 y BH4. Los
dominios BH1, BH2 y BH3 se requieren para la interaccion entre miembros de la
familia Bcl-2, mientras que el dominio BH4 media las funciones de control del ciclo
celular (Welch et al. 2009).

La familia de proteinas Bcl-2 se compone de tres grupos basados en su estructura
y funcion:

a) Las proteinas antiapoptoéticas, que contienen por lo general los cuatro
dominios de homologia. Dentro de este grupo se encuentra Bcl-2, Bcl-XL,
Bcl-w, MCL-1 y Al que contrarrestan el proceso apoptotico a través de la
union directa a las proteinas con dominio Unico BH3. MCL-1 y Bcl- XL
interaccionan con Bak, una vez liberada esta proteina se induce la
apoptosis (Ying et al. 2007; Fletcher y Huang 2006).

b) Las proteinas proapoptéticas Bax/Bak o proteinas efectoras multidominio,
comparten homologia en los dominios BH1, BH2 y BH3. Bax, presente
como mondémero en el citosol se somete a un cambio conformacional que
junto con Bak, presente al interior de la mitocondria, permiten la liberacion
del citocromo c de la mitocondria para generar la muerte celular programda
(Fletcher y Huang 2006).

c) Las proteinas de dominio tnico BH3 que comparten homologia Unicamente
en el dominio BH3, vigilan el bienestar de la célula y se activan en
respuesta a sefales de estrés. Dentro de este grupo se encuentran Bid,
Bad, Bik, Bim, BMF, HRK, NOXA y PUMA (Puthalakath et al. 2007; Shamas
et al. 2011).

Las proteinas proapoptéticas y antiapoptéticas forman heterodimeros en los

cuales se inhibe la actividad de la proteina proapoptética. Esta dimerizacién se ve



influenciada por la fosforilacion de los residuos de aminoacidos en el extremo C-
terminal de los miembros proapoptéticos BAX, BAK y BIK. El nivel de expresién de
cada proteina de la familia Bcl-2 esta controlado a nivel transcripcional, por
heterodimerizacion y por ubiquitinacion. La fosforilacion de las proteinas
antiapoptéticas de la familia Bcl-2 inhibe la union de estas proteinas y promueve
su ubiquitinacién. La apoptosis esta, por tanto, profundamente asociada a la
fosforilacién de las proteinas de la familia Bcl-2. (Li et al. 2004). Bad es un ejemplo
de la regulacion de la actividad por fosforilacion, cuando esta desfosforilada se
asocia a Bcl-XL en la mitocondria y promueve la apoptosis, en cambio, al ser
fosforilada se encuentra en el citoplasma asociada a la proteina chaperona 14-3-3,

perdiendo su capacidad de interactuar con Bcl-XL (Fleischer et al. 2004).

G0S2y su interaccion con Bcl-2 en la apoptosis

Las proteinas Bcl-2 regulan la liberacion de proteinas de la mitocondria que
inducen a la apoptosis. EI FNT-a promueve la apoptosis a través de la unién a su
receptor de superficie celular, TNFR1, lo que lleva a la activacion de las vias de
transduccion de sefiales posteriores. La sefializacion a través del TNFR1 provoca
la rapida activacion de dos importantes factores de transcripcion heterodiméricos,
la proteina activadora-1 y el NF-kB. El NF-kB puede inhibir o inducir la apoptosis
dependiendo del tipo de célula, el grado de activacion del NF-kB y la naturaleza de
la sefial apoptotica. NF-kB tiene la capacidad de presentar actividades tanto
proapoptéticas como antiapoptéticas (Dutta et al. 2006).

GO0S2 es inducido por FNT-a a través de la activacion de NF-kB. Esto se describio
con ensayos con microarreglos de cDNA de alta densidad donde compararon los
perfiles de expresién de PFF humanos tratados en presencia o ausencia de FNT-a.
Asi mismo, determinaron su localizacién subcelular y confirmaron que G0S2 esta
presente en las mitocondrias (Welch et al. 2009). Para comprobar si G0S2
interactla con algun otro miembro de la familia Bcl-2 se cotransfectaron células
renales embrionarias (HEK293) con plasmidos que expresaban G0S2-HA y un
miembro de la familia Bcl-2 marcado con FLAG. GOS2-HA se inmunoprecipitd con
el anticuerpo a-HA y el inmunoprecipitado del miembro de la familia Bcl-2 se

analizé mediante inmunotransferencia con un anticuerpo a-FLAG. Este estudio



mostrO que de las proteinas analizadas solo Bcl-2 era detectable en el
inmunoprecipitado de G0S2. Para confirmar la asociacion entre GOS2 y Bcl-2, se
infectaron células HeLa con Ad-G0S2, G0S2 se inmunoprecipitdé de la fracciéon
mitocondrial utilizando un anticuerpo a-HA y el inmunoprecipitado se analiz6 en
busca de Bcl-2 endogena utilizando un anticuerpo a-Bcl-2. Con esto se demostré
gue Bcl-2 estaba presente en el inmunoprecipitado de las células infectadas con
Ad-G0S2, pero no de las células de control infectadas con Ad-LacZ. Los ensayos
de GST pull-down de Bcl-2 purificada marcada con GST y G0S2 marcada con
[35S]metionina confirmaron que la interaccion entre GOS2 y Bcl-2 es directa. En
este mismo estudio determinaron que G0OS2 interactia directamente con Bcl-2 in
vivo, usando plasmidos que expresaban ECFP fusionada al COOH terminal de
Bcl-2 o Bad (Bcl-2-ECFP o Bad-ECFP, respectivamente) y EYFP fusionada al
COOH terminal de G0S2 (GOS2-EYFP). Estas construcciones se transfectaron
transitoriamente en células colorrectales HCT116 en combinaciones de pares, y
las lineas celulares se analizaron mediante transferencia de energia por
resonancia de fluorescencia donde se observdé una sefal de transferencia de
energia en las células que expresaban Bcl-2-ECFP y G0S2-EYFP, pero no en
células que expresan Bad-ECFP y GOS2-EYFP. Todos estos resultados indican
gue GOS2 interactua directamente con Bcl-2 tanto in vitro como in vivo (Welch et al.
2009). Con los hallazgos anteriores se planteé la posibilidad de que GOS2 puede
tener actividad proapoptética o antiapoptética. Por lo tanto, se prob6 si la
expresion ectdpica de GOS2 podia inducir apoptosis en células H1299 y HCT116
gue fueron infectadas con Ad-G0S2 o Ad-LacZ y posteriormente se tifieron con un
conjugado de anexina (Annexin V-PE), en ambas lineas celulares, la expresion de
Ad-G0S2 indujo una apoptosis pronunciada, mientras que en Ad-LacZ se observé
poca o ninguna muerte celular. Después, se examind si la capacidad de G0S2 de
inducir la apoptosis e interactuar con Bcl-2 son actividades relacionadas, para esto
se generaron mutantes de GOS2 que tuvieran afectada la capacidad de interactuar
con Bcl-2. Esto se hizo determinando la region de G0S2 necesaria para la
interaccibn con Bcl-2 usando mutantes de delecion de G0S2 en los que
fragmentos donde G0S2 se fusiona con el extremo COOH de la GFP. Los

experimentos de coinmunoprecipitacibn mostraron que soélo las construcciones



gue albergan la region central de G0S2 (aminoacidos 33-67) interactuaban con
Bcl-2. A continuacién construyeron una serie de mutantes puntuales en la regién
central mutando pares de aminoacidos por alanina. Se observé que las
mutaciones en los aminoacidos 35 a 46 conservaron la asociacion con Bcl-2 a un
nivel comparable al de la proteina G0S2 de tipo silvestre. Sin embargo, las
mutaciones de los aminoacidos 50 a 58 redujeron la interaccion con Bcl-2; en
especifico, en el derivado mutante de G0S2 donde la arginina 57 y el &cido
aspartico 58 estaban mutados (R57A, D58A) se redujo drasticamente la
interaccién con Bcl-2. Para comprobar si la mutante GOS2(R57A, D58A) tenia
actividad apoptotica se transfectaron células H2119 con un adenovirus que
expresaba G0S2 de tipo silvestre o el mutante GOS2(R57A, D58A), con esto se
observo que la capacidad que tiene GOS2(R57A, D58A) de inducir la apoptosis se
reduce significativamente en comparacion con la proteina de tipo silvestre. Estos
resultados indican que la interaccion con Bcl-2 es necesaria para que G0S2

induzca la apoptosis.

A pesar de que se ha demostrado que G0S2 activa la apoptosis al interaccionar
directamente con Bcl-2 a nivel celular, ain quedan varias preguntas por resolver a
nivel proteina. Por ejemplo, no se han descrito cuales son los residuos de Bcl-2
gue interaccionan con G0S2, tampoco se ha descrito el cambio conformacional de
Bcl-2 provocado por GOS2 que permite la disociaciéon del complejo Bax/Bcl-2,
tampoco se ha descrito cual es la sefial que permite que G0S2 se exprese y
permita la disociacién del heterodimero. Ademas, es probable que G0S2, que es
una proteina intrinsecamente desordenada, adquiera estructura secundaria al
interaccionar con Bcl-2. Por lo que, el objetivo de este trabajo fue sentar las bases
para la caracterizacion molecular de la interaccion entre GOS2 y Bcl-2 mediante
técnicas bioquimicas, biofisicas y con mutantes sitio dirigidas. Para ello,
expresamos y purificamos a Bcl-2, a G0S2, una doble mutante de GOS2 que se ha
propuesto inhibe la interaccion con Bcl-2 de humano. Hasta el momento hemos
conseguido demostrar que las proteinas silvestres interaccionan fuertemente
formando un complejo que hemos caracterizado por SEC y DLS. Ademas,

mediante los ensayos de SEC se confirmd que la interaccion entre las proteinas



nativas es muy estable ya que en el cromatograma observamos que el complejo
eluye en un solo pico con un peso de 48.9 kDa. Por otro lado, los ensayos de DLS
demostraron que tanto las proteinas nativas, la doble mutante y el complejo
presentan una masa monodispersa. Con estos resultados pudimos concluir que
para montar nuevas pruebas de cristalizacibn es necesario aumentar la
concentracion de proteina para lograr formar algun cristal y probar mas
condiciones de cristalizacion. Finalmente, aun queda pendiente dilucidar cual es la
region donde se realiza la interaccion proteina-proteina por lo cual se continuara
con los ensayos de caracterizacion de la doble mutante de G0S2. Esto nos
permitira a largo plazo responder algunas de las preguntas planteadas y

probablemente obtener la estructura cristalografica del complejo.



MATERIALES Y METODOS

Clonacioén de las proteinas SUMO_hG0S2, hBcl-2 y la doble mutante SUMO-
hG0S2_R57A-D58A.

En el laboratorio ya se contaba con las construcciones SUMO_hG0S2 y hBcl-2,
esta ultima fue optimizada anteriormente por mi compafera de laboratorio Liliana
GoOmez para su trabajo de tesis de maestria en el afio 2022. Se clonaron en el
vector de expresion pET28 modificado (pET28pps); donde se incluyd una etiqueta
de histidinas y se intercambi6 el sitio de trombina por un sitio de corte para la
proteasa PreScission Preotease (PPS). SUMO_hGO0S2 expresa la etiqueta 6XHis,
seguida de SUMO, luego la etiqueta de PPS y al final hG0S2. hBcl-2 expresa la
etiqueta 6XHis, después la etiqueta de PPS vy al final hBcl-2. Por otro lado, para la
doble mutante SUMO-hG0S2_R57A-D58A, el gen de la doble mutante se optimizo
para su expresion en bacterias, se adapté el uso de codones para E.coli y se
modificd el %GC entre 30-70%, los oligos T7 forward y reverse y el gen optimizado
se adquirieron de la empresa UNIPARTS SA DE CV, estos se utilizaron para la
obtencién de la doble mutante R57A/D58A. El primer paso para la clonacion del
gblock de G0S2_R57A-D58A fue la digestion y desfosforilacion del gblock de
G0S2_R57A-D58A en el vector especifico pET28-pps, usando las enzimas de
restriccion Ndel y Hindlll. Las reacciones se dejaron incubar por 1 hora a 37°C en
el termociclador y se desactivaron a 80°C por 30 minutos. Posteriormente se
continu6é con las reacciones de ligacion con la DNA ligasa T4 (Thermo Fisher
Scientific) esta reaccién se hizo con una concentracion del vector de 50 ng y 15 ng
del inserto. Se marcaron dos tubos para PCR, uno positivo que contenia
PET28pps AP/Ndel/Hindlll, gblock G0S2_R57A-D58A Ndel/Hindlll, buffer de la
DNA ligasa T4, agua y la DNA ligasa T4, el segundo tubo se marcé como negativo,
el cual no contenia la construccion del gblock G0OS2_R57A-D58A Ndel/Hindll. Se
incubaron por 20 minutos a 25°C. Se transformaron en células Top-10 y la
identificacion de la clona positiva se realiz6 mediante PCR en colonia y ensayos
de restriccion enziméatica. Las construcciones se confirmaron por secuenciacion en

el LANBAMA y se comprob6 que la secuencia era idéntica.
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Evaluacion de la expresion de las proteinas.

Para evaluar la expresién de cada una de las proteinas se realizé por separado la
transformacién por choque térmico a la cepa BL21 (DE3) Star de E.coli. Las
células transformadas se incubaron en 50 ml de medio Luria-Bertani (LB)
suplementado con 50 ug/ml de kanamicina durante toda la noche a 28°C; 25 ml de
este cultivo se tomaron para inocular 500 ml de medio LB suplementado con 500
ug/ml de kanamicina; el cual se dej6 incubar hasta que alcanzara una densidad
Optica entre 0.6-0.8 a 600 nm. La expresion de las proteinas se indujo con
isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG) a una concentracion final de 1mM.
Después, el cultivo celular de pETSUMO/hGO0S2 y de la doble mutante
PETSUMO/hG0S2_R57A-D58A se incubaron 18 hrs a 28°C, mientras que
pET28/hBcl-2 se incub6 a 16°C por 18 hrs. Las células se recolectaron por
centrifugacion a 10,000 rpm por 10 minutos a 4°C y se almacenaron a -20°C. Se
tomaron muestras de 1ml a las células inducidas y sin inducir para evaluarlas por
electroforesis SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 15% y 17%

respectivamente.

Purificaciéon de las proteinas.

La biomasa obtenida de la expresion de 500 ml de células BL21 (DE3) Star
transformadas con las construcciones pPETSUMO/hG0S2, pET28/hBcl-2 y la doble
mutante pETSUMO/hG0S2_R57A-D58A se purificaron por separado.

Purificacion de pETSUMO/hG0S2. La biomasa de pETSUMO/hG0S2 se
suspendié en el amortiguador de lisis (50mM TRIS pH8, 300mM NaCl y 10mM
imidazol). Las células se lisaron por sonicaciéon durante 30 ciclos de 15 seg ON/45
seg OFF con una amplitud del 50%, en bafio de hielo. Posteriormente el lisado
celular se centrifugd a 12,000 rpm por 10 minutos a 4°C. Se recuper6 la fraccion
soluble y se filtr6 con membrana de 0.45 um para transferirlo a una columna de
agarosa Ni-NTA JENA de 3 ml que se equilibré previamente con 10 volumenes de
columna (CV) del amortiguador de lisis. El frente de la inyeccion se recolecto y se
etiquetdé como “no unido”, se realiz6 el primer lavado con 10 CV del amortiguador
de lisis que tenia una concentracion de imidazol de 10 mM recolectando 10 ml en

el tubo 1 y otros 10 ml en el tubo 2. La elucién de la proteina se realiz6 con un
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gradiente escalonado con 50, 250 y 500 mM de imidazol preparado en
amortiguador de lisis. Las fracciones eluidas se recolectaron y analizaron por
electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida al 15%. Las fracciones donde eluy6
mayormente la proteina SUMO-hG0S2 se juntaron y se sometieron a digestion
con 5 unidades de la enzima PPS por mililitro durante toda la noche a 4°C,
posteriormente se desalaron en columnas PD-10. Una vez que la proteina se
desalo se procedié a concentrarla por microfiltracién en un vivaspin 15 turbo con
una membrana de retencion de 3 kDa (Sartorius). La muestra se filtr6 en una
membrana de 0.22 um y se inyectd en el equipo FPLC AKTA con la columna
Superdex75 10/300 (GE Healthcare Life Sciences). Se realizaron dos inyecciones
de 500ul de muestra, con un flujo de 0.8 ml/min con el amortiguador (20mM TRIS
pH8, 300mM NacCl, 0.5mM EDTA Y 1mM DTT) y un volumen de elucién de 1.5 CV.
Por ultimo, el cromatograma obtenido de la purificacion se analizé en el software
UNICORN version 5.31 y las fracciones correspondientes a los picos se analizaron
mediante geles de SDS-poliacrilamida al 15%.

Purificacion de pET28/hBcl-2. La biomasa de pET28/hBcl-2 se resuspendié con el
amortiguador de lisis (40mM TRIS pH8, 110mM NaCl, 1mM DTT, 2.2mM KCI, 5%
glicerol, 2% CHAPS y 10mM imidazol). Las células se lisaron por sonicacién
durante 30 ciclos de 15 seg ON/45 seg OFF con una amplitud del 50%, en bafio
de hielo. Posteriormente el lisado celular se centrifugd a 12,000 rpm por 10
minutos a 4°C. La fraccion soluble recolectada se filtré con una membrana 0.45
um y se transfirio a una columna de agarosa Ni-NTA JENA de 3 ml que se
equilibré previamente con 10 CV del amortiguador de lisis. El frente de la inyeccion
se recolectd y se etigueté como “no unido”, el primer lavado se realizé con 10 CV
del amortiguador de lisis que tenia una concentracion de imidazol de 10 mM
recolectando 10 ml en el tubo 1 y otros 10 ml en el tubo 2. La elucion de la
proteina se realiz6 con un gradiente escalonado con 50, 250 y 500 mM de
imidazol preparado en amortiguador de lisis. Las fracciones eluidas se
recolectaron y analizaron por electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida al 17%.
Las fracciones donde eluydé mayormente la proteina pET28/hBcl-2 se juntaron y se
sometieron a digestion con 5 unidades de la enzima PPS por mililitro durante toda

la noche a 4°C, posteriormente se desalaron en columnas PD-10. Una vez que la
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proteina se desalo se procedid a concentrarla por microfiltracion en un
concentrador vivaspin 15 turbo con una membrana de retencién de 10 kDa. La
muestra se filtr6 en una membrana de 0.22 um y se inyecté en el equipo FPLC
AKTA con la columna Superdex75 10/300 (GE Healthcare Life Sciences). Se
realizaron dos inyecciones de 500 ul de muestra, con un flujo de 0.8 ml/min con el
amortiguador (20mM TRIS pH8, 300mM NaCl, 0.5mM EDTA y 1mM DTT) y un
volumen de elucion de 1.5 CV. Finalmente, el cromatograma obtenido de la
purificacion se analiz6 en el software UNICORN 5.31 y las fracciones
correspondientes a los picos se analizaron mediante geles de SDS-poliacrilamida
al 17%.

Purificacion de la doble mutante pPETSUMO/hG0S2_R57A-D58A. La biomasa de la
doble mutante pETSUMO/hG0S2_R57A-D58A se resuspendi6 con el
amortiguador de lisis (50mM TRIS pH8, 300mM NaCl y 10mM imidazol). Las
células se lisaron por sonicacién durante 30 ciclos de 15 seg ON/45 seg OFF con
una amplitud del 50%, en bafio de hielo. Posteriormente el lisado celular se
centrifugé a 12,000 rpm por 10 minutos a 4°C. La fraccion soluble se recolecté y
filtr6 con una membrana de 0.45 um para transferirla a una columna de agarosa
Ni-NTA JENA de 3 ml que se equilibré previamente con 10 CV del amortiguador
de lisis. El frente de la inyeccion se recolectd y se etiqueté como “no unido”, el
primer lavado se realiz6 con 10 CV del amortiguador de lisis que tenia una
concentracion de imidazol de 10 mM recolectando 10 ml en el tubo 1 y otros 10 ml
en el tubo 2. La elucion de la proteina se realizé con un gradiente escalonado con
50, 250 y 500 mM de imidazol preparado en amortiguador de lisis. Las fracciones
se recolectaron y analizaron por electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida al
15%. Las fracciones donde eluyd mayormente la doble mutante
PETSUMO/hG0S2_R57A-D58A se juntaron y concentraron por microfiltracion en
un vivaspin 15 turbo con una membrana de retencion de 3 kDa. La muestra se
filtré en una membrana de 0.22 um y se inyectd en el equipo FPLC AKTA con la
columna Superdex75 10/300 (GE Healthcare Life Sciences). Se realizaron dos
inyecciones de 500 pul de muestra, con un flujo de 0.8 ml/min con el amortiguador
(20mM TRIS pH8, 300mM NaCl, 0.5mM EDTA y 1mM DTT) y un volumen de
elucion de 1.5 CV. Por ultimo, el cromatograma obtenido de la purificacion se
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analizé en el software UNICORN 5.31 y las fracciones correspondientes a los

picos se analizaron mediante geles de SDS-poliacrilamida al 15%.

Evaluacion de la interacciéon del complejo SUMO-hG0S2/hBcl-2 por
cromatografia de exclusion molecular (SEC).

Se purificaron las proteinas SUMO-hGO0S2 y hBcl-2 con el protocolo descrito
anteriormente sin cortar con PPS, por lo que obtuvimos a las proteinas SUMO-
hG0S2 y a hBcl-2 con la etiqueta 6XHis. EI complejo SUMO-hG0S2/hBcl-2 se
formd al mezclar ambas proteinas en una relacion equimolar 1.3:1.0, el complejo
se concentrd por microfiltracibn en un concentrador vivaspin con una membrana
de retencién de 3 kDa hasta alcanzar una concentracion final de 1.44 mg/ml. La
muestra (1ml) se filtr6 en una membrana de 0.22 um y se inyectd en el equipo
FPLC AKTA con la columna Superdex75 10/300 (GE Healthcare Life Sciences).
Se realizaron dos inyecciones de 500 pul de muestra, con un flujo de 0.8 ml/min con
el amortiguador (20mM TRIS pH8, 300mM NaCl, 0.5mM EDTAy 1mM DTT) y un
volumen de elucién de 1.5 CV. El cromatograma se analiz6 con el software
UNICORN 5.31 y las fracciones correspondientes a los picos se analizaron

mediante geles de poliacrilamida al 17%.

Evaluacion de la interaccion del complejo SUMO-hG0S2_R57A-D58A/hBcl-2
por cromatografia de exclusiéon molecular (SEC).

Se purificaron las proteinas SUMO-hG0S2_R57A-D58A y hBcl-2 con el protocolo
descrito anteriormente sin cortar con PPS, por lo que obtuvimos a las proteinas
SUMO-hG0S2_R57A-D58A y a hBcl-2 con la etiqueta 6XHis. EI complejo SUMO-
hG0S2_R57A-D58A/Bcl-2 se formd al mezclar ambas proteinas en una relaciéon
equimolar 1.3:1.0, el complejo se concentré por microfiltracion en un concentrador
vivaspin con una membrana de retencion de 3 kDa hasta alcanzar una
concentracion final de 2.03 mg/ml. La muestra (1ml) se filtré en una membrana de
0.22 um y se inyect6 en el equipo FPLC AKTA con la columna Superdex75 10/300
(GE Healthcare Life Sciences). Se realizaron dos inyecciones de 500 ul de
muestra, con un flujo de 0.8 ml/min con el amortiguador (20mM TRIS pH8, 300mM
NaCl, 0.5mM EDTA y 1mM DTT) y un volumen de elucion de 1.5 CV. El
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cromatograma se analiz0 con el software UNICORN 5.31 y las fracciones
correspondientes a los picos se analizaron mediante geles de SDS-poliacrilamida
al 17%.

Experimentos de cristalizacion.

Para los ensayos de cristalizacion se utilizaron los complejos purificados en las
secciones anteriores, los cuales se concentraron en un concentrador vivaspin con
una membrana de retencion de 3kDa y posteriormente se ultrafiltré la muestra con
una membrana AmiconUltra-0.5 (Millipore). Se montaron gotas 1:1 (0.9 ul proteina
y 0.9 ul precipitante) usando la técnica de cristalizacion por difusion de vapor en
gota sentada con placas de 98 pocillos. El volumen en el pozo del precipitante fue
de 50 ul y el volumen de la gota de cristalizacién fue de 2 ul. Se exploraron 89
condiciones de cristalizacion del kit de cristalizacion Crystal Screen | y Il de
Hampton Research. La placa se sell6 e incub6 a 16°C. El experimento de
cristalizacibn se monitored periédicamente en el microscopio estereoscopico
(Motic SMZ-168)

Ensayos de dispersion dindmica de luz (DLS).

El peso molecular de cada proteina y de los complejos se estimo a partir de las
mediciones del radio hidrodinamico (Rh) que se realizaron en el equipo Zetasizer
APS (Malvern Instruments) con el software Malvern Zetasizer. Para cada proteina
se tomaron 80 pl de volumen final de reaccién, y se corrieron por separado donde
la proteina SUMO-hGO0S2 y la doble mutante SUMO-hG0S2_R57A-D58A tenian
una concentracion de 1 mg/ml, hBcl-2 tenia una concentracion final de 0.5 mg/ml'y
los complejos SUMO-hG0S2/hBcl-2 y SUMO-hG0S2-R57A-D58A/Bcl-2 tenian una
concentracion de 1 mg/ml, cada muestra se incubo en el amortiguador 20 mM Tris
pH8, 300 mM NaCl, 0.5mM EDTA y 1mM DTT. El equipo fue programado para
gque realizara un correlograma con 12 lecturas por muestra cada 20 minutos por

dos horas a una temperatura de 25°C.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Clonacion de SUMO_hGO0S2, hBcl-2 y la doble mutante SUMO/hG0S2_R57A-
D58A.

Se realizo la clonacion de las proteinas SUMO_hGO0S2 y hBcl-2 y de la doble
mutante SUMO-hG0S2_R57A-D58A (Tabla 1) con el fin de obtener a las proteinas
puras y solubles para su caracterizacion. En el laboratorio ya se contaba con las
construcciones de las proteinas SUMO_hG0S2 y hBcl-2. Se obtuvo la
construccion de la doble mutante de GO0S2 la cual se nombr6 como
PpETSUMO/hG0S2_R57A-D58A que contiene el gen de interés en el vector
especifico pET28pps, entre los sitios de corte Ndel y Hindlll, se identifico el inserto
esperado de 925 pb (Figura 1), el cuél fue comprobado por ensayos de restriccion.
Por dltimo, se secuencid la clona en LANBAMA vy se verifico la integridad de la

secuencia, concluyendo que la clonacién fue exitosa.

Tabla 1. Construcciones de las proteinas hG0S2, hBcl-2 y la doble mutante
G0S2_R57A-D58A.

Construccién Vector Residuos Expresada Purificada
1 G0S2 Humano pET28-SUMO-PPS 1-103 Si Si
2 Bcl-24212-239 Humano pET28-PPS 1-211 Si Si
Este proyecto:
R57A G0S2 Humano pET28-SUMO-PPS 1-103 En proceso En proceso
D58A G0S2 Humano pET28-SUMO-PPS 1-103 En proceso En proceso
R57A/D58A G0S2 Humano pET28-SUMO-PPS 1-103 Si Si
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Figura 1. Clonacion de la doble mutante pETSUMO/hG0S2_R57A-D58A.

a) Vector especifico de clonacién pET28pps para las construcciones generadas.

b) Electroforesis en gel de agarosa 1.5% de las colonias positivas identificadas
por PCR de colonia con los oligos externos T7 forward y reverse. Donde M:
marcador de peso molecular GeneRuler 1kb DNA Ladder. Carril +: control
positivo. Carril 1, 2 y 3: el inserto esperado con un peso de 925 pb de acuerdo

con el control positivo.

Expresion y purificacion de las construcciones pETSUMO/hG0S2,
pPET28/hBcl-2 y de la doble mutante pETSUMO/hG0S2_R57A-D58A.

a. Expresion de las proteinas pETSUMO/hG0S2, pET28/hBcl-2 y de la doble
mutante pETSUMO/hG0S2_R57A-D58A.
Las construcciones de las proteinas pETSUMO/hG0S2, pET28/hBcl-2 y de la
doble mutante pETSUMO/hG0S2_R57A-D58A se expresaron en la cepa BL21
(DES3) Star de E.coli en medio LB suplementado con kanamicina. La expresion se
indujo con IPTG a una concentracion final de 1mM. Las construcciones de las
proteinas pETSUMO/hGO0S2 y de la doble mutante pETSUMO/hG0S2_ R57A-
D58A se incubaron por 18 hrs a 28°C mientras que la construccién pET28/hBcl-2
se incubo por 18 hrs a 16°C. Las muestras tomadas de cada construccion antes y
después de inducir la expresion se analizaron por electroforesis SDS-PAGE en
geles de poliacrilamida al 15% para peETSUMO/hG0S2 y la doble mutante
PETSUMO/hG0S2_R57A-D58A y en geles de poliacrilamida al 17% para
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pET28/hBcl-2 (Figura 2). En la figura 2a se puede observar en el carril 2 una
banda diferencial con un peso de 25.6 kDa que corresponde a la proteina SUMO-
hG0S2, en el carril 2 de la figura 2b se logra observar una banda diferencial con
un peso de 23.3 kDa que corresponde a la proteina hBcl-2 y finalmente, en el carril
3 de la figura 2c se puede observar una banda diferencial con un peso de 25 kDa
gue corresponde a la doble mutante SUMO-hG0S2_R57A-D58A.

a) b) kDa ™M 1 2 <) kba ™ 1 2 3

23.3 kDa 23k03

25.6 kDa

IPTG [1ImM] - + IPTG [ImM] = *: IPTG [1mM] . * +

Figura 2. Expresion de las proteinas pETSUMO/hG0S2, pET28/hBcl-2 y de la
doble mutante pETSUMO/hG0S2_R57A-D58A.

a) Gel de poliacrilamida 15% de la expresion de la proteina SUMO-hG0S2, donde
M: marcador; 1: tiempo antes de inducir la expresion; 2: 18 hrs después de inducir
la expresion a 28°C. b) Gel de poliacrilamida 17% de la expresion de la proteina
hBcl-2, donde M: marcador; 1: tiempo antes de inducir la expresion; 2: 18 hrs
después de inducir la expresiéon a 16°C. c) Gel de poliacrilamida 15% de la
expresion de la doble mutante SUMO-hG0S2_R57A-D58A, donde M: marcador; 1:
tiempo antes de inducir la expresion; 2: 18 hrs después de inducir la expresion a

28°C; 3: 18 hrs después de inducir la expresion a 28°C.

b. Purificacion de las proteinas pETSUMO/hG0S2, pET28/hBcl-2 y de la
doble mutante pETSUMO/hG0S2_R57A-D58A.

En la cromatografia de afinidad por iones metalicos inmovilizados (IMAC) se utiliza

la afinidad diferencial que algunos grupos funcionales tienen en la superficie de las

proteinas por los iones metalicos inmovilizados para realizar su separacion. Esta

afinidad diferencial se debe a los enlaces covalentes coordinados que se forman

entre los iones metalicos inmovilizados y las cadenas laterales de aminoacidos
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situados en la superficie de las proteinas (Arnold 1991; Chaga 2001). Algunos
aminoacidos como la histidina tienen en sus cadenas laterales atomos donadores
de electrones, mientras que los iones metalicos como el Ni2* presentan uno o
varios centros de coordinaciébn accesibles; el ion metalico se encuentra
complejado por la presencia de un agente quelante que lo inmoviliza, estabiliza y
permite su interaccion (Arnold 1991). El acido nitrilotriacético (NTA) es un agente
guelante mejorado para la purificacion de proteinas recombinantes modificadas
genéticamente para generar polipéptidos con extensidbn de oligohistidina
(etiquetados con His); la introduccion de este acido representé la aplicacion mas
importante en la cromatografia IMAC (Block et al. 2009).

De esta manera, se produce el enlace covalente coordinado en el que las cadenas
laterales donadoras de electrones presentes en los aminoacidos comparten sus
electrones con el ion metalico inmovilizado. Las proteinas enlazadas a los metales
guelados eluyen utilizado bases de Lewis, como el imidazol, este se asemeja a la
cadena lateral de la histidina que compite con las proteinas etiquetadas con His y
las desplaza de la columna (Arnold 1991; Ueda et al. 2003).

Otro punto importante es el pH ya que la adsorcion de las proteinas se lleva a
cabo a un pH donde los grupos donantes de electrones presentes en la superficie
de la proteina estén parcialmente protonados. En general, se sabe que un
intervalo de pH de 6 a 8 favorece la retencién de proteinas mediante sus histidinas
y cisteinas superficiales, y que cuando el valor del pH se encuentra por encima de
8 se favorece la coordinacion con grupos amino, lo que disminuye la selectividad
(Ueda et al. 2003; Wong et al. 1991).

El proceso de purificacion comenzé con la cromatografia de afinidad a niquel de
las proteinas SUMO-hG0S2, hBcl-2 y la doble mutante SUMO-hG0S2_R57A-
D58A. Estas son proteinas de fusion que contienen en su extremo N-terminal una
etigueta de histidinas (6xHis) que se une de manera eficiente a la columna de
Agarosa Ni-NTA y esto permite que se eliminen una gran cantidad de proteinas
contaminantes en esta primera etapa de purificacion (Figura 3). Para la elucion de
cada proteina se realizaron lavados con un gradiente creciente de imidazol. Las
fracciones eluidas de cada proteina se recolectaron y analizaron por electroforesis

en geles de poliacrilamida al 15% y 17% (Figura 3a, 3b y 3c). En el gel de
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poliacrilamida al 15% observamos que la proteina SUMO-hG0S2 comienza a eluir
desde la primera fraccion de 50mM de imidazol, pero la concentracion de la
proteina es mayor en la primera y segunda fraccion de 250mM de imidazol (Figura
3a). Por otro lado, en el gel de poliacrilamida al 17% de las fracciones
recolectadas de la proteina hBcl-2 observamos que la proteina comienza a eluir en
la primera fraccion de 50mM de imidazol, sin embargo, la concentracion de la
proteina es mucho mayor a partir de la primera fraccién de 250mM de imidazol
(Figura 3b). Finalmente, en el gel de poliacrilamida al 15% de las fracciones
recolectadas de la doble mutante SUMO-hG0S2_R57A-D58A observamos que
comienza a eluir desde la primera fraccion de 250mM de imidazol, pero la mayor
concentracion de proteina eluye a partir de la tercera fraccibn de 250mM de
imidazol (Figura 3c).

11.12: 13 b) kDaPM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

8 910

a) kbaPM 1 2 3 4 56 7

25-

15—

Imidazol [mM]

Imidazol [mM]

Figura 3. Purificacion por Ni-NTA de las proteinas SUMO-hG0S2, hBcl-2 y de
la doble mutante SUMO-hG0S2_R57A-D58A.

a) Gel de poliacrilamida 15% de la purificacion de SUMO-hG0S2 por
cromatografia de afinidad a niquel, donde PM: marcador; 1. sobrenadante del
extracto celular; 2: proteina no unida; 3 y 4: elucion con 10 mM de imidazol; 5, 6 y
7: elucién con 50 mM de imidazol; 8, 9 y 10: elucidon con 250 mM de imidazol; 11,
12 y 13: elucién con 500 mM de imidazol. b) Gel de poliacrilamida 17% de la
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purificacion de hBcl-2 por cromatografia de afinidad a niquel, donde PM:
marcador; 1: sobrenadante del extracto celular; 2: proteina no unida; 3 y 4: elucién
con 10 mM de imidazol; 5, 6 y 7: elucion con 50 mM de imidazol; 8, 9 y 10: elucién
con 250 mM de imidazol; 11, 12 y 13: elucién con 500 mM de imidazol. c) Gel de
poliacrilamida 15% de la purificacion de la doble mutante SUMO-hG0S2_R57A-
D58A por cromatografia de afinidad a niquel, donde PM: marcador; 1:
sobrenadante del extracto celular; 2: proteina no unida; 3 y 4: elucion con 10 mM
de imidazol; 5, 6 y 7: elucién con 50 mM de imidazol; 8, 9 y 10: elucién con 250

mM de imidazol; 11, 12 y 13: elucién con 500 mM de imidazol.

Las fracciones enriquecidas en la proteina SUMO-hGO0S2 se trataron con la
proteasa PPS para eliminar la etiqueta de histidinas y posteriormente se desalaron
en una columna PD-10. La muestra desalada se concentré por microfiltracion en
un concentrador de 3 kDa, obteniendo un rendimiento de 0.27 mg de proteina/L de
cultivo. Este mismo procedimiento se siguié con la proteina hBcl-2 donde después
de someterla a digestion con PPS, se desald y se concentrd por microfiltracion en
un concentrador de 10 kDa, obteniendo un rendimiento de 19.71 mg de proteina/L
de cultivo. La doble mutante hG0S2_R57A-D58A no se cortd con PPS por lo que
el peso estimado en filtraciébn en gel corresponde a la proteina de fusion SUMO-
G0S2_R57A-D58A, las fracciones donde eluyd mayormente la proteina se
juntaron y concentraron por microfiltracion en un concentrador de 3 kDa,
obteniendo un rendimiento de 1.86 mg de proteina/L de cultivo.

La cromatografia de exclusion por tamafio o exclusion molecular (SEC) es el
proceso de separacion de moléculas en funcion de su tamafio cuando una
solucion fluye a través de una cama de empaquetamiento porosa (Kostanski et al.
2004). Idealmente, la separacion por tamafios se consigue por permeacion
diferencial de los poros. (Kostanski et al. 2004). El tiempo de retencion depende
de la capacidad de cada proteina para acceder a los poros de la matriz. Las
moléculas grandes permanecen en el volumen externo a las microesferas, ya que
no pueden entrar en los poros. El trayecto de flujo resultante es mas corto, por lo
gue atraviesan la columna con relativa rapidez y emergen antes. Las moléculas

pequefias que pueden acceder al liquido dentro de los poros de las microesferas
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se retienen durante mas tiempo y, por lo tanto, pasan mas lentamente a través de
la columna (Cutler 2004). La SEC se suele utilizar al final de un esquema de
purificacion cuando el numero de impurezas es bajo y la proteina objetivo se ha
purificado y concentrado mediante pasos cromatogréaficos previos.

Para los ensayos purificacion por cromatografia de exclusibn molecular, las
muestras previamente concentradas de cada proteina se filtraron por separado en
una membrana de 0.22 um, para ser inyectadas en la columna Superdex75 10/300
(GE Healthcare Life Sciences) usando el equipo FPLC AKTA. Los cromatogramas
obtenidos de la purificacion por cromatografia de exclusion molecular se
analizaron mediante el software UNICORN (Figura 4). La figura 4a muestra el
cromatograma de la proteina SUMO-hG0S2 y vemos que la proteina eluye en un
volumen de retenciéon de 15 ml, se tomaron muestras desde el volumen de
retencion 13 ml al 17 ml y mediante una electroforesis de poliacrilamida al 15%
(Figura 4b) pudimos comprobar que efectivamente la proteina se encontraba ahi
con un peso de 11.3 kDa con un rendimiento de 0736 mg/ml. En la figura 4b se
observa el cromatograma obtenido de la proteina hBcl-2 y vemos que esta eluye
en un volumen de retencion de 12 ml, se tomaron muestras desde el volumen de
retencion 11 ml al 14 ml y mediante una electroforesis de poliacrilamida al 17%
(Figura 4d) pudimos comprobar que efectivamente la proteina se encontraba ahi
con un peso de 23.3 kDa con un rendimiento de 2.4 mg/ml. Para el caso del
cromatograma la doble mutante SUMO/hG0S2_R57A-D58A (Figura e) podemos
observar que eluye en un solo pico con un volumen de retencion de 14 ml, se
tomaron muestras desde el volumen de retencion 11 ml al 17 ml y mediante una
electroforesis de poliacrilamida al 15% (Figura 4f) pudimos comprobar que
efectivamente la proteina se encontraba ahi con un peso de 25 kDa con un

rendimiento de 0.508 mg/ml.
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Figura 4. Purificacion por exclusion molecular de las proteinas hG0S2, hBcl-
2y de ladoble mutante SUMO-hG0S2_R57A-D58A.

a) Cromatograma de la purificacion de hG0S2 por exclusion molecular. La proteina
eluye mayormente en el volumen de retencion 15ml. b) Gel de poliacrilamida 15%
de las fracciones obtenidas por exclusibn molecular (inciso a), donde PM:
marcador; 1: volumen de retencion 13 ml; 2: volumen de retencién 14 ml; 3:
volumen de retencion 15 ml; 4: volumen de retencion 16 ml; 5: volumen de
retencion 17 ml, el recuadro rojo sefiala a la proteina hG0S2 que tiene un peso de
11.3 kDa. c) Cromatograma de la purificacion de hBcl-2 por exclusion molecular.
La proteina eluye mayormente en el volumen de retencion 12 ml. d) Gel de
poliacrilamida 17% de las fracciones obtenidas por excusién molecular (inciso c),
PM: marcador; 1: volumen de retencion 11 ml; 2: volumen de retencién 12 ml; 3:
volumen de retencion 13 ml; 4: volumen de retencion 14 ml; el recuadro rojo
sefala a la proteina hBcl-2 que tiene un peso de 23.3kDa. e€) Cromatograma de la
purificacion de la doble mutante SUMO-hG0S2_ R57A-D58A por exclusidon
molecular. La proteina eluye mayormente en el volumen de retencion 14 ml. f) Gel
de poliacrilamida 15% de las fracciones obtenidas por exclusion molecular (inciso
e), donde PM: marcador; 1: volumen de retencion 11 ml; 2: volumen de retencion
12 ml; 3: volumen de retencion 13 ml; 4: volumen de retencion 14 ml; 5: volumen
de retencién 15 ml, 6: volumen de retencion 16 ml, 7: volumen de retencion 17 ml,
el recuadro rojo sefala la doble mutante SUMO-hG0S2_R57A-D58A que tiene un
peso de 25.6 kDa.
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Evaluacion de la interaccion del complejo SUMO-hG0S2/hBcl-2 y del
complejo SUMO-hG0S2_ R57A-D58A/Bcl-2 por cromatografia de exclusién
molecular (SEC).

a. Complejo SUMO-hG0S2/hBcl-2.

Las proteinas hG0S2 y hBcl-2 se volvieron a purificar por separado pero esta vez
sin cortarlas con PPS, por lo que obtuvimos a las proteinas SUMO-hGO0S2 y a
hBcl-2 con la etiqueta 6XHis. El complejo SUMO-hG0S2/hBcl-2 se formé al
mezclar ambas proteinas en una relacion equimolar 1.3:1.0, el complejo se
concentré por microfiltracion en un concentrador vivaspin con una membrana de
retencion de 3 kDa hasta alcanzar una concentracion final de 1.44 mg/ml. La
muestra (1ml) se filtr6 en una membrana de 0.22 um y se inyecté en el equipo
FPLC AKTA con la columna Superdex75 10/300 (GE Healthcare Life Sciences). El
cromatograma obtenido (Figura 5) muestra que el complejo eluye en un volumen
de retencion de 12ml. Las fracciones del pico obtenido en el cromatograma se
analizaron en un gel de poliacrilamida 17%. El gel muestra que podemos purificar
el complejo ya que podemos observar que SUMO-GO0S2 y Bcl-2 eluyen en el
mismo pico.

Se realizaron corridas independientes para la purificacion de SUMO-hG0S2, hBcl-
2 y del complejo SUMO-hG0S2/hBcl-2. La figura 5 muestra cada uno de los
cromatogramas obtenidos de la purificacion por exclusibn molecular donde el color
naranja corresponde al pico de la proteina SUMO-hG0S2, el color azul
corresponde la proteina hBcl-2 y el pico color verde corresponde al complejo
formado de las purificaciones anteriores (Figura 5a). Las fracciones de los
volumenes de retencion de cada una de las proteinas se corrieron en un gel de
poliacrilamida 17% y podemos observar que la proteina SUMO-hG0S2 eluy6 en el
volumen de retencion 15ml y 16ml con un peso de 25.6 kDa, la proteina hBcl-2
eluyé en el volumen de retencion 11ml y 12ml con un peso de 46.6 kDa y el
complejo SUMO-hG0S2/Bcl-2 eluyé en un volumen de retencién 12ml y 13ml con
un peso de 48.9 kDa. Todos estos datos nos llevan a concluir que efectivamente

existe una interaccion fuerte entre las proteinas SUMO-hGO0S2 y hBcl-2.
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Figura 3. Evaluacion de la interaccién del complejo SUMO-hG0S2/Bcl-2.

a) Cromatograma de la purificacion por separado de las proteinas SUMO-hG0S2 y
Bcl-2, en color naranja logramos observar el pico correspondiente a la proteina
SUMO-hG0S2, el pico en color azul corresponde a la proteina Bcl-2, mientras que
el pico color verde corresponde al complejo formado de las purificaciones
anteriores. b) Gel de poliacrilamida 17% de las fracciones obtenidas anteriormente,
donde PM: marcador; 15 y 16: pico de la proteina SUMO-hG0S2; 11 y 12: pico de
la proteina Bcl-2; 12 y 13: pico del complejo SUMO-hG0S2/Bcl-2.

b. Complejo SUMO-hG0S2_R57A-D58A/Bcl-2.
El ensayo de la evaluacion de la interaccion del complejo SUMO-hG0S2_R57A-
D58A/Bcl-2 se realizO6 para comprobar si efectivamente la proteina SUMO-
hG0S2_R57A-D58A inhibia la interaccion con hBcl-2. Las proteinas SUMO-
hG0S2_R57A-D58A y hBcl-2 se volvieron a purificar por separado sin cortarlas
con PPS. ElI complejo SUMO-hG0S2_R57A-D58A/Bcl-2 se formo al mezclar
ambas proteinas en una relaciéon equimolar 1.3:1.0, el complejo se concentré por
microfiltracion en un concentrador vivaspin con una membrana de retencién de 3
kDa hasta alcanzar una concentracion final de 2.03 mg/ml. La muestra (1ml) se
filtr6 en una membrana de 0.22 um y se inyectd en el equipo FPLC AKTA con la
columna Superdex75 10/300 (GE Healthcare Life Sciences). El cromatograma
obtenido (Figura 6) muestra que el complejo eluye en los volimenes de retencion
de 8ml y 9ml. Las fracciones del pico obtenido en el cromatograma se analizaron
en un gel de poliacrilamida 17%. El gel muestra que al purificar el complejo solo se

marca la banda que corresponde para la proteina SUMO-hG0S2_R57A-D58A lo
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gue nos hace pensar que la interaccion podria estar en alglin otro aminoacido de
la regiébn C-terminal de la proteina ya que observamos un solo pico en el
cromatograma.

La figura 6 muestra los cromatogramas obtenidos de la purificacién por exclusion
molecular donde el color morado corresponde al pico de la proteina SUMO-
hG0S2_R57A-D58A, el color azul corresponde la proteina hBcl-2 y el pico color
amarillo corresponde al complejo formado de las purificaciones anteriores (Figura
6a). Las fracciones de los volumenes de retencion de cada una de las proteinas se
corrieron en un gel de poliacrilamida 17% y podemos observar que la proteina
SUMO-hG0S2_R57A-D58A eluyd en el volumen de retencion 16 ml con un peso
de 25.6 kDa, el complejo SUMO-hG0S2_R57A-D58A /Bcl-2 eluy6 en un volumen
de retencién 8 ml y 9 ml con un peso de 48.9 kDa. Para el caso de la proteina
hBcl-2 observamos en el cromatograma que hay un pico en el volumen de
retencion de 11 mly 12 ml que corresponde a esta proteina, pero al momento de
correr el gel notamos que la proteina se habia degrado lo que puede ser una
explicacion de siga habiendo algun tipo de interaccion entre ambas proteinas. Se
deben volver a purificar ambas proteinas y formar el complejo para poder evaluar

esta interaccion.
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Figura 6. Evaluacion de la interaccion del complejo SUMO-hG0S2_R57A-
D58A/Bcl-2.

a) Cromatograma de la purificacion por separado de las proteinas SUMO-
hG0S2_R57A-D58A y Bcl-2, en color morado logramos observar el pico
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correspondiente a la proteina SUMO-hG0S2_R57A-D58A, el pico en color azul
corresponde a la proteina Bcl-2, mientras que el pico color amarillo corresponde al
complejo formado de las purificaciones anteriores. b) Gel de poliacrilamida 17% de
las fracciones obtenidas anteriormente, donde PM: marcador; 16: pico de la
proteina SUMO-hG0S2_R57A-D58A; 8 y 9: pico del complejo SUMO-
hG0S2_R57A-D58A/Bcl-2.

Pruebas de cristalizacién del complejo SUMO-hG0S2/Bcl-2.

Una proteina sélo permanece en solucion hasta una determinada concentracion,
cuando se alcanza esta concentracion limite, la solucion deja de ser homogénea y
aparece un nuevo estado o fase. Este fendmeno constituye la base de todos los
experimentos de cristalizacion de proteinas. Al cambiar las condiciones de la
solucion, se intenta superar el limite de solubilidad de la proteina para producir
cristales (Asherie 2004). Las fracciones del complejo formado anteriormente, se
volvieron a concentrar en un concentrador vivaspin con una membrana de
retencion de 3kDa para después ultrafiltrar la muestra con una membrana
AmiconUltra-0.5 (Millipore). Se logré alcanzar una concentracion de 4.50 mg/ml
del complejo en un volumen de 124 ul, se montaron gotas 1:1 (0.9 ul proteina y
0.9 ul precipitante) usando la técnica de cristalizacion por difusion de vapor en
gota sentada con placas de 98 pocillos. El volumen en el pozo del precipitante fue
de 50 ul y el volumen de la gota de cristalizacion fue de 2 ul. Se exploraron 89
condiciones de cristalizacion del kit de cristalizacion Crystal Screen | y 1l de
Hampton Research. La placa se sell6 e incub6 a 16°C. El experimento de
cristalizacibn se monitoreé periédicamente en el microscopio estereoscoépico y
logramos observar que el 48% de las condiciones presentan un precipitado. Hasta
la fecha no hemos obtenido ningun cristal por lo cual se deben de probar mas
condiciones y aumentar la concentracion de 4.50 mg/ml del complejo SUMO-

hG0S2/Bcl-2 y volver a montar pruebas de cristalizacion.

Ensayos de dispersion dinamica de luz (DLS).

La DLS es una técnica usada para determinacion de la distribucion de tamafos de

particulas o macromoléculas en suspensiéon (Foord et al. 1970). Cuando la luz
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laser alcanza las particulas que hay en una suspension, se dispersa en todas las
direcciones y se miden las fluctuaciones en la intensidad de la luz dispersada por
las particulas presentes en el soluto. Estas fluctuaciones son el resultado de la
dispersion coherente de las particulas en movimiento browniano. Este método se
utiliza para evaluar la probabilidad de cristalizaciéon de proteinas, asi como para
detectar la formacion de un complejo proteico (Proteau 2010). Se ha demostrado
gue la relacion entre la monodispersidad de la solucion proteica y la probabilidad
de obtener cristales es una condicién necesaria pero insuficiente para el éxito en
la cristalizacion. Por lo tanto, aunque no se puede considerar que un buen
comportamiento en DLS garantice el éxito de la cristalizacion, si se debe tener en
cuenta como herramienta para evaluar la cristalizacion y, lo que es mas importante,
como herramienta para mejorar el comportamiento de las proteinas en solucion
modificando las condiciones y examinando el efecto de diversos aditivos. (Niesen
et al. 2008; Price et al. 2009; Proteau 2010).

Los ensayos de DLS se realizaron para comprobar que las proteinas purificadas
fueran monodispersas y que se encontraran como mondémero en el caso de las
construcciones de SUMO-hG0S2 y la doble mutante SUMO-hG0S2_R57A-D58A,
como dimero en el caso de hBcl-2 y la presencia de un complejo 1:1 de SUMO-
hG0S2/hBcl-2 y del complejo SUMO-hG0S2_R57A-D58A/Bcl-2. Puesto que estas
caracteristicas favorecen la cristalizacion. Estos ensayos se realizaron en el
equipo Zetasizer APS (Malvern Instruments). Para cada proteina se tomaron 80 pl
de volumen final de reaccion, y se corrieron por separado donde la proteina
SUMO-hGO0S2, la doble mutante SUMO-hG0S2_R57A-D58A y los complejos
SUMO-hG0S2/hBcl-2 y SUMO-hG0S2_R57A-D58A/Bcl-2 tenian una
concentracion de 1 mg/ml mientras que hBcl-2 tenia una concentracion final de 0.5
mg/ml, cada muestra se incubé en el amortiguador 20 mM Tris pH8, 300 mM NacCl,
0.5mM EDTA y 1mM DTT. El equipo fue programado para que realizara un
correlograma con 12 lecturas por muestra cada 20 minutos durante dos horas a
una temperatura de 25°C.

Los resultados que obtuvimos fueron los siguientes (Figura 7): la proteina SUMO-
hG0S2 tiene una masa monodispersa 22.77 + 18.24 kDa (Figura 7a). El
homodimero de la proteina Bcl-2 presenta una masa monodispersa de 45.6 +
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1.457 kDa (Figura 7b). La doble mutante presenta una masa monodispersa de
28.718 + 3.60 kDa (Figura 7c). El complejo SUMO-hG0S2/hBcl-2 presenta una
masa monodispersa con un peso molecular de 34.39 + 1.045 kDa, el cual es muy
cercano a la masa tedrica (Figura 7d). ElI complejo SUMO-hG0S2_ R57A-
D58A/hBcl-2 tiene un peso molecular 37.27 £ 1.096 kDa, pero presenta una masa

polidispersa (Figura 7e).
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Figura 7. Experimentos de DLS de las proteinas SUMO-hG0S2, hBcl-2, la
doble mutante SUMO-hG0S2_R57A-D58A y de los complejos SUMO-
hG0S2/hBcl-2, SUMO-hG0S2_R57A-D58A/Bcl-2.

El ensayo se realizo con el amortiguador 20 mM Tris pH8, 300 mM NaCl, 0.5mM
EDTA y 1mM DTT; con una concentracion final de SUMO-hG0S2 de 1mg/ml,
0.5mg/ml de hBcl-2, 1 mg/ml de la doble mutante SUMO-hG0S2_R57A-D58A y
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para los complejos SUMO-hG0S2/hBcl-2 y SUMO-hG0S2_R57A-D58A/Bcl-2 de
1mg/ml respectivamente. El eje de las abscisas representa el tamafio del diametro
de la particula en nanémetros y el eje de las ordenadas representa el porcentaje
de volumen de la particula en la mezcla. A partir del tamafio de particula se
calcula el peso aproximado de la particula (kDa). a) Histograma de la proteina
SUMO-hGO0S2 con un peso aproximado de 22.77 + 18.24 kDa. b) Histograma de
Bcl-2 con un peso aproximado de 45.6 = 1.457 kDa. c) Histograma de la doble
mutante SUMO-hG0S2_R57A-D58A con un peso aproximado de 48.718 + 23.60
kDa. d) Histograma del complejo SUMO-hG0S2/hBcl-2 con un peso aproximado
de 34.39 + 1.045 kDa. e) Histograma del complejo SUMO-hG0S2_R57A-
D58A/Bcl-2 con un peso aproximado de 37.27 = 1.096 kDa.
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CONCLUSION

Las proteinas hG0S2 y hBcl-2 fueron expresadas exitosamente y se optimizé la
purificacion de ambas donde se logré obtener un rendimiento 0.736 mg/ml y 2.4
mg/ml respectivamente de produccion total de proteina en 1 L de cultivo. Por otro
lado, se obtuvo la construccion de la proteina SUMO-hG0S2_R57A-D58A en el
vector pET28PPS, se expreso y purifico exitosamente obteniendo un rendimiento
de 0.508 mg/ml de produccion total de proteina en 1L de cultivo. El complejo
SUMO-hG0S2/hBcl-2 se puede purificar por exclusion molecular y eluye en un
solo pico lo que indica que la interaccién entre ambas proteinas es estable. Para el
caso del complejo SUMO-hG0S2_R57A-D58A/hBcl-2 aun logramos ver que eluye
en un solo pico por lo cual se deben ajustar los pardmetros de formacion del
complejo y repetir los ensayos para comprobar que la interaccion entre ambas
proteinas se inhibe parcial o totalmente. Los experimentos de cristalizacion del
complejo SUMO-hG0S2/hBcl-2 a una concentracion final de 4.5 mg/ml con 89
condiciones montadas, no han formado cristales, esto sugiere que hay que evaluar
concentraciones superiores del complejo, asi como expandir la matriz de
condiciones de cristalizacion. Los resultados obtenidos mediante los ensayos de
dispersion dinamica de luz confirman que las proteinas SUMO-hG0S2, hBcl-2,
SUMO-hG0S2_R57A-D58A y el complejo SUMO-hG0S2/Bcl-2 son monodispersas,
también se comprobd que las proteinas SUMO-hG0S2 y SUMO-hG0S2_R57A-
D58A se comportan como mondémero, mientras que Bcl-2 se comporta como

dimero.
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ANEXOS

Transformacién de células competentes:

1. Descongelar las células competentes de -80°C en hielo.

2. Incubar en hielo durante 10 minutos.

3. Agregar 2 ul de DNA purificado y agitar suavemente con la punta de la

micropipeta.

Incubar en hielo 20 minutos.

Dar choque térmico a 42°C por 45 segundos.
Incubar en hielo 2 minutos.

Agregar 500 pul de medio LB

Incubar a 37°C por 1 hora en agitacion (190 rpm)

© ©® N o 0 &

Centrifugar el tubo a 5000 o 6000 rpm por 5 minutos

10. Quitar 450 ul y en los 100 pl restantes resuspender el pellet.

11.Sembrar en cajas con Agar LB con kanamicina.
12.Incubar a 37°C por 16 horas.

Clonacion del gBlock de SUMO-hG0S2_R57A-D58A con enzimas NEB:

NOTA: antes de abrir el gBlock, centrifugarlo con 1 spin y diluir con 50 ul de TE.

Digestion y desfosforilacion:

1. Descongelar el vector pET28PPS en hielo y agitar suavemente.

gBlock [final] pPET28pps
H20 3 H20 11.2
rCutSmart 2 1X rCutSmart 2
10X 10X
gblock 8 80 ng totales ADN 3.8
(10 ng/ul) (35.3 ng/pL)
Ndel 1 20U Ndel 1
20U/ul 20U/uL
Hindlll-HF 1 20U HindllI-HF 1
20U/l 20U/uL
Vi 15 ul AP 1U/uL 1
Tenemos: Vil 20 ul

e 80 ng de gblock en 15 pl (5.3 ng/ul)
e 140 ng de pET28pps en 20 pl (7 ng/ul)

37

[final]
1X
140 ng totales
20U
20U

1U



2. Centrifugar por 1 minutos a 5000 rpm antes de pipetear. Hacer célculos para
poner 140 ng/ul en 20 pl.

3. Incubar por 1 hora a 37°C en el termociclador.

4. Inactivarl a 80°C por 20 minutos en el termociclador. Poner en hielo y
continuar con la ligacion o guardar en congelacion

5. Ligacion:
a. Calcular la concentracion de inserto que se usara para ligar con la siguiente

relacion, donde la concentracion recomendada de vector es de 50 ng, pero

puede variar de 50-100 ng:

ng inserto = ng vector x pb inserto x relacion x relacion-molar inserto:vector

kb vector
nginserto = 50ng PET28 X 710pb X 3 (usar larelacién 3:1)
5400 pb PET28
En este caso se redonde6 a 20 ng de inserto y 50 ng de vector.

6. Preparar reaccion de ligacion. Marcar dos tubos de PCR como positivo y
negativo y pipetear reactivos segun la tabla, afiadir la ligasa al altimo:

Reaccioén de ligacién

Reactivos Positivo Negativo (re-ligado) [Final]
PET28pps AP/Ndel/Hindlll 7.2 ul
[7 ng/ pl] 7.2 ul 50 ng
gBlock Ndel/Hindlll 3.8 ul
[5.3 ng/ wl] NA 20 ng
buffer T4 DNA ligasa
2 ul 2ul 1X
H20 estéril 6 ul 9.8 ul V=20 ul
T4 DNA Ligase NEB 1.0 u 1.0 pl 5U

Agitar muy bien con pipeta

7. Incubar 20 minutos a 25°C o toda la noche a 16°C.

8. Transformar 2 ul de cada muestra en células Top-10 y platear cada una en una
placa separada y rotular usando los mismos nombres de la tabla: positivo
(nombre construccion) y negativo (re-ligado). Evaluar los resultados una vez

gue crezcan las colonias.
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Guardar los 4 tubos con la mezcla de reaccion que no se transformdé en

congelador. Etiquetar con nombre, fecha, iniciales.

Amplificacién de ADN por PCR de colonia
Preparar los tubos eppendorf necesarios para el numero de colonias con 40 pl
de agua estéril o TE.
= Picar colonia y disolverla en los 40 ul. Repetir con cada colonia en un
tubo individual.
= Si son muchas colonias, preparar muestras en pull de 3 colonias. Picar
colonia y disolver en 40 ul, picar otra colonia y disolver en el mismo
tubo, picar otra colonia y disolver en el mismo tubo. Deben ser 3
colonias por tubo.
Incubar 10 minutos a 96°C en el termociclador.
Centrifugar el tubo a 10,000 rpm por 5 minutos.
Usar 2 ul de cada tubo para la reaccion de PCR.
Preparar la "master mix" para amplificacion por PCR, volumen total de reaccion

de 20 ul. Mezclar suavemente. Agregar al ultimo la Taq polimerasa.

1 tubo X6 [final]
10X buffer with MgCl2 2 12 1X
10 mM dNTP mix 0.4 2.4 200 uM
Oligo Forward 10uM 1 6 0.5 uM
Oligo Reverso 10uM 1 6 0.5 uM
plasmido-DNA - - ND
Taq pol 5U/pl 0.2 1.2 1U
H20 134 80.4
Vi 18 108

Rotular los tubos de PCR y uno mas para el control positivo (+).

Dispensar 18 ul del “master mix" en cada tubo de PCR.

Agregar a cada tubo 2 uL de cada muestra de las colonias a cada tubo
correspondiente.

Para el tubo del control positivo poner 2 uL del stock a 100 ng/uL de plasmido

PET28 SUMO-PPS-G0S2 silvestre en TE guardado en congelador. (Preparar

39



un stock de 50 pl del plasmido pET28 SUMO-PPS-GO0S2 silvestre o de
pPET28pps-Clp a una concentracion final de 100 ng/ul en TE, de este stock
poner 2 ul al tubo del control positivo. ElI plasmido stock se guarda en
congelacion para su uso en reacciones posteriores, rotular correctamente y
marcar la concentracion.)

Colocar los tubos PCR que contienen las muestras en el termociclador e iniciar

la PCR con las siguientes condiciones:

Paso inicial 5 mins a 95°C
30 ciclos: 30 segundos a 95°C
30 segundos a 55°C
1 minuto a 72°C
Extension 5 minutos a 72°C
final
016°C

10.Mezclar 5 ul de cada reaccién con 1 ul de buffer de carga y correr las muestras

en un gel de agarosa 1% a 60-65 V.

Purificacion de SUMO-hG0S2

Preparacién de amortiguadores:

Amortiguador de lisis: 50mM Tris pH 8, 300mM NaCl y 10mM imidazol.
Amortiguador de exclusion molecular: 20mM Tris pH 8, 300mM NaCl, 0.5mM
EDTAy 1mM DTT.

Lisis:

1.
2.

Descongelar la biomasa en hielo.

Resuspender la biomasa (de 1 L de cultivo) en 30 ml del amortiguador de lisis,

trabajar en hielo.

Lisar las células por sonicacion:
Sonicar por 7:30 minutos con una amplitud del 50%, longitud del pulso: 15
segundos, longitud de la pausa: 45 segundos durante 30 ciclos. Trabajar en
hielo.

Centrifugar a 12,000 rpm durante 10 minutos a 4°C.

5. Separar el sobrenadante y desechar el pellet formado.

6. Continuar con la purificacion en la columna de afinidad a niquel.
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Columna de afinidad a niquel:

9.
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Equilibrar la comuna de afinidad a niquel con 10 CV del amortiguador de lisis.
Filtrar el sobrenadante con una membrana de 0.45 pum.

Cargar el lisado a la columna.

Recolectar lo no unido.

Lavar la columna con 10 CV del amortiguador de lisis con 10mM de imidazol.
Recolectar el frente.

Eluir con 3 CV del amortiguador de lisis con concentraciones crecientes de
imidazol (50mM, 250mM y 500mM).

Analizar las fracciones recolectadas por electroforesis SDS-PAGE en geles de
poliacrilamida al 15%.

Juntar las fracciones donde la proteina SUMO-hGO0S2 eluye.

Digestién con PPS:

1.

2.

Juntar las fracciones anteriores donde eluy6 la proteina e incubar con 5
unidades de PPS por ml de muestra a 4°C por 16 horas.

Concentrar por microfiltracion en un concentrado de 3 kDa.

Columna de exclusién molecular (Superdex 75 10/300):

1.

Equilibrar la columna Superdex 75 con 3 CV del amortiguador con un flujo de
0.8ml/min.

Inyectar 500 ul de la proteina para realizar la separacion de proteinas con un
flujo de 0.8ml/min en un volumen de elucién de 1.5 CV. Hacer las inyecciones

necesarias si el volumen de la muestra es mayo a 500pl.

3. Recolectar las fracciones

Analizar las fracciones donde la proteina eluye por electroforesis SDS-PAGE

en geles de poliacrilamida 15%.

Purificacion de hBcl-2:

Preparacién de amortiguadores:
Amortiguador de lisis: 40mM Tris pH 8, 100mM NaCl, 1mM DTT, 2.2mM KClI,
Chaps 2%, glicerol 5% y 10mM imidazol.

Amortiguador de exclusion molecular: 20mM Tris pH 8, 300mM NaCl, 0.5mM
EDTAy 1mM DTT.
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Lisis:

Descongelar la biomasa en hielo.
Resuspender la biomasa (de 1 L de cultivo) en 30 ml del amortiguador de lisis,

trabajar en hielo.

3. Lisar las células por sonicacién:

4. Sonicar por 7:30 minutos con una amplitud del 50%, longitud del pulso: 15

5.
6.
7.

segundos, longitud de la pausa: 45 segundos durante 30 ciclos. Trabajar en
hielo.

Centrifugar a 12,000 rpm durante 10 minutos a 4°C.

Separar el sobrenadante y desechar el pellet formado.

Continuar con la purificacion en la columna de afinidad a niquel.

Columna de afinidad a niquel:

1.
2.

N o 0k~

9.

Equilibrar la comuna de afinidad a niquel con 10 CV del amortiguador de lisis.
Filtrar el sobrenadante con una membrana de 0.45 um.

Cargar el lisado a la columna.

Recolectar lo no unido.

Lavar la columna con 10 CV del amortiguador de lisis con 10mM de imidazol.
Recolectar el frente.

Eluir con 3 CV del amortiguador de lisis con concentraciones crecientes de
imidazol (50mM, 250mM y 500mM).

Analizar las fracciones recolectadas por electroforesis SDS-PAGE en geles de
poliacrilamida al 17%.

Juntar las fracciones donde la proteina hBcl-2 eluye.

Digestion con PPS:

1.

2.

Juntar las fracciones anteriores donde eluy6 la proteina e incubar con 5
unidades de PPS por ml de muestra a 4°C por 16 horas.

Concentrar por microfiltracién en un concentrado de 10 kDa.

Columna de exclusion molecular (Superdex 75 10/300):

1.

Equilibrar la columna Superdex 75 con 3 CV del amortiguador con un flujo de

0.8ml/min.

42



Inyectar 500 ul de la proteina para realizar la separacion de proteinas con un
flujo de 0.8ml/min en un volumen de elucién de 1.5 CV. Hacer las inyecciones

necesarias si el volumen de la muestra es mayo a 500pl.

3. Recolectar las fracciones

4. Analizar las fracciones donde la proteina eluye por electroforesis SDS-PAGE

en geles de poliacrilamida 17%.
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