UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

T
0
k,

QALK
NN

PRODUCCION DE PROTEINAS RECOMBINANTES DULCES,
MODIFICADORAS DEL SABOR Y PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS EN
Escherichia coli

POR
MC. JESSICA JUDITH GOMEZ LUGO

Como requisito parcial para obtener el Grado de DOCTORADO EN CIENCIAS
con Orientacién en Microbiologia Aplicada

Mayo, 2024



PRODUCCION DE PROTEINAS RECOMBINANTES DULCES,
MODIFICADORAS DEL SABOR Y PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS EN

Escherichia coli
REVISION DE LA TESIS:

pez=o

/E?F.Cl'rﬁo Zarate Kalféoulos
ASESOR

Dra. Alma Elizabeth Gémez Loredo
COMITE TUTORIAL

7=

Dra. Melissa Marlene Rodriguez Delgado
COMITE TUTORIAL

e

Dr. Jesus A\beﬁW: Trevifio
COMITE TUFORIAL

Q.2

Dra. Maria Elenp Canti Cardenas
SUB-DIRECTORA DE ESTUDIOS DE POSGRADO




PRODUCCION DE PROTEINAS RECOMBINANTES DULCES,
MODIFICADORAS DEL SABOR Y PEPTIDOS ANTIMICROBIANQOS EN
Escherichia coli

APROVACION DE LA TESIS:

caz2esS

. Xristo Zarate Kalfépulos
PRESIDENTE

BTN —

Dra. Alma Elizabeth Gémez Loredo
SECRETARIO

=

Dra. Melissa Marlene Rodriguez Delgado
PRIMER VOCAL

Cotll,

Dr. Néstor Guadalupe Casillas Vega
SEGUNDO VQCAL (EXTERNO)

———
Dr. Sergig/Arturo Galindo Rodriguez
TERCER VOCAL (EXTERNO)

(ot

Dra. Maria Elena (antu Cardenas
SUB-DIRECTORA DE ESTUDIOS DE POSGRADO




TABLA DE CONTENIDO

Capitulo Pagina
CAPITULO ...ttt bbbt en s 16
1. INTRODUCCION ....coouiiiictieieeetceceeteeeetetete ettt eas st ses et teas et et eseaenenns 16
1.1 ENIAces diSUITUO..c.eiiiiiei it ee e s 16
1.2 Proteinas de fUSION .....coui i 18
1.3 Proteinas con enlaces disUlfuro.........ccccovviiiiiiiiniiiiiec e 22
1.3.1 Proteinas dulces y modificadoras del sabor .......cooccccciiiiiiiiieeeeeeeees 22
1.3.2 Péptidos antimicrobianos........cccouviiiiiiiieeiie e 24
1.3.3 ProducCion €N tANAEMS ......ueiiiiiiiiiiieee ettt e e e e e s s sarr e e e e s baeeee s 27
R A [V 4} oF [l o [P PP 29
CAPITULO 2.ttt ettt enes 30
2. ANTECEDENTES...ciii ittt ettt ettt et s e e e s s st e e e s s nsbaae e e e s s nasneaes 30
2.1 Aportacion CieNtifiCa......i e 34
CAPITULO 3....ooeiii ettt ettt s 36
3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS ....ouvvieieeeetieeeeteeeeteeees ettt e s tesseseaess s stessesseesensenenes 36
S R & 11T Y 1Y PP 36
3.2 ODbjJetiVo GENEIAl....uueiiiiiiiiieeieee e a e e e e e 36
3.3 ODbjetivos ESPECITICOS .uuuriiiiiiiiieee e a e 37
CAPITULO 4.ttt tes 38
A, METODOLOGIA ....cooeeeeeteeeceeteteeteteteee et sttt et s et et sens et tese s seeteasesanes 38
4.1 Materiales, reactivos Y €QUIPO .eceeeeieeiie ettt 38
4.2 Metodologia GENEIAl.........uuiiiiiiiiiieiie e 40
4.3 SINTESIS UB GONES ..uviiiiiiiiiiiiie ettt ettt e e s e st e e e e e ssbbaaeeessssabeaeeeesnnns 41
00/ S N o o] [} Tor= Yol FoT a Wo [ [ g =T o o U 41
4.5 Construccion de plasSmMidoS.......ceeeeiieiiiiii e 42
4.5.1 Digestion de los plasmidos pET30a(+) _CusF3H+y pET30a(+)_SmbP ................ 43
N W 1= ol (o] [ 45
4.5.3 Transformacion en E. COli DHSQL .....cooiiiiiiiiiiiiiiiiee et 46
4.5.4 Seleccidn de transformantes y extraccion de ADN plasmidico............ccvvveeeeeen. 46
4.5.5 Confirmacidn de insertos por PCR ... 46
4.6 EXPresion de ProteiNas .........ueeeieiieeieeei e et e e e e e e e e e ee e a7
4.6.1 Transformacidn en E. coli SHUffle T7 @XPress.....cocvueeeeeeeeeeeeeeeeieecccecniveveeneeen, a7
4.6.2 MiICrOBXPIESION ...ttt ettt e e e e e e e e e e ee e ee et e e e e e e eeaaaaaaeeeeessaansssssreeaeneeees 48
4.6.3 Escalamiento de la expresion de proteinas ........ccccceeeeeeeeeieeeieieeeccccceeeeeee, 49
4.7  Purificacion de Proteinas.....ccoccuiieeiiiiiiiiiiee et esiieee e e e aeae e e 49
4.7.1 Lisis celular y obtencidn de clarificados........ccccoiiiiiiiieiiieie e, 49
4.7.2 Purificacién: Cromatografia por Afinidad .........cccovviieieeieeiie e, 50
4.7.3 Didlisis para la remociéon de imidazol y NaCl ..........eeveeeieeiiiiiiiiiecceeeeeee, 50
4.7.4 Cuantificacion de Proteinas ......ccuueeeiiiiiiiiieii it e e 51



4.7.5 REMOCION AE tAg ... ettt e e e e e e e e e e e e e s e e e e e 51

4.7.6 Purificacién: Cromatografia por Intercambio AnidNIico..........cceeeeccninriiiiieneenn. 52
4.8 Evaluacion de 1a actividad.......coeuuiiiiiiiiiiiieec e 52
4.8.1 Actividad DUICE — Brazzein.......cccuuvieeiiiiiiiiiee ettt cesiieee e e eiaae e e e 52
4.8.2 Actividad Modificadora del sabor — Miraculin.......ccccoecviieiiiniiiiieni e 53
4.8.3 Actividad Antimicrobiana — Hepcidin, Scygonadin y Rattusin .............cccvveeeeeee. 53
CAPITULO 5.ttt ettt s 55
D RESULTADOS . ...ttt ettt cttee et e e sttt e e st e e st e e e s tteaeeaaeeeensaeeesnsaeaesnnaeens 55
5.1 SINTESIS UE GENES....uuiiiiiiiiiieeieee e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaaaeaeas 55
o3 A € [ o - ol o] o PP PUPRP 57
5.2.1 Construcciones con las proteinas de fusién CusF3H+, SmbP y PelB_SmbP....... 57
5.2.2 Amplificacion de Miraculin.........cooo e 58
5.2.3 Confirmacidn del inserto miraculin en la construccién CusF3H+_Miraculin .....59
5.2.4 Confirmacidn del inserto Brazzein en la construccion SmbP_Brazzein ............. 60
5.3  EXPresion de Proteinas ...ttt e e e e e e 61
5.3.1 Microexpresion de CusF3H+_ Brazzein y CusF3H+_Miraculin........cccceeeeeeeeennnnn. 61
5.4 Purificacion de Proteinas.......ccuueeeiiiiiiiieeiieniieee et 62
5.4.1 Cromatografia IMAC: CusSF3H+_Brazzein......ccccccceeeeeeiieiieeiccciiiiieeeeeee e, 62
5.4.2 Cromatografia por Intercambio Anidnico: CusF3H+_Brazzein ........ccccceeeevnnneen. 66
5.5 Cuantificacion de Proteinas.......cccceeeiiiiieiiiiiiieee et 68
5.5.1 Cuantificacion de: CUSF3H+_ BrazzeiN.......cccoceeeeeieeieeeiee e e e e e 68
ST (=T 0 g Vool oY Wo 1= I =T - P RSPRRRP 69
5.7 Microexpresion de SMbP_Brazzein .....ccccoceveeieeiieeieee et e e 70
5.8 Purificacion SmbP_Brazzein: IMAC.........cccvuviiiiiiieeieeeee e e e 73
5.9 Digestion con enteroquinasa y remocidn deltag.........ccooecceiiiiiiiiiieeeeeeeeeeenn, 73
5.10 Evaluacion de la actividad........c.ueeeiiiiiiiiieiiiiiiiecc e 77
5.11 Purificacion de proteinas........cceee oo 77
5.11.1  Cromatografia IMAC: CUSF3H+ MCL .....covvrriiiiiiieiiiieeceeereee e, 77
5.12 Solubilizacidn de CUsF3H+ MCL......cccccuiiiiiiiiiieeeee e e 79
5.12.1 Tratamiento con lisozima y lisozima/triton X-100 y lisis celular ................. 79
5.12.2  Tratamiento con NaCl y triton X-100 ........cceeeeeieeeiiiiiiiiciiirreereeee e, 80
5.12.3  Extraccion por congelacion/descongelacién y detergentes iénicos ........... 82
5.13 Expresién de CusF3H+_MCL en E. coli Origami2(DE3).......ccccovveeeeeciirieeeeeennen, 83
5.14 Expresion en NativeFolder™ ... e 84
5.15 Purificacion de SmbP_MCL expresada en Native Folder™ .........coccveveveveeeennnnn. 85
5.15.1  PUrficacion IMAGC.......ccooiiiieeiiieeeiee ettt e st e e e e s e s aae e e eaaee s 86
5.16 Remocion del tag: cromatografia por intercambio aniénico........ccccceeeeeeeeeennnn. 89
5.17 Evaluacion de la actividad de MCL.........ccoviiiiiiiieiiiniiieee e 89
LT 2T 6 [ o - ol o o PP PUPRRRP 90
5.18.1  CusF3H+_Scygonadin, SmbP_Scygonadin y PelB_SmbP_Scygonadin......... 90
5.19 Microexpresion de CusF3H+_Scygonadin, SmbP_Scygonadin y
PelB_SmMbBP_ScygoNadin.......ccoi it e e e e e e e e e e 90
5.20 Expresion y purificacién IMAC: CusF3H+_Scygonadin y SmbP_Scygonadin...... 92



5.21 Digestion con enteroquinasa y remocién del tag: CusF3H+_Scygonadiny

Y 101 o1 STV o o - Yo | 1o 1A PRSPPI 95
5.22 Evaluacién de la actividad de Scygonadin ........ceeeeeeeeiiiiiicccccrereeeeee e, 96
5.23 Clonacidn por tandems: Brazzein3xNG, Rattusin2xNG y Rattusin3xNG............ 97
5.23.1  Sintesis de genes y cloNacion ........cccccvviiiiieiiieeeee e 97
5.23.2  Confirmacion de insertos: construcciones con CusF3H+y SmbP.............. 100
5.24 Microexpresion de tANdemS . ...ttt 105
5.25 Purificacion SmbP_Brazzein3xNGi........ccccoviiiieiiiiiieeeee e e 105
5.25.1  Cromatografia IMAC ... e e e e e 106
5.26 Digestion quimica con hidroxilamina.........cccccevveeiieiiiiiiciccceeee e, 107
5.27 Remocion del tag: cromatografia por intercambio anidnico........ccccceeeeennnn. 109
5.28 Evaluacion de la actividad: Brazzein3xXNG .........ccoeiviviiiiieeiiniiiiieee e eeiieeee e 110
5.29 Clonacidn por tandems con uniones flexibles: Brazzein FLEX, Scygonadin FLEX y
[ =Y o Yol T LT g TN ol I PP PRPR 111
5.29.1  Sintesis de genesy cloNacion ........cccccveieieeieeiiee i 111
5.30 Microexpresion en E. coli SHuffle de proteinas FLEX.........ccccoovvviiiierieeeeeeennnnnn. 114

5.30.1 CusF3H+_Brazzein FLEX, SmbP_Brazzein FLEX, PelB_SmbP_Brazzein FLEX115
5.30.2  CusF3H+_Scygonadin FLEX, SmbP_Scygonadin FLEX, PelB_SmbP_Scygonadin

BB et ettt ettt e e e et e e e e e e b— et e e e e e b —aa e e e e eaabttaee e e e abraaeeeennaraaes 116
5.30.3  CusF3H+_Hepcidin FLEX, SmbP_Hepcidin FLEX, PelB_SmbP_Hepcidin FLEX119
5.31 Expresion y purificaciones de proteinas FLEX: IMAC.........cccoovviiveeeeeeeeeeeeeennn. 119
5.31.1  CusF3H+_Brazzein FLEX y SmbP_Brazzein FLEX........cccccooviririrrieeeeeeeennnnn. 119
5.31.2  CusF3H+_Hepcidin FLEX y SmbP_Hepcidin FLEX........ccccccoirirrrrrieeeeeeeennn. 121
5.31.3  CusF3H+_Scygonadin FLEX y SmbP_Scygonadin FLEX ........cccccveeeeeeeennnn. 122
5.32 Digestion con enteroquinasa y remocidon deltag. .......ccccceevniiiiiiiiiieeeeeeeeeen, 125
5.32.1  CusF3H+_Brazzein FLEX y SmbP_Brazzein FLEX........cccccovviiirirerieeeeeeennnnn. 125
5.32.2  SMbP_Hepcidin FLEX....ciiiiiiiiiieeiiiee ettt 127
5.32.3  CusF3H+_Scygonadin FLEX y SmbP_Scygonadin FLEX ........cccccveeeeeeennnnnn. 128
5.33 Evaluacién de la actividad de Scygonadin FLEX ...........cooocciiiiiiiiiierieeeeee e, 130
CAPITULO 6.ttt sttt b et 133
6. DISCUSION DE RESULTADOS.......c.ooveveuiieereeeeeteteeeeteseseeesesesesessesesessesssessesssenens 133
CAPITULO 7.ttt 146
7. CONCLUSIONES.....ciii ittt e s e s e e e e s s sbre e e e s s sabaaaeeessnnnns 146
CAPITULO 8.ttt sttt 149
8. PERSPECTIVAS ...ttt ettt ettt e e e s st e e e s s sba e e e e s s sabbaaeeesnnnnns 149
Referencias Bibliograficas............ccoeeviiiiiiiiiiii 150



LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Secuencia de nucledtidos y aminodcidos que codifican para la proteina de fusién

OIT ] T o RO 20
Tabla 2. Secuencia de nucledtidos y aminodcidos que codifican para la proteina de fusién
Y 110] o] = TP RTPPRTPR 21
Tabla 3. Secuencia de nucledtidos y aminodcidos que codifican para la proteina de fusién
SmbP con el péptido sefial PelB (PeIB_SMDBP) ........cccuvvieriieeiiieceeeeee e 22
Tabla 4. Oligonucledtidos usados para la amplificacion de Miraculin............ccccccveeeennnen.. 41
Tabla 5. Componentes y condiciones para la amplificacion de Miraculin..............c............ 42
Tabla 6. Lista de CONSLIUCCIONES .......veiiieiiiieeeiiiee ettt et e e e e e tbe e e e e ar e e e e eanaeeas 43
Tabla 7. Componentes y condiciones para la digestidn de los plasmidos
PET30a(+)_CusF3H+y PET30a(+) _SMDBP ..ceviiiiieeee e 44
Tabla 8. Componentes y condiciones para la digestion del inserto .........cccccceeeeeveeeeenneenn. 44
Tabla 9. Componentes y condiciones para la ligacion ..........cccocovveeeeiiiieiicciie e, 45
Tabla 10. Componentes y condiciones para la confirmacion de insertos ..........ccccccceueeee. 47
Tabla 11. Secuencia de nucledtidos y aminoacidos que codifican para Brazzein ............... 55
Tabla 12. Secuencia de nucledtidos y aminoacidos que codifican para Miraculin.............. 56
Tabla 13. Secuencia de nucledtidos y aminoacidos que codifican para scygonadin........... 57
Tabla 14. Datos de la curva de calibracion para la cuantificacion de ..........ccccceevveeeennnenn. 68
Tabla 15. Condiciones del tratamiento para CusF3H+_MCL con triton X-100 y NaCl. ........ 82
Tabla 16. Muestras de microexpresion a diferentes condiciones de
PelB_SmbP_Scygonadin, CusF3H+_Scygonadin y SmbP_Scygonadin. ........................ 91
Tabla 17. Secuencia de nucledtidos y aminoacidos que codifican para Brazzein3xNG....... 98
Tabla 18. Secuencia de nucledtidos y aminoacidos que codifican para Rattusin2xNG....... 99
Tabla 19. Secuencia de nucledtidos y aminoacidos que codifican para Rattusin3xNG....... 99
Tabla 20. Tratamientos de expresién en E. coli SHuffle y lisis celular para las proteinas
SmbP_Brazzein3xNG, SmbP_Rattusin2xNG y SmbP_Rattusin3xNG..............ccee.... 103
Tabla 21. Tratamientos de expresion en E. coli Origami2(DE3) v lisis celular para las
proteinas SmbP_Brazzein3xNG, SmbP_Rattusin2xNG y SmbP_Rattusin3xNG. ........ 104

Tabla 22. Secuencia de nucledtidos y aminoacidos que codifican para Brazzein FLEX..... 112
Tabla 23. Secuencia de nucledtidos y aminoacidos que codifican para Scygonadin FLEX 113
Tabla 24. Secuencia de nucledtidos y aminoacidos que codifican para Hepcidin FLEX .... 114
Tabla 25. Muestras de microexpresion a diferentes condiciones de PelB_SmbP_Brazzein
FLEX, CusF3H+_Brazzein FLEX y SmbP_Brazzein FLEX. .........ccccoeeeevveeeeeciieeeeeireeeens 116
Tabla 26. Muestras de microexpresion a diferentes condiciones de
PelB_SmbP_Scygonadin FLEX, CusF3H+_Scygonadin FLEX y SmbP_Scygonadin FLEX.

.................................................................................................................................... 117
Tabla 27. Muestras de microexpresion a diferentes condiciones de PelB_SmbP_Hepcidin

FLEX, CusF3H+_Hepcidin FLEX y SmbP_Hepcidin FLEX. .........cccovviiiieiiiiieeeieee e 118
Tabla 28. Resumen de resultados reportados en el proyecto...........ccccevvcvveveeieeeeeiecnnnnee. 131



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Formacién de enlaces disulfuro en el periplasma de Escherichia coli. Berkmen

(2002) ettt et e et e e eeen e eee e e et eneneeeeeernen. 17
Figura 2. Estructura secundaria de CusF. PDBE (2018) .......cceccuuiirieeeciiieee et 19
Figura 3. Estructura secundaria de SmbP. PDBE (2020)......cccccvuuiireeeeiiiiieeeeeeieeeeeeeeeineeee e 21
Figura 4. Estructura secundaria de Brazzein. PDBE (2018). ....ccceeveeeecivieeee e 23
Figura 5. Estructura secundaria de Miraculin. PDBE (2018) .......ceveeeeiiiiiieeeeeccieeeeeeeeieeeenen. 24
Figura 6. Estructura secundaria de Rattusin. PDBE (2018) ........ccceeeeeiivieeeeeecieeeee e 25
Figura 7. Estructura secundaria de Hepcidin. PDBE (2018) ......ccceveeeeeivieeeeeeeieeeee e, 26
Figura 8. Estructura secundaria de Scygonadin. Biozentrum (2020) ........ccceeeiveeeeeeecnrennnn. 27

Figura 9. Representaciéon de las construcciones utilizando el pldsmido pET30a(+). La
proteina de fusién ya sea CusF3H+, SmbP o PelB_SmbP se clonaron entre los sitios de
restriccion Ndel (naranja) y Kpnl (verde). El sitio de reconocimiento de la
enteroquinasa se encuentra después de la proteina de fusidn y antes de la proteina de
interés. Las proteinas de interés se clonaron entre los sitios de restriccion Ncol (azul) y
D e Te Y (o1 1<) RO 58

Figura 10. Amplificacién de Miraculin en gel de agarosa al 0.7%. El carril 1 muestra el
marcador de peso molecular, en el carril 2 se muestra un control negativo con enzima
sin ADN molde, en el carril 3 el control negativo sin enzima con ADN molde y en el carril
4 se encuentra la amplificacidon de Miraculin (573 Pb)....cceeeeiiiiieiieciieee e, 59

Figura 11. Productos de la PCR para la confirmacién de la construccién CusF3H+_Miraculin
en gel de agarosa al 0.7%. Carril 1: marcador de peso molecular, Carriles 2-4: ADNs
plasmidicos analizados, carril 5: control negativo con enzima sin ADN molde y carril 6:
control negativo sin enzima con ADN MOIde..........uuviieieeiieeiiiiiiececreeeeee e, 60

Figura 12. Productos de la PCR para la confirmacién de la construccion SmbP_Brazzein (653
pb) en gel de agarosa al 0.7%. Carril 1: marcador de peso molecular, carriles 2 y 3:
ADNS plasmidicos analizados. ..........euuieiiieieeeiee e e e 61

Figura 13. Expresiones en pequefia escala para CusF3H+_ Brazzein (17.09 kDa) vy
CusF3H+_Miraculin (32.07 kDa) mediante SDS-PAGE al 15%. Carril 1: marcador de peso
molecular, carril 2: fraccidn soluble E. coli SHuffle T7 express, carril 3: fraccidén insoluble
E. coliSHuffle T7 express, carril 4: fraccion soluble CusF3H+, carril 5y 7: fraccion soluble
de CusF3H+_Brazzein, carril 6 y 8: fraccion insoluble de CusF3H+_Brazzein, carril 9 y
11: fraccién soluble CusF3H+_ Miraculin y carril 10 y 12: fraccidn insoluble de
CUSF3H+ _IMIraCUIIN. . e e e e e e e e e e e e e e e e e eaaaaaaeens 62

Figura 14. Cromatograma de purificacion por afinidad a Ni(ll) para CusF3H+_Brazzein.
Solucién amortiguadora de lisis y lavado: 50 mM Tris, 500 mM NaCl, solucién
amortiguadora de elucién: 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 200 mM imidazol pH 8. El pico
de elucidn se obtuvo a los 69.658 mL de elucién con una absorbancia de 728.343 mAu.



Figura 15. Analisis de fracciones de elucién de CusF3H+_Brazzein (17.09 kDa) mediante SDS-
PAGE 15%. Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: lisado, carril 3: percolado,
carril 4: lavado, carriles 5-15: fracciones de eluCion. ........cuuueeeiiiiiiviieeiiceeeeee e, 64

Figura 16. Cromatograma de purificacion por afinidad a Ni(ll) para CusF3H+_Brazzein.
Solucién amortiguadora de lisis: 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 5 mM imidazol, solucién
amortiguadora de lavado: 50mM Tris, 500mM NaCl, 10mM imidazol y solucién
amortiguadora de elucién: 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 200 mM imidazol pH 8. El pico
de elucion se obtuvo a los 70 mL de elucidon con una absorbancia de 1011.621 mAu.

Figura 17. Analisis de fracciones de elucién de CusF3H+_Brazzein (17.09 kDa) mediante SDS-
PAGE 15%. Carriles 1 y 16: marcador de peso molecular, carril 2: lisado, carril 3:
percolado, carriles 4 y 5: lavados, carriles 6-26: fracciones de elucién. ...................... 66

Figura 18. Cromatograma de purificacion por Intercambio Anidnico con gradiente de
elucién para CusF3H+_ Brazzein. Pico de elucién 1: 76.294 mL, con concentracién de
125 mM NaCl (12.5%) y absorbancia de 577.092 mAu. Pico de elucién 2: 156.486 mL
con concentracién de 1 M NaCl (100%) y absorbancia de 85.511 mAwu. ..................... 67

Figura 19. Analisis de fracciones de elucién de CusF3H+_Brazzein (17.09 kDa) mediante SDS-
PAGE 15%. Carriles 1, 18 y 34: marcador de peso molecular, carriles: 2-17, 19-33 y 35
fracciones de IUCION. ......uiiiii i e s st e e e e 68

Figura 20. Curva de calibracion de BSA para la cuantificacién de CusF3H+_Brazzein......... 69

Figura 21. Analisis de digestion a 25°C con la enzima enteroquinasa para CusF3H+_Brazzein
mediante SDS-PAGE 18%. Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2:
CusF3H+_Brazzein sin digerir, carril 3: 2 horas de digestién, carril 4: 4 horas de
digestion, carril 5: 6 horas de digestidon y carril 6: 24 horas de digestién.................... 70

Figura 22. Expresiones en pequeiia escala para SmbP_Brazzein (16.8 kDa) mediante SDS-
PAGE al 15%. Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: fraccidén soluble E. coli
SHuffle T7 express, carril 3: fraccidn insoluble E. coli SHuffle T7 express, carriles 4, 6 y
8: fraccidn soluble SmbP_Brazzein, carril 5, 7 y 9: fraccion insoluble de SmbP_Brazzein.

Figura 23. Cromatograma de purificacion por afinidad a Ni(ll) para SmbP_Brazzein con
gradiente de elucidn. Solucidon amortiguadora de lisis: 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 5 mM
imidazol, solucién amortiguadora de lavado: 50mM Tris, 500mM NaCl, 10mM imidazol
y soluciéon amortiguadora de elucién: 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 200 mM imidazol pH
8. El pico de elucién mas alto se obtuvo a los 73.9 mL de elucidén con una absorbancia
0E 264.81.621 MAU.c..uuiiieiiiieeeiee e ecttee e e etee e ettt e e e stte e e s taeeeeabeeesssaeeessseesssseeessaeeesnsseens 72

Figura 24. Andlisis de fracciones de elucién de SmbP_Brazzein (16.8 kDa) mediante SDS-
PAGE 15%. Carriles 1 y 11: marcador de peso molecular, carril 2: lisado, carril 3:
percolado, carriles 4: lavado 5-10 y 12-20: fracciones de elucion........cccccceeeeeeenennnens 73

Figura 25. Cromatograma de purificacién por exclusiéon por tamafio de SmbP y Brazzein
después de digestién con enteroquinasa. El pico 3 eluyé alos 19.27 mLy el pico 4 a los
P4 015 3 o o SRS 74

Figura 26. Analisis de fracciones de elucidn por exclusion por tamafio de SmbP (9.8 kDa) y
Brazzein (6.37 kDa) mediante SDS-PAGE 16%. Carril 1: marcador de peso molecular,



carril 2: SmbP_Brazzein después de digestién con enteroquinasa, carriles 3 y 4:
fracciones de elucidon de SmbP y carriles 5-7: fracciones de elucién de Brazzein. ...... 75
Figura 27. Cromatograma de purificacidn por intercambio anidnico para SmbP + Brazzein
después de digerir con enteroquinasa. Buffer de equilibrio: 50mM Tris, pH 8, y buffer
de elucion: 50mM Tris, 1M NaCl, pH 8. El pico de elucidn de brazzein se obtuvo a los
42.54 mL de elucién con una absorbancia de 52.67 mAu y una concentracién de 312
MM & NACI (31.2%). weeeeereeeeiieeeeiiieeeeee e ettt e e stee e e st e e e et e e esstaeesssaaeeesnbaeessnsaeesnssaeeenns 76
Figura 28. Analisis de fracciones de elucién de la separacion de SmbP (9.8 kDa) + Brazzein
(6.37 kDa) por IA mediante SDS-PAGE 15%. Carriles 1 y 16: marcador de peso
molecular, carril 2: Digestion de SmbP_Brazzein con enteroquinasa, carriles 12-20:
fracciones de elucién de Brazzein, carriles 23-30: fracciones de elucion de SmbP. ....77
Figura 29. Cromatograma de purificacién por afinidad a Ni (Il) para CusF3H+_MCL. Solucién
amortiguadora de lisis y lavado: 50 mM Tris, 500 mM NaCl, solucién amortiguadora de
elucién: 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 200 mM imidazol pH 8. El pico de elucidn se obtuvo
alos 74.40 mL de elucién con una absorbancia de 604.09 MAU ........ccccvvveeeeeeeeeeennnnn. 78
Figura 30. Analisis de fracciones de elucién de CusF3H+_MCL (32.07 kDa) mediante SDS-
PAGE 15%. Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: lisado, carril 3: percolado,
carril 4: lavado, carriles 5-15: fracciones de eluCion. ........cuuueeeiiiiiiiiiiiiiiieeee e, 79
Figura 31. Andlisis de fracciones del tratamiento con lisozima, lisozima/triton vy lisis celular
para CusF3H+_MCL (32.07 kDa) por SDS-PAGE 15%. Carril 1: marcador de peso
molecular, carril 2: clarificado del tratamiento con lisozima, carril 3: residuo celular del
tratamiento con lisozima, carril 4: clarificado del tratamiento con lisozima después de
la lisis celular, carril 5: residuo celular del tratamiento con lisozima después de la lisis
celular, carril 7: clarificado del tratamiento con lisozima y triton, carril 8: residuo celular
del tratamiento con lisozima y triton, carril 9: clarificado del tratamiento con lisozima,
lisis celular y triton, carril 10: residuo celular del tratamiento con lisozima, lisis celular
1Y 1 1 o o FO PP PPUPPPPPPIN 80
Figura 32. Analisis de fracciones del tratamiento con NaCl/Triton X-100 para CusF3H+_MCL
(32.07 kDa) por SDS-PAGE 15%. Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2:
clarificado después de la lisis celular, carril 3: clarificado del tratamiento con 50 mM
Tris, 1M NaCl, carril 4: residuo celular del tratamiento con 50 mM Tris, 1M NacCl, carril
5: clarificado del tratamiento con 50 mM Tris, 1M NaCl, 1% triton X-100, carril 6:
residuo celular del tratamiento con 50 mM Tris, 1M NaCl, 1% triton X-100, carril 7:
clarificado del tratamiento con 50 mM Tris, 1M NaCl, 1.8% triton X-100, carril 8: residuo
celular del tratamiento con 50 mM Tris, 1M NaCl, 1.8% triton X-100, carril 9: clarificado
del tratamiento con 50 mM Tris, 1M NaCl, 2.1% triton X-100, carril 10: residuo celular
del tratamiento con 50 mM Tris, 1M NaCl, 2.1% triton X-100, carril 11: clarificado del
tratamiento con 50 mM Tris, 1M NaCl, 2.1% triton X-100 por toda la noche, carril 12:
residuo celular del tratamiento con 50 mM Tris, 1M NacCl, 2.1% triton X-100 por toda
=T g Yo Yol o TP UPPUPRPR 81
Figura 33. Andlisis de fracciones del tratamiento por congelacién/descongelacion vy
detergentes idnicos a 4°C. Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: 0.1% CHAPS
lhora, carril 3: 0.1% CHAPS 24 horas, carril 4: 0.3% sarcosil 1 hora, carril 5: 0.3%
sarcosil 24 horas, carril 6: 1 mM BME 1 hora, carril 7: 1mM BME 24 horas, carril 8:0.1%
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CHAPS + 0.3% sarcosil 1hora, carril 9: 0.1% CHAPS + 0.3% sarcosil 24 horas, carril 10:
0.1% CHAPS + 1 mM BME 1 hora, carril 11: 0.1% CHAPS + 1 mM BME 24 horas, carril
12:0.3% sarcosil + 1 mM BME 1 hora, carril 13: 0.3 sarcosil + 1 mM BME 24 horas, carril
14: 0.1% CHAPS + 0.3% sarcosil + 1 mM BME 1 hora, carril 15: 0.1% CHAPS + 0.3%
SArcoSil + 1 MM BIME 24 NOTaS. ..cciiiiiiiiiieeiiiiiiiee e eeiiieee ettt e e irae e e s s sibae e e e s s nssees 83
Figura 34. Purificacién de CusF3H+_MCL (32.07 kDa) expresada en Origami2(DE3) mediante
SDS-PAGE al 12%. Carril 1: Marcador de peso molecular, carril 2: Clarificado, carril 3:
Restos celulares después de lisis con perlas de vidrio y lisozima, carril 4: percolado,
carril 5: fraccion de lavado, carril 6-10: fracciones de elucién de CusF3H+_ MCL........ 84
Figura 35. Andlisis de microexpresion de SMbP_MCL(31.72 kDa) y CusF3H+_MCL (32.07
kDa) en medio Native Folder mediante SDS-PAGE 15%. Carril 2: marcador de peso
molecular, carril 3: SmbP_MCL antes de la induccién con calentamiento a 95°C, carril
4: SmbP_MCL después de la induccidn con calentamiento a 95°C, carril 5:
CusF3H+_MCL antes de la induccidon con calentamiento a 95°C, carril 6: CusF3H+_MCL
después de la induccion con calentamiento a 95°C, carril 8: SmbP_MCL después de la
induccidn por lisis con perlas de vidrio, carril 9: CusF3H+_MCL después de la induccidn
por lisis con perlas de Vidrio. ..o e e 85
Figura 36. Cromatograma de purificacién por afinidad a Ni(ll) para SmbP_MCL expresada en
Native Folder. Solucién amortiguadora de lisis y lavado: 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 5
mM imidazol, pH 8 y solucién amortiguadora de eluciéon: 50 mM Tris, 500 mM NaCl,
200 mM imidazol, pH 8. El pico de elucién se obtuvo a los 59.28 mL de elucién con una
absorbancCia de 191.73 MAU. ..uuiiiiiiiiieee e e e s s s e e e s s s sbbae e e e s s sareees 86
Figura 37. Analisis de fracciones de elucién de SmbP_MCL (31.72 kDa) expresada en Native
Folder mediante SDS-PAGE 15%. Carriles 1y 11: marcador de peso molecular, carril 2:
lisado, carril 3: percolado, carril 4: lavado, carriles 5-10 y 12-20: fracciones de elucidn.

Figura 38. Cromatograma de purificacion por intercambio anidnico para SmbP + MCL
después de digerir con enteroquinasa. Buffer de equilibrio: 50mM Tris, pH 8, y buffer
de elucion: 50mM Tris, 1M NaCl, pH 8. El pico 1 se obtuvo a los 45.18 mL de elucién
con una absorbancia de 54.38 mAu y una concentracion de 256 mM de NaCl (25.6%).
El pico 2 se obtuvo a los 47.38 mL de elucién con una absorbancia de 64.22 mAu y una
concentracion de 311 mM de NacCl (31.1%). El pico 3 se obtuvo a los 48.64 mL de
elucién con una absorbancia de 77.64 mAu y una concentraciéon de 343 mM de NacCl
(34.3%). El pico 4 se obtuvo a los 51.04 mL de elucién con una absorbancia de 73.81
mAuU y una concentracion de 403 mM de NaCl (40.3%). ....oeeeeeeciieieeeeeciiieeeeeeeceeene, 88

Figura 39. Andlisis de fracciones de elucidn de la separaciéon de SmbP (9.8 kDa) + MCL (21.35
kDa) por IA mediante SDS-PAGE 15%. Carriles 1 y 16: marcador de peso molecular,
carril 2: SmbP_MCL sin digerir, carril 3: Digestion de SmbP_MCL con enteroquinasa,
carriles 12-15: fracciones de eluciéon de MCL, carriles 17-25: fracciones de elucion de
MCL + SmbP y carriles 26-30: fracciones de elucién de SmbP_MCL............................ 89

Figura 40. Microexpresién a diferentes condiciones de PelB_SmbP_Scygonadin (21.1 kDa),
CusF3H+_Scygonadin (21.4 kDa) y SmbP_Scygonadin (21.1 kDa). Carril 1: F- Hiper. E.
coli BL21(DE3), carril 2: F. hipo E. coli BL21(DE3), carril 3: F. Hiper
PelB_SmbP_Scygonadin, carril 4: F. Hipo. PelB_SmbP_Scygonadin, carril 5: marcador
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de peso molecular, carril 6: control negativo E. coli Shuffle T7 express a 17 °C /16
horas/0.1 mM IPTG, carril 7: CusF3H+_Scygonadin, carril 8: SmbP_Scygonadin, carril 9:
control negativo E. coli Shuffle T7 express a 37 °C /16 horas/0.1 mM IPTG, carril 10:
CusF3H+_Scygonadin y carril 11: SmbP_Scygonadin. .......ccccceeeeiieciciiiiiiieeeeeeee e, 91
Figura 41. Andlisis de fracciones de purificacion IMAC de CusF3H+_Scygonadin (21.4 kDa)
por SDS-PAGE 12%. Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: lisado/clarificado,
carril 3: percolado/fraccidon no unida, carriles 4 — 7: fracciones de lavado con 50 mM
Tris, 500 mM NaCl, pH 8.05, carriles 8 — 15: fracciones de elucién de
(OIU T 3] o B Yot V7= Lo Yo T Lo I o SRR 93
Figura 42. Analisis de fracciones de purificacién IMAC de SmbP_Scygonadin (21.1 kDa) por
SDS-PAGE 12%. Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: lisado/clarificado, carril
3: percolado/fraccidén no unida, carriles 4 y 5: fracciones de lavado con 50 mM Tris, 500
mM NacCl, pH 8.05, carriles 6 — 15: fracciones de elucién de SmbP_Scygonadin. ....... 94
Figura 43. Reaccion con enteroquinasa (EK) para la remocién del tag de
CusF3H+_Scygonadin (21.4). Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2:
CusF3H+_Scygonadin (21.4 kDa) sin digerir, carril 3: CusF3H+ (10.15 kDa) + Scygonadin
(11.27 kDa) después de la digestion con enteroquinasa, carril 4: percolado/fraccion no
unida, carriles 5 — 7: fracciones de lavado, carriles 8 — 10: fracciones de elucién....... 95
Figura 44. Reaccion con enteroquinasa (EK) para la remocion del tag de SmbP_Scygonadin
(21.1 kDa). Carril 1: SmbP_Scygonadin (21.1 kDa) sin digerir, carril 2: SmbP (9.8 kDa) +
Scygonadin (11.27 kDa) después de la digestidon con enteroquinasa, carril 3: marcador
de peso molecular, carril 4: percolado/fraccidon no unida, carriles 5 — 7: fracciones de
lavado, carriles 8 — 10: fracciones de elUCiON. .......ceeiiiiiiiieiiiiiieeee e 96
Figura 45. Analisis de restriccidn con Ncol y Xhol para la confirmacién de las construcciones
en tandem con CusF3H+ en gel de agarosa al 0.7%. Carril 1: marcador de peso
molecular, carril 2: CusF3H+_Brazzein3xNG (495 pb), carril 3: CusF3H+_Rattusin2xNG
(198 pb) y carrill 4: CusF3H+_Rattusin3xNG (297 pb)...cccccveiieeieciieeeeeeeeee e, 100
Figura 46. Productos de PCR para la confirmacién de las construcciones en tandem con
SmbP en gel de agarosa al 0.7%. Carril 1: marcador de peso molecular, carriles 2, 3y
4: SmbP_Brazzein3xNG (989 pb), carriles 5, 6 y 7: SmbP_Rattusin3xNG (791 pb),
carriles 8,9 y 10: SmbP_Rattusin2xNG (692 pb). ...ccccuvriieeeiiiiiiiee e 101
Figura 47. Microexpresion en E. coli SHuffle de tandems con CusF3H+ por SDS-PAGE 15%.
Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: control negativo de E. coli SHuffle, carril
3: control positivo de CusF3H+_STOP (10.15), carril 4: CusF3H+_Brazzein3xNG (30.31
kDa), carril 5: CusF3H+_Rattusin2xNG (18.34 kDa), carril 5: CusF3H+_Rattusin3xNG
[0 (B - ) R PR 102
Figura 48. Andlisis de expresién de los tdndems SmbP_Brazzein3xNG (30.02 kDa),
SmbP_Rattusin 2xNG (18.05 kDa) y SmbP_Rattusin3xNG (21.86 kDa) en E. coli SHuffle
por SDS-PAGE 15%. Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: control negativo E.
coli SHuffle, carriles 3, 4, 5 y 6: SmbP_Brazzein3xNG, carriles: 7, 8 9 y 10:
SmbP_Rattusin2xNG, carriles 11, 12, 13 y 14: SmbP_Rattusin3xNG.............ccceveeeeeen. 103
Figura 49. Andlisis de expresién de los tdndems SmbP_Brazzein3xNG (30.02 kDa),
SmbP_Rattusin2xNG (18.05 kDa) y SmbP_Rattusin3xNG (21.86 kDa) en E. coli
Origami2(DE3) por SDS-PAGE 15%. Carril 2: marcador de peso molecular, carril 3:
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control positivo SmbP_STOP (9.8 kDa), carriles 4, 5, 6 y 7: SmbP_Brazzein3xNG,
carriles: 8, 9, 10 y 11: SmbP_Rattusin2xNG, carriles 12, 13, 14 vy 15:
SMDBP_RAttUSINIXNG. ...t re e e e e e e e e e e e e e e e nee e e e eeeeeeeeas 105
Figura 50. Cromatograma de purificacion por afinidad a Ni(ll) para SmbP_Brazzein_NG3X
con gradiente de elucién. Solucién amortiguadora de lisis: 50 mM Tris, 500 mM NacCl,
5 mM imidazol, solucién amortiguadora de lavado: 50mM Tris, 500mM NaCl, 10mM
imidazol y soluciéon amortiguadora de elucién: 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 200 mM
imidazol pH 8. El pico de elucidn mas alto se obtuvo a los 77.7 mL de elucién con una
absorbancia de 132.09 MAUL. ...uuiiiiiiiiieiee ettt e s e e e s sbaae e e s s s saaaeeeessnaes 106
Figura 51. Andlisis de fracciones de elucion de SmbP_Brazzein3xNG (30.02 kDa) mediante
SDS-PAGE 15%. Carriles 1y 17: marcador de peso molecular, carril 2: clarificado, carril
3: percolado, carril 4: lavado, carriles 5-16 y 18-30: fracciones de elucion............... 107
Figura 52. Andlisis de digestién con hidroxilamina a 1M y 2M para SmbP_Brazzein3xNG
(30.02 kDa) mediante Tricina-SDS-PAGE 15%. Carril 1: marcador de peso molecular,
carril 2: SmbP_Brazzein3xNG sin digerir, carriles 3-8: digestion con 1 M NH;OH a 1, 2,
3,4, 17 y 20 horas de reacciodn, carriles 9-14: digestion con 1 M NH,OH a 1, 2, 3, 4, 17
Y 20 horas de rEaCCION. ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e s e aaneraeaeeeeeeas 108
Figura 53. Cromatograma de purificacion por intercambio anidnico para SmbP +
Brazzein3xNG después de digerir con enteroquinasa. Buffer de equilibrio: 50mM Tris,
pH 8, y buffer de elucién: 50mM Tris, 1M NaCl, pH 8. El pico 1 se obtuvo a los 43.89 mL
de elucién con una absorbancia de 67.94 mAu y una concentracion de 224 mM de NaCl
(22.4%). El pico 2 se obtuvo a los 45.23 mL de elucién con una absorbancia de 56.97
mAuU y una concentracién de 258 mM de NaCl (25.8%). El pico 3 se obtuvo a los 49.24
mL de elucién con una absorbancia de 115.34 mAu y una concentracién de 358 mM de
NACT (35.8%).ceeeuvreeeeiuieeeeiirieeeiteee ettt eesteeeesbeeeessteeessaseeeessbaeesassaeeessseeeensseeesansaeesnseeens 109
Figura 54. Andlisis de fracciones de elucion de la separacién de SmbP (9.8 kDa) +
brazzein3xNG (19.58 kDa) por IA mediante SDS-PAGE 15%. Carriles 1 y 17: marcador
de peso molecular, carriles 2-15: fracciones de elucién de brazzein3xNG, carriles 18-
26: fracciones de elucién de brazzein3xNG + SmbP + quimera, carril 27:
SmbP_Brazzein3xNG sin digerir, carriles 28, 29 y 30: digestién de SmbP_Brazzein3XNG
con enteroquinasa a las 16, 20 y 22 horas de reaccidn respectivamente. ................ 110
Figura 55. Microexpresion a diferentes condiciones de PelB_SmbP_Brazzein FLEX (31.4
kDa), CusF3H+_Brazzein FLEX (31.68 kDa) y SmbP_Brazzein FLEX (31.4 kDa). Carril 1:
marcador de peso molecular, carril 2: control negativo E. coli SHuffle a 17 °C /16
horas/0.1 mM IPTG, carril 3: CusF3H+_Brazzein FLEX, carril 4: SmbP_Brazzein FLEX,
carril 5: control negativo E. coli SHuffle a 37 °C /16 horas/0.1 mM IPTG, carril 6:
CusF3H+_Brazzein FLEX, carril 7: SmbP_Brazzein FLEX, carril 11: marcador de peso
molecular, carril 12: F. Hiper. E. coli BL21(DE3), carril 13: F. Hipo E. coli BL21(DE3), carril
14: F. Hiper PelB_SmbP_Scygonadin FLEX, carril 15: F. Hipo PelB_SmbP_Brazzein FLEX.

Figura 56. Microexpresion a diferentes condiciones de PelB_SmbP_Scygonadin FLEX (33.9
kDa), CusF3H+_Scygonadin FLEX (34.19 kDa) y SmbP_Scygonadin FLEX (33.9 kDa).
Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: control negativo E. coli SHuffle a 17 °C
/16 horas/0.1 mM IPTG, carril 3: CusF3H+_Scygonadin FLEX, carril 4: SmbP_Scygonadin
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FLEX, carril 5: control negativo E. coli SHuffle a 37 °C /16 horas/0.1 mM IPTG, carril 6:
CusF3H+_Scygonadin FLEX, carril 7: SmbP_Scygonadin FLEX, carril 8: F. Hiper. E. coli
BL21(DE3), carril 9: F. Hipo E. coli BL21(DE3), carril 10: F. Hiper PelB_SmbP_Scygonadin
FLEX, carril 11: F. Hipo PelB_SmbP_Scygonadin FLEX..........ccccooumrimmrieiieeeeeeieeiecns 117
Figura 57. Microexpresién a diferentes condiciones de PelB_SmbP_Hepcidin FLEX (20.68
kDa), CusF3H+_Hepcidin FLEX (20.97 kDa) y SmbP_Hepcidin FLEX (20.68 kDa). Carril 1:
marcador de peso molecular, carril 2: control negativo E. coli SHuffle a 17 °C /16
horas/0.1 mM IPTG, carril 3: CusF3H+_Hepcidin FLEX, carril 4: SmbP_Hepcidin FLEX,
carril 5: control negativo E. coli SHuffle a 37 °C /16 horas/0.1 mM IPTG, carril 6:
CusF3H+_Hepcidin FLEX, carril 7: SmbP_Hepcidin FLEX, carril 8: marcador de peso
molecular, carril 9: F. Hiper. E. coli BL21(DE3), carril 10: F. Hipo E. coli BL21(DE3), carril
11: F. Hiper PelB_SmbP_Hepcidin FLEX, carril 12: F. Hipo PelB_SmbP_Hepcidin FLEX.

Figura 58. Analisis de fracciones de purificacion IMAC de CusF3H+_Brazzein FLEX (31.68
kDa) por SDS-PAGE 12%. Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2:
lisado/clarificado, carril 3: percolado/fraccidon no unida, carriles 4 — 5: fracciones de
lavado con 50 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 8.05, carriles 6 — 15: fracciones de elucién de
CUSF3H+_Brazzein FLEX. ...ttt e et s e e e e aan e s e e e e aaa s 120

Figura 59. Analisis de fracciones de purificacién IMAC de SmbP_Brazzein FLEX (31.4 kDa)
por SDS-PAGE 12%. Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: lisado/clarificado,
carril 3: percolado/fraccidn no unida, carriles 4 y 5: fracciones de lavado con 50 mM
Tris, 500 mM NaCl, pH 8.05, carriles 6 — 15: fracciones de elucion de SmbP_Brazzein

Figura 60. Anadlisis de fracciones de purificacion IMAC de CusF3H+_Hepcidin FLEX (20.97
kDa) por SDS-PAGE 12%. Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2:
lisado/clarificado, carril 3: percolado/fracciéon no unida, carriles 4 — 7: fracciones de
lavado con 50 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 8.05, carriles 8 — 15: fracciones de elucién de
CUSF3H+_HePCidin FLEX. ...t e ettt ee e e e e e e e e e e e e e s e sa e e e e eeeeas 121

Figura 61. Analisis de fracciones de purificacién IMAC de SmbP_Hepcidin FLEX (20.68 kDa)
por SDS-PAGE 12%. Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: lisado/clarificado,
carril 3: percolado/fraccidn no unida, carriles 4 y 5: fracciones de lavado con 50 mM
Tris, 500 mM NaCl, pH 8.05, carriles 6 — 15: fracciones de elucién de SmbP_Hepcidin

Figura 62. Andlisis de fracciones de purificacién IMAC de CusF3H+_Scygonadin FLEX (34.19
kDa) por SDS-PAGE 12%. Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2:
lisado/clarificado, carril 3: percolado/fracciéon no unida, carriles 4 — 7: fracciones de
lavado con 50 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 8.05, carriles 8 — 15: fracciones de elucién de
CusF3H+_Scygonadin FLEX. .......uuiiiiiiiiieeiiee ettt e e e e e e e e re e e e e 123

Figura 63. Analisis de fracciones de purificacién IMAC de SmbP_Scygonadin FLEX (33.9 kDa)
por SDS-PAGE 12%. Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: lisado/clarificado,
carril 3: percolado/fraccidn no unida, carriles 4 y 5: fracciones de lavado con 50 mM
Tris, 500 mM NaCl, pH 8.05, carriles 6 — 15: fracciones de elucion de SmbP_Scygonadin
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Figura 65. Reaccion con enteroquinasa (EK) para la remocion del tag de CusF3H+_Brazzein
FLEX (31.68 kDa). Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: CusF3H+_Brazzein
FLEX (31.68 kDa) sin digerir, carril 3: CusF3H+ (10.15 kDa) + Brazzein FLEX (20.96 kDa)
después de la digestién con enteroquinasa, carril 4: percolado/fraccién no unida,
carriles 5 — 7: fracciones de lavado, carriles 8 — 10: fracciones de elucién................ 126

Figura 66. Reaccién con enteroquinasa (EK) para la remocién del tag de SmbP_Brazzein FLEX
(31.4 kDa). Carril 1: SmbP_Brazzein FLEX (31.4 kDa) sin digerir, carril 2: SmbP (9.8 kDa)
+ Brazzein FLEX (20.96 kDa) después de la digestiéon con enteroquinasa, carril 3:
marcador de peso molecular, carril 4: percolado/fraccion no unida, carriles 5 — 7:
fracciones de lavado, carriles 8 — 10: fracciones de elucion. .......ccceeevvvvvveeeeieiiinnnnnn.. 127

Figura 67. Reaccion con enteroquinasa (EK) para la remocion del tag de SmbP_Hepcidin
FLEX (20.68 kDa). Carril 1: SmbP_Hepcidin FLEX (20.68 kDa) sin digerir, carril 2: SmbP
(9.8 kDa) + Hepcidin FLEX (10.24 kDa) después de la digestién con enteroquinasa, carril
3: marcador de peso molecular, carril 4: percolado/fraccién no unida, carriles 5 — 7:
fracciones de lavado, carriles 8 — 10: fracciones de elucion. .......ccceeeevvvvvieeeieieinnnnnn.. 128

Figura 68. Reaccion con enteroquinasa (EK) para la remocién del tag de
CusF3H+_Scygonadin FLEX (34.19). Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2:
CusF3H+_Brazzein FLEX (34.19 kDa) sin digerir, carril 3: CusF3H+ (10.15 kDa) +
Scygonadin FLEX (23.47 kDa) después de la digestion con enteroquinasa, carril 4:
percolado/fraccion no unida, carriles 5 — 7: fracciones de lavado, carriles 8 — 10:
fracciones de elUCION. ... e e 129

Figura 69. Reaccion con enteroquinasa (EK) para la remocion del tag de SmbP_Scygonadin
FLEX (33.9 kDa). Carril 1: SmbP_Scygonadin (33.9 kDa) sin digerir, carril 2: SmbP (9.8
kDa) + Scygonadin (23.47 kDa) después de la digestion con enteroquinasa, carril 3:
marcador de peso molecular, carril 4: percolado/fraccion no unida, carriles 5 — 7:
fracciones de lavado, carriles 8 — 10: fracciones de elucion. ........cceeeevevevveeeiiiiinnnnnn.. 130

15



CAPITULO 1

1. INTRODUCCION

1.1Enlaces disulfuro

Uno de los problemas mas comunes en la produccién de proteinas recombinantes
incluye el mal plegamiento de estas, sobre todo en aquellas que contienen residuos de
cisteina y forman puentes disulfuro [1]. Los enlaces disulfuro son una de las
modificaciones post-traduccionales mas comunes en proteinas. Estos se forman
mediante la oxidacién de grupos sulfhidrilo entre dos cadenas laterales de cisteina
dando como resultado un enlace covalente, aumentando considerablemente la

estabilidad de una proteina [2].

Alrededor de un tercio de todas las proteinas humanas se pliegan en el reticulo
endoplasmico (ER) y es ahi donde adquieren los puentes disulfuro [3]. En bacterias, la
formacidn de estos enlaces se lleva a cabo en el periplasma, esto debido a que el espacio
peripldsmico es un compartimiento oxidante que almacena las enzimas encargadas de
la formacién del enlace disulfuro y de su isomerizacién, asi como chaperonas y enzimas
de plegamiento [4]. Sin embargo, el periplasma de Escherichia coli no estd adaptado

para producir altos rendimientos de proteinas con multiples enlaces disulfuro [5].

En bacterias, el citoplasma es el espacio celular en donde se sintetizan las proteinas,
no obstante, carece de los componentes que catalizan la formacién de los enlaces
disulfuro. Ademads, cuenta con sistemas activos que resultan en la reduccién de enlaces

disulfuro, como lo son las vias de la enzima glutation reductasa y tiorredoxina reductasa
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[6]. Debido a la presencia de estas vias, se cree que la produccidon de proteinas que
contienen enlaces disulfuro es imposible en el citoplasma de la mayoria de los
procariotas de tipo silvestre como E. coli. Cuando se expresan tales proteinas son
incapaces de alcanzar su conformacién nativa y cominmente forman agregados
insolubles conocidos como cuerpos de inclusién. Aunque tales cuerpos de inclusién
pueden ser purificados y replegados, seria util tener un sistema para la produccién a

gran escala de proteinas que contienen enlaces disulfuro en el citoplasma de E. coli [6].

En E. coli la formacion de enlaces disulfuro en el periplasma es catalizada por la
enzima DsbA, la cual es una oxidasa que detecta y oxida los residuos de cisteina al entrar
al periplasma (Figura 1). Sin embargo, aquellas proteinas con enlaces disulfuro no
consecutivos requieren de la presencia de la enzima disulfuro isomerasa para corregir
el acomodo de los enlaces disulfuro dentro de la proteina que no ha sido plegada

correctamente. En E. coli, dicha disulfuro isomerasa se conoce como DsbC [5].
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Figura 1. Formacién de enlaces disulfuro en el periplasma de Escherichia coli. Berkmen (2012)
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Para eludir el problema asociado con la produccién de formacién de enlaces
disulfuro en el citoplasma de E. coli una variedad de cepas modificadas han sido
producidas. Estas cepas que evolucionaron a partir de estudios sobre la fisiologia de E.
coli tienen una interrupcién total o parcial de una o ambas vias implicadas en asegurar
gue el citoplasma sea un ambiente reductor y ademas cuentan con la enzima disulfuro
isomerasa DsbC que se encarga de la formacion y el correcto plegamiento de los enlaces
disulfuro [5]. Un ejemplo de este tipo de cepas modificadas es el sistema SHuffle de New

England Biolabs [5].

Aunque los sistemas de expresién eucariotas tales como las células de ovario de
hamster chino (CHO), levaduras, hongos, plantas o insectos ofrecen la capacidad de
expresar proteinas complejas unidas a multiples enlaces disulfuro, estos sistemas son
lentos y costosos. Para la mayoria de las aplicaciones, la expresidn procaridtica sigue
siendo el sistema de expresidn mas atractivo debido a su costo relativamente bajo, alta
velocidad, facilidad de uso, altos rendimientos y la disponibilidad de un gran nimero de
herramientas genéticas con fines de optimizacion, por lo tanto, Escherichia coli es la

opcién mas popular para la produccidn de proteinas recombinantes [5].

Una vez resuelto el problema de cédmo se puede lograr la expresion y el correcto
plegamiento de proteinas recombinantes con enlaces disulfuro en el citoplasma de E.
coli, la purificacion de estas proteinas recombinantes pudiera ser dificil, es por eso que
se buscan nuevas opciones para mejorar la solubilidad y la eficiencia en la purificacidn;

es aqui donde surgen las proteinas de fusion.

1.2 Proteinas de fusion

Las proteinas de fusién son péptidos cortos, dominios de proteinas o proteinas
enteras que se fusionan a nivel genético para que las proteinas exdgenas producidas

por la célula tengan las propiedades bioquimicas de la etiqueta de fusién afiadida. Las
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proteinas de fusion por lo regular tienen la capacidad de unirse a un ligando especifico
sirviendo como etiquetas de afinidad que permiten una purificacién rapida de proteinas
recombinantes por medio de cromatografia por afinidad. Ya han sido reportadas
diferentes proteinas de fusion como la proteina de unién a la maltosa (MBP), la glutatién
S-transferasa (GST) y tiorredoxina (Trx). Sin embargo, dado que estas proteinas de
fusidn no son universalmente aplicables, es importante continuar buscando alternativas

gue puedan servir para optimizar la produccidn de proteinas de interés [7].

CusF (Figura 2) es una proteina peripldsmica que forma parte del complejo CusCBFA
y que juega un papel importante en la resistencia de E. coli ante la presencia de altos
niveles de cobre y plata. CusF es una proteina pequefia de aproximadamente 9.9 kDa y

forma una estructura de barril [7].

Figura 2. Estructura secundaria de CusF. PDBE (2018)

CusF ha demostrado caracteristicas importantes que le permiten actuar como una
proteina de fusién, por ejemplo: su alta solubilidad, su bajo peso molecular y su
capacidad de unién a Cu(ll). Sin embargo, una de las desventajas de CusF al purificar por
medio de IMAC con Cu(ll) es la presencia de mas impurezas [8]. Tomando en cuenta lo
anterior, CusF ha sido modificada mediante la adicién de tres histidinas en el extremo
N-terminal con el objetivo de utilizar su capacidad de unién a Ni(ll) en vez de Cu(ll),
facilitar la remocidon de esta etiqueta de afinidad, aumentar la solubilidad y el

rendimiento final. Dicha proteina ha recibido el nombre de CusF3H+ [8]. En la Tabla 1 se
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puede apreciar la secuencia de nucledtidos y de aminoacidos que codifican para esta

proteina de fusion.

Tabla 1. Secuencia de nucleétidos y aminoacidos que codifican para la proteina de
fusion CusF3H+

Secuencia de nucledtidos y aminodacidos que codifican para la proteina de fusion
CusF3H+

ATG CAC CAC CAC CAT CAT CAT GAA ACC ATG AGC GAA GCA CAA CCA
M H H H H H H E T M S E A Q P 15
CAG GTT ATT AGC GCC ACT GGC GTG GTA AAG GGT ATC GAT CTG GAA
AGC AAA AAA ATC ACC ATC CAT CAC GAT CCG ATT GCT GCC GTG AAC
TGG CCG GAG ATG ACC ATG CGC TTT ACC ATC ACC CCG CAG ACG AAA

ATG AGT GAA ATT AAA ACC GGC GAC AAA GTG GCG TTT AAT TTT GTC

CAG CAG GGC AAC CTT TCT TTA TTA CAG GAT ATT AAA GTC AGC CAG

SmbP (Small metal-binding protein) es una proteina peripldsmica de la bacteria
Nitrosomonas europaea; es un monémero de 93 aminodcidos con un peso de 9.9 kDa
[9]. SmbP ha sido considerada como una proteina de fusion ya que posee la capacidad
de unirse a diferentes iones divalentes como el Ni, Cuy Zn. Ademas, al igual que CusF y
CusF3H+ presenta una alta solubilidad y su peso molecular pequefio le permite obtener
altos rendimientos una vez que ha sido removida [10]. En la Tabla 2 se pueden observar
las secuencias de nucleétidos y aminodcidos que la conforman y en la Figura 3 se puede

observar su estructura.
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Figura 3. Estructura secundaria de SmbP. PDBE (2020)

Tabla 2. Secuencia de nucleétidos y aminoacidos que codifican para la proteina de
fusion SmbP

Secuencia de nucledtidos y aminodacidos que codifican para la proteina de fusion
SmbP

ATG AGC GGC CAC ACC GCG CAC GTG GAC GAG GCG GTT AAG CAC GCG

M S G H T A H \ D E A \ K H A 15

GAG GAA GCG GTT GCG CAC GGT AAA GAA GGC CAC ACC GAT CAG CTG

CTG GAG CAC GCG AAG GAA AGC CTG ACC CAT GCG AAA GCG GCG AGC

GAA GCG GGT GGC AAC ACC CAT GTG GGT CAC GGC ATC AAG CAC CTG

GAA GAT GCG ATT AAA CAC GGC GAG GAA GGC CAC GTG GGT GTT GCG

ACC AAG CAC GCG CAA GAG GCG ATC GAA CAC CTG CGT GCG AGC GAG

CAC AAA AGC CAC

Asi mismo SmbP posee una secuencia sefial o péptido sefial en su extremo N-
terminal conocido como PelB [11]. PelB permite la exportacidon de las proteinas del
citoplasma al periplasma por medio de la via Sec lo que permite las proteinas terminen
su plegamiento en este compartimento [11]. Tomando en cuenta lo anterior se ha

utilizado la proteina de fusién SmbP junto con su péptido senal PelB (PelB_SmbP) en
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aquellas proteinas que requieren modificaciones post-traduccionales como los puentes
disulfuro [12]. La Tabla 3 muestra la secuencia de nucleétidos y aminoacidos que
codifican para PelB_SmbP. En negritas se resaltan los aminoacidos que comprenden al

péptido seiial PelB.

Tabla 3. Secuencia de nucleétidos y aminoacidos que codifican para la proteina de
fusion SmbP con el péptido senal PelB (PelB_SmbP)

Secuencia de nucledtidos y aminoacidos que codifican para la proteina de fusién SmbP
con el péptido sefial PelB (PelB_SmbP)

ATG AAA  TAC CTG CTG CCG ACC GCT GCT GCT GGT CTG CTG CTG CTG
M K Y L L P T A A A G L L L L 15
GCT GCT  CAG CCG GCT  ATG GCT AGC  GGC CAC ACC GCG CAC GTG GAC
A A Q P A M A S G H T A H \Y D 30

GAG  GCG GTT  AAG CAC GCG GAG GAA GCG GTT  GCG CAC GGT  AAA  GAA

GGC CAC ACC GAT  CAG CTG CTG GAG CAC  GCG  AAG GAA  AGC CTG ACC

CAT GCG AAA  GCG GCG  AGC GAA  GCG GGT GGC  AAC ACC CAT GTG GGT

CAC GGC ATC  AAG CAC CTG GAA GAT  GCG ATT AAA CAC GGC GAG GAA

GGC CAC GTG  GGT GTT  GCG ACC AAG CAC  GCG CAA GAG GCG ATC GAA

G H \Y G \Y A T K H A Q E A | E 105

CAC CTG CGT GCG AGC GAG CAC AAA  AGC CAC

H L R A S E H K S H 115

1.3 Proteinas con enlaces disulfuro

1.3.1 Proteinas dulces y modificadoras del sabor

Existen estructuras proteicas con multiples enlaces disulfuro en su estructura, las
cuales han sido identificadas en frutas que crecen en Africa y Asia del sur y son conocidas
como proteinas dulces y modificadoras del sabor [13]. Estas proteinas dulces tienen
potencial para ser utilizadas como sustitutos de azUcar con poco aporte calérico y por

lo tanto pueden ser utilizadas en alimentos, bebidas y medicinas [14]. Hasta la fecha,
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solo se han descubierto ocho proteinas que se sabe que provocan dulzura al paladar,
entre las que se incluye a: Taumatin, Brazzein, Curculin/Neoculin, Lisozima de la clara
de huevo, Mabilin, Miraculin, Monelin y Pentadin. De entre todas estas, Brazzein, es la
proteina mads atractiva como sustituto de azucar gracias a su sabor, buena estabilidad a

altas temperaturas y amplios rangos de pH [15].

Brazzein es una proteina dulce de 6.5 kDa, es la mas pequefa de todas las proteinas
dulces y ha sido aislada en dos formas del fruto de la planta africana Pentadiplandra
brazzeana Baillon, una planta que crece en Africa Occidental. Esta proteina presenta dos
formas, la forma mayor contiene un acido piroglutdmico (pGlu) en su extremo N-
terminal, consta de 54 aminoacidos y es de 500-2000 veces mas dulce que la sacarosa.
Por otra parte, la forma menor carece del acido piroglutdémico (pGlu) en el extremo N-
terminal, consta de 53 aminoacidos y es el doble de veces mas dulce que la forma mayor
[16]. La estructura de Brazzein consta de 3 ldminas B antiparalelas y una pequeia a
hélice (Figura 3) y de acuerdo con la base de datos UNIPROT (P56552) Brazzein presenta
4 enlaces disulfuro entre los aminodcidos Cys3-Cys51, Cys15-Cys36, Cys21-Cys46 vy
Cys25-Cys48 [17].

Figura 4. Estructura secundaria de Brazzein. PDBE (2018).

Miraculin (Figura 4) es una proteina modificadora del sabor que se produce en los
frutos de arbustos nativos de Africa Occidental como Synsepalum dulcificu y Richadella

dulcifica. Miraculin (MCL) tiene la capacidad de modificar el sabor acido al dulce, incluso
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cuando la proteina por si sola no tiene sabor [18]. Es un homodimero de 24.6 kDa, al
que se le atribuye la actividad modificadora del sabor, y su secuencia consta de 191
aminoacidos con 2 sitios de N-glicosilacion [19]. La glicosilacion se presenta en Miraculin
expresada en plantas de lechuga y tomate y en organismos como Aspergillus oryzae, sin
embargo, no es esencial para la propiedad modificadora del sabor [20]. La dulzura
maxima inducida por el acido citrico después de haber probado una solucién de
Miraculin es estimada de 3000 veces mas dulce que la sacarosa [19]. De acuerdo con la
base de datos UNIPROT (P13087) Miraculin presenta 3 enlaces disulfuro entre los

aminoacidos Cys47-Cys92, Cys148-Cys159 y Cys152-Cys155.

Figura 5. Estructura secundaria de Miraculin. PDBE (2018)

1.3.2 Péptidos antimicrobianos

Por otra parte, existen otro tipo de proteinas con multiples enlaces disulfuro las
cuales son conocidas como péptidos antimicrobianos (AMP), los cuales son péptidos
pequefios de entre 6-60 aminoacidos, aproximadamente el 50% son hidrofobos, y
tienen una carga neta positiva debido a un exceso de residuos bdsicos. Estos pueden ser
clasificados de acuerdo de la fuente de donde se extraen, por ejemplo: bacterias,

arqueas, hongos, plantas y animales. Sin embargo, pueden ser clasificadas con base en
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sus estructuras secundarias, en las que se incluyen a-hélices, hojas B, estructuras

extendidas y estructuras de bucle [21].

Los péptidos antimicrobianos tienen dos propiedades atractivas. En primer lugar,
demuestran una amplia gama de actividades antimicrobianas. En segundo lugar, se
dirigen principalmente a las membranas microbianas, impidiendo la capacidad de los
microorganismos para desarrollar resistencia contra ellos. Como resultado, se piensa

gue estos péptidos prometen candidatos para nuevos antibidticos [21,22].

Rattusin es un péptido de la familia de las a-defensinas que se encuentra
abundantemente en las células de Paneth del intestino delgado de las ratas. Consta de
31 aminodcidos en los que se incluyen 5 residuos de cisteina con la capacidad de formar
2 enlaces disulfuro [23]. De acuerdo con la base de datos UNIPROT (Q4JEI2) los enlaces
disulfuro del péptido se forman entre los residuos de cisteina Cys9-Cys21, Cys11-Cys19.
Ademas, el dimero de Rattusin ha mostrado actividad antimicrobiana en contra de
bacterias Gram negativas (Salmonella tyhimurium y Klebsiella pneumoniae) y Gram

positivas (Staphylococcus aureus y Lysteria monocytogenes) [24].

Figura 6. Estructura secundaria de Rattusin. PDBE (2018)

Hepcidin es un péptido antimicrobiano tipo catidénico que se produce en el higado y
fue detectado por primera vez en el plasma y orina humanos. Desde entonces, se han

encontrado homoélogos en ratones, perros, cerdos y aves [25]. Bioldgicamente es un
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péptido con residuos de cisteinas que forman enlaces disulfuro, los cuales son
esenciales para la actividad antimicrobiana del péptido [26]. Hepcidin consta de 25
aminoacidos con un peso molecular de 2.7 kDa y ha mostrado actividad antimicrobiana
contra bacterias Gram positivas (Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus, Bacillus
subtilis) y Gram negativas (Salmonella, Pseudomonas, Klebsiella, Aeromonas) ademas
de actividad antifungica (Candida albicans) [27]. De acuerdo con la base de datos de
actividad microbiana y estructura de péptidos (DBAASP) Hepcidin requiere de la
formacidn de 4 puentes disulfuro entre los residuos de Cys7 — Cys 23, Cys 10 — Cys 13,
Cys 11— Cys 19y Cys14 — Cys 22 [28].

Figura 7. Estructura secundaria de Hepcidin. PDBE (2018)

Scygonadin es una proteina pequefia aislada del plasma seminal del cangrejo Scylla
serrata. Compuesta por 102 aminoacidos y un peso de 11.27 kDa ha demostrado poseer
actividad antibacteriana contra bacterias Gram positivas (Micrococcus luteus) y bacterias
Gram negativas (Aeromonas hydrophila) [29]. De acuerdo con la base de datos de actividad
microbiana y estructura de péptidos (DBAASP) Scygonadin requiere de la formacién de un

puente disulfuro entre los residuos Cys 33 — Cys 51 [28].
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Figura 8. Estructura secundaria de Scygonadin. Biozentrum (2020)

1.3.3 Produccion en tandems

La expresion de proteinas recombinantes en forma de tandems multiméricos es una
estrategia cominmente utilizada para la expresidn de péptidos antimicrobianos; la cual
consiste en copiar el gen de interés varias veces para aumentar la transcripcion del gen

y por ende la expresion del antimicrobiano [21].

Es importante mencionar que un mayor nimero de repeticiones no significa una
mayor transcripcion y traduccién del gen; y que lo anterior depende mucho del péptido

a expresar [30-32].

La produccion en tdndems de las proteinas de interés debe de ir de la mano de un
método que permita la separacion de estos tandems para poder evaluar la actividad de
los mondmeros de las proteinas de interés. La primera estrategia consiste en colocar la
proteina de interés seguida de los aminodcidos Asn — Gly (NG) ya que estos aminodcidos
permitirdn la separacion de los mondmeros. La segunda estrategia consiste en colocar
una union flexible entre cada mondmero la cual permitira el plegamiento de cada uno

sin necesidad de separarlos.
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La hidroxilamina (NH,OH) es una amina nucleofilica que rompe el enlace entre Asn
— Gly (NG) en las proteinas; por lo que ha sido utilizada desde hace mucho tiempo para
separar proteinas que tengan los sitios NG entre ellas [33]. Esto la ha convertido en una

estrategia de separacion de proteinas de interés.

En mamiferos, levaduras y bacterias existen codones que tienen un mayor tiempo
de traduccion los cuales se conocen como secuencias o uniones flexibles. Existen teorias
en las que estas uniones flexibles actiian como “alentadores” de los ribosomas durante
la traduccién lo que reduce la velocidad de sintesis de proteinas permitiendo que los
aminodacidos que ya forman parte de la cadena tengan mds tiempo disponible para que

la proteina se pliegue [34].

Estas secuencias flexibles se utilizan cuando se requiere cierto movimiento entre un
dominio y dominio de una proteina. Usualmente estan compuestos por aminoaciodos
pequefios, no polares (Gly) o polares (Ser o Thr) [35]. El hecho de que estos aminodcidos
sean pequeiios provee flexibilidad y permite la movilidad para conectar dominios
funcionales. A parte la incorporacién de Ser o Thr mantiene la estabilidad de las
secuencias flexibles en soluciones acuosas mediante la formacion de puentes de
hidrogeno con las moléculas de agua; una de las uniones flexibles mas conocida es

GGGGS [36].
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1.4 Justificacion

Dada la importancia que las proteinas con multiples enlaces disulfuro tienen en la
industria alimenticia y farmacéutica, en este proyecto se plantea la expresion,
purificacién y evaluacion de proteinas recombinantes con enlaces disulfuro en el

citoplasma de E. coli utilizando CusF3H+y SmbP como proteinas de fusién.

Las proteinas de estudio serdn: Brazzein, proteina dulce; Miraculin, proteina
modificadora del sabor; y los péptidos antimicrobianos: Ratussin, Hepcidin vy
Scygonadin. El objetivo de este estudio es producir estas proteinas y péptidos en E. coli
utilizando las proteinas de fusién CusF3H+ y SmbP como proteinas de fusién que
aumentaran la solubilidad de las proteinas de interés, ademads que facilitaran el proceso

de purificacién.
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CAPITULO 2

2. ANTECEDENTES

En el 2007, Abe y colaboradores utilizaron Aspergillus oryzae como organismo
hospedero para la produccion de Miraculin. A. oryzae es bien utilizado para la
produccién de proteinas alimenticias como la neoculin, otra proteina dulce. En el
estudio, se logré una eficiente produccién de Miraculin. También se comprobé que para
que se presente efecto de modificadora del sabor ésta debe estar como homodimero y
no como mondmero. Miraculin también ha sido expresada en tomate transgénico,
lechuga y fresas transgénicas, sin embargo, se han obtenido bajos rendimientos de
proteina producida, lo que ha sido reportado como un problema comun al utilizar estos

hospederos [37].

En el 2008, Assadi-Porter y colaboradores llevaron a cabo la expresion y purificacidn
de la forma menor de la proteina dulce Brazzein en E. coli utilizando la proteina de fusién
SUMO (Small Ubiquitin-like Modifier) y una etiqueta de histidinas (Hisg). Para la
expresion se Hise-SUMO-Brazzein se utilizaron diversas variantes de E. coli BL21(DE3),
siendo las células BL21-CodonPlus (DE3)RIPL las que mostraron una mejor expresién de
la proteina, la cual, al momento de ser expresada y purificada conservd la dulzura
caracteristica de esta proteina. Una de las ventajas del sistema de expresién utilizando
SUMO es que esta proteina de fusion tiene la capacidad de solubilizar y estabilizar
proteinas que contienen enlaces disulfuro. Asimismo, el uso de E. coli como

microorganismo productor disminuyé los costos de produccion [13].
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En el afio 2010, Peng y colaboradores expresaron el péptido Scygonadin en E. coli
BL21(DE3), la expresidn se realizé utilizando dos plasmidos diferentes y se purificé por
IMAC en un paso. En la primera construccién, pTrc-CKS-Scygonadin obtuvieron 10.6
mg/L de Scygonadin recombinante, mientras que la segunda construccion, pET28-
scygonadin obtuvieron 65.9 mg/L del péptido. Una vez purificado, se evalud la actividad
del péptido contra bacterias Gram positivas, Gram negativas, levaduras y hongos. Los
resultados del péptido pTrc-CKS-Scygonadin mostraron actividad antimicrobiana contra
S. aureus a una MIC de 15 — 30 uM. Para pET28-Scygonadin contra S. aureus se reporté
una MIC de 7.5 — 15 pM. No se detectd actividad antimicrobiana al evaluar contra

hongos y levaduras [29].

En el 2012, Lobstein y colaboradores, disefiaron una mutante de E. coli que carece
de tiorredoxina reductasa y glutation reductasa y que expresa la isomerasa DsbC. Para
probar esta nueva mutante se evalud la expresion de tres proteinas que contienen
enlaces disulfuros en su estructura, luciferasa, uroquinasa y el activador tisular del
plasmindgeno. Los resultados muestran que las proteinas de prueba expresadas en una
cepa de E. coli tipo silvestre se expresaron pero no se plegaron correctamente, sin
embargo en presencia de un ambiente oxidado se observé un incremento en la
expresidon de proteinas correctamente plegadas, esto para el caso de la luciferasa y la
uroquinasa, lo que sugiere que el estado oxidado del citoplasma es suficiente para el
plegamiento de algunas proteinas. Sin embargo, para el activador tisular del
plasmindgeno el estado oxidado no fue suficiente, lo que indica que necesita la

presencia de la isomerasa DsbC para un plegamiento correcto [5].

En el 2013, Hoon Kong y colaboradores desarrollaron un sistema de expresién de
Brazzein en Kluyveromyces lactis utilizando un péptido sefial de Saccharomyces
cerevisiae y un péptido de fusion. K. lactis, al ser un organismo eucariota tiene la

capacidad de realizar modificaciones post-traduccionales como la formacion de los
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enlaces disulfuro en las proteinas y el uso del péptido sefial evita la necesidad de llevar
a cabo una lisis celular para liberar la proteina de interés. Los resultados obtenidos
indican que la Brazzein expresada en K. lactis estaba correctamente plegada en

comparacion con la expresada en E. coli [14].

En el 2015, Ariff y colaboradores optimizaron el proceso de purificacién de Miraculin
a partir de un extracto de la fruta utilizando IMAC y Ni(ll) como ligando especifico. Dicho
proceso fue elegido ya que la secuencia de Miraculin cuenta con dos residuos de
histidina los cuales son los responsables de la actividad modificadora del sabor, ademas
son afines al Ni(ll). Los resultados demuestran que la solucién amortiguadora y el pH
son factores importantes durante la purificacién siendo pH 7 para el extracto crudo,
Tris-HCI pH 7 para la solucién amortiguadora de uniéon y 300 mM de imidazol como
solucion amortiguadora de elucion. Dichas condiciones reportaron 80.3% de

rendimiento y 97.5 % de pureza [18].

En el 2015, Sari y colaboradores llevaron a cabo la expresidon y purificacion de
Hepcidin de camello utilizando células de E. coli Rosetta-gami B como hospedero y
tiorredoxina como proteina de fusién. Una de las ventajas de utilizar Rosetta-gami B
como hospedero es que esta cepa esta modificada para llevar a cabo la formacion de
los enlaces disulfuro en el citoplasma de la bacteria. Los resultados mostraron la
expresién de la proteina con un alto porcentaje de pureza al llevar a cabo una
cromatografia por afinidad. Para la confirmacidn de la formacidn de los enlaces disulfuro

se llevd a cabo un andlisis de espectrometria de masas [25].

En el 2016, Cantu-Bustos y colaboradores estudiaron la expresion de la Proteina
Verde Fluorescente (GFP) utilizando CusF como proteina de fusién, mediante su
comparacion con otras proteinas comerciales como GST y MBP. CusF mostré altos
niveles de expresién equiparables con las proteinas comerciales y ademas se observé la

disminucién en la formacion de cuerpos de inclusién. Ademas el uso de CusF facilité la
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etapa de purificacién llevandose a cabo mediante Cromatografia de Afinidad a Metales
Inmovilizados (IMAC) en este caso se utilizé Cu(ll) como ligando especifico, la pureza

reportada fue de aproximadamente el 50% [7].

Asi mismo, en el aiio 2016, Vargas y colaboradores estudiaron la expresion de GFP y
RFP utilizando SmbP como proteina de fusién haciendo comparaciones con proteinas
de fusién comerciales como MBP y GST. En comparacién con CusF, SmbP demostré
purezas mayores al 50% con un aumento en la solubilidad de las proteinas evaluadas

con respecto a la solubilidad obtenida con las proteinas de fusién comerciales [10].

Con el objetivo de mejorar el grado de pureza de las proteinas de interés fusionadas
con CusF, en el 2017, Vargas y colaboradores modificaron la secuencia de la proteina de
fusién CusF mediante la adicién de 3 residuos de histidina en el extremo N-terminal,
ahora conocida como CusF3H+. Para probar la mejora en CusF3H+, se llevé a cabo una
construccion utilizando GFP como proteina de interés, la expresion se llevé a cabo en E.
coli BL21(DE3) y posteriormente se llevo a cabo una purificacion por IMAC utilizando
Ni(ll) como ligando especifico. Los resultados muestran una mejora con respecto al
grado de pureza de GFP ademads de un aumento de la afinidad de la proteina con el

ligando [8].

En el 2017, Boumaiza y colaboradores llevaron a cabo la expresiéon y purificacién de
Hepcidin de camello marcada con una etiqueta de histidinas y utilizando Pichia pastoris
como organismo hospedero. Los resultados obtenidos son de 2.8 mg/L de proteina
pura, ademads, el péptido purificado mostré una mayor actividad bactericida a menores

concentraciones que las ya reportadas [38].
En el 2018, Jiy colaboradores realizaron la expresién en E. coli del péptido Rattusin.

La expresion de Rattusin se llevd a cabo utilizando una etiqueta de histidinas en el

extremo N-terminal y con un sitio de corte a CNBr. Una vez expresado, purificado y
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removido de la etiqueta de histidinas, se obtuvo el péptido en forma de cuerpos de
inclusion y sin la formacidn de los enlaces disulfuro; por lo que fue necesario hacer un
replegamiento del péptido. Del experimento se obtuviero 10 mg/L de medio de cultivo

[23].

En los ultimos afos se han utilizado las proteinas SmbP y CusF3H+ en la produccién
de péptidos antimicrobianos. En 2020, Montfort-Gardeazabal y colaboradores
expresaron y purificaron el péptido antimicrobiano VpDef en E. coli SHuffle obteniendo
5.28 mg/L de SmbP_VpDef y 5.88 mg/L de CusF3H+_VpDef, ademas mostro actividad
contra S. aureus con un MIC de 150 pg/mL Yy E. coli con un MIC de 75 pg/mL. También
en el afio 2021, Montfort-Gardeazabal y colaboradores expresaron y purificaron el
péptido antimicrobiano Binlb en E. coli SHuffle obteniendo 4.4 mg/L de CusF3H+_Binlb
y SmbP_Binlb. El péptido Binlb expresado con estos tags también mostrd actividad

anitmicrobiana contra S. aureus y E. coli [39,40].

Finalmente, en el afio 2021 Perez-Perez y colaboradores expresaron en E. coli
BL21(DE3) el péptido antimicrobiano LL-37 utilizando SmbP como proteina de fusién,
produciendo 3.6 mg/L de SmbP_LL-37. Asi mismo se reporté actividad antimicrobiana

contra bacterias como S. aureus y E. coli [41].

2.1 Aportacion cientifica

Durante los ultimos anos, ha surgido una creciente demanda de edulcorantes con
bajo contenido calérico; junto con esta tendencia, también hay un aumento en la
demanda de productos sanos y naturales. Por lo tanto, para hacer frente a esta
necesidad, existe una intensa y continua busqueda de edulcorantes alternativos. Los
edulcorantes alternativos que se han desarrollado muestran un perfil edulcorante muy
intenso por lo que son mucho mas dulces que la sacarosa y por lo tanto pueden usarse

en cantidades diminutas, lo que da lugar a una adicidn casi insignificante al recuento de
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calorias. Ademas, los edulcorantes alternativos e intensos también se pueden usar en
alimentos para diabéticos, ya que no desencadenan una demanda de insulina en estos

pacientes [42].

Por otra parte, el rapido aumento de las infecciones resistentes a los medicamentos
ha representado un serio desafio para las terapias antimicrobianas. Debido al fracaso
de los antibidticos mdas potentes para matar "superbacterias" surge la urgente
necesidad de desarrollar otros agentes de control como los péptidos antimicrobianos

[43].

El desarrollo de este proyecto permitira utilizar a la bacteria Escherichia coli como
una fabrica celular microbiana para la expresion de proteinas complejas con multiples
enlaces disulfuro mediante el uso de las proteinas de fusién como CusF3H+y SmbP las
cuales permitiran la mejora en el proceso de purificacién aumentando la pureza de la
proteina obtenida. Ademas, el desarrollo de nuevas tecnologias de expresidon vy
purificacién de proteinas dulces, modificadoras del sabor y péptidos antimicrobianos
permitird la obtencion de nuevos productos que pueden ser utilizados en la industria

alimenticia y farmacéutica.
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CAPITULO 3

3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 Hipotesis

El uso de CusF3H+ y SmbP como proteinas de fusién aumentan la solubilidad y
facilita el proceso de purificacién de proteinas recombinantes con enlaces disulfuro

expresadas en el citoplasma de Escherichia coli.

3.2 Objetivo General

Expresidn, purificacién y evaluacién de péptidos antimicrobianos, proteinas dulces
y modificadoras del sabor con enlaces disulfuro en el citoplasma de E. coli utilizando

CusF3H+y SmbP como proteinas de fusién.
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3.3

Objetivos Especificos

Construir pldsmidos que contengan las secuencias de interés de las proteinas
Brazzein y Miraculin y de los péptidos Rattusin, Hepcidin y Scygonadin

Expresar las proteinas Brazzein y Miraculin y los péptidos Rattusin, Hepcidin y
Scygonadin en el citoplasma de E. coli.

Purificar las proteinas Brazzein y Miraculin y los péptidos Rattusin, Hepcidin y
Scygonadin por medio de cromatografia por afinidad.

Evaluar la actividad anitmicrobiana de los péptidos Rattusin, Hepcidin vy
Scygonadin.

Valorar la actividad dulce y modificadora del sabor de Brazzein y Miraculin con

un andlisis sensorial.
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CAPITULO 4

4. METODOLOGIA

4.1 Materiales, reactivos y equipo

Los materiales empleados en este proyecto incluyen: tubos eppendorfde 1.5y 2 mL
marca Axygen, puntillas para micropipeta de volumen variable de 20 uL, 200 uL y 1000
puL marca Eppendorf y BasicPette , tubos falcon de 15 mLy 50 mL marca Corning, tubos
de cultivo con tapdn de rosca marca KIMAX, matraces de 125 mLy 250 mL marca Pyrex

y matraces triptinizados de 500 mL marca KIMAX.

Para la extraccidon del ADN plasmidico y la extraccién a partir de gel de agarosa y
cambio de buffer después de la digestidon con enzimas de restriccidn, se utilizaron Kits
de la marca QIAGEN. Los genes correspondientes a las proteinas Brazzein y Miraculin se
mandaron sintetizar con la compafiia GenScript. Los oligonucledtidos para los genes que
codifican para la proteina Miraculin fueron sintetizados en Integrated DNA
Technologies. Los reactivos para PCR, las enzimas de restriccién y la enzima T4 DNA
ligasa correspondian a la marca New England Biolabs. Asi mismo la cepa de expresidn
Escherichia coli SHuffle T7 express corresponde a la marca New England Biolabs y para

el crecimiento de esta se utilizo el Caldo Luria Bertani (LB) marca Bio Basic.
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Para la purificacion de las proteinas se utilizaron las siguientes columnas
comerciales: HiTrap™ IMAC FF para Cromatografia por Afinidad y HiTrap™ Q para

Cromatografia por Intercambio Anidnico.

Para la amplificacidon de los genes que codifican para las proteinas de interés se
utilizé el termociclador marca Techne modelo 3 Prime. El crecimiento de las bacterias
se llevé a cabo utilizando una incubadora con agitacion marca LabTech, modelo LSI-
3016. Para la recolecciéon de los sedimentos celulares se utilizé una ultracentrifuga
Sorval Lynx de Thermo Scientific. Para la visualizacion de la amplificacién de los genes
de interés, el andlisis de restriccion por medio de geles de agarosa y las electroforesis
en geles de poliacrilamida con gradiente desnaturalizante se llevaron a cabo utilizando
una camara de electroforesis marca BioRad. La purificacién de las proteinas se realizé

utilizando el equipo Akta Primeplus, marca General Electric.
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4.2 Metodologia General
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4.3 Sintesis de Genes

La secuencia de aminoacidos que codifican para las proteinas se obtuvieron de la
base de datos UNIPROT las cuales fueron optimizadas y sintetizadas por GenScript. La
construccion CusF3H+_Brazzein fue sintetizada y clonada por GenScript en el plasmido
pET30a(+). Cada ADN fue recibido en un papel filtro o liofilizados y se recuperaron con

50 L de H,0 MQ.

4.4 Amplificacion de Insertos

Para la amplificacién de Miraculin se disefaron los oligonucledtidos delantero y
reverso. Los iniciadores fueron disefiados incluyendo el sitio de corte para Ncol
(CCATGG) y Xhol (CTCGAG). La concentracidn final para cada uno de los oligonucleétidos
fue de 20 pmoles/uL.

Tabla 4. Oligonucleétidos usados para la amplificacion de Miraculin

Oligonucleétido Secuencia
Delantero 5" —CCATGG CTG ACAAGT GCAAG -3’
Reverso 5" - CTCGAG TTAATATTC GCAGTAAT -3’

La reaccién para la amplificacion se llevd a cabo en tubos para PCR de 200 uL
utilizando la enzima Vent DNA polimerasa de New England Biolabs. En la Tabla 5 se
muestran las cantidades de reactivos utilizados para la reaccion de PCR, junto con las

condiciones de la reaccidn en el termociclador.
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Tabla 5. Componentes y condiciones para la amplificacion de Miraculin

Reactivo Cantidad Condiciones
ADN Molde (10 ng) 1yl Desnaturalizacién Inicial: 95 °C por 2
minutos
dNTP’s (10 mM/uL) 1.5 uL Desnaturalizacion: 95 °C por 1 minuto
Oli ledtido delant 20
igonuclestido delantero ( 3 uL Alineamiento: 58 °C por 1 minuto
pmol/uL)
Oligonucledtido reverso 3yl Elongacién: 72 °C por 1 minuto
(20 pmol/uL) ! 30 ciclos
Solucién amortiguadora 10x 5ulL
ADN polimerasa (2 U/uL) 0.5 uL Elongacién Final: 72 °C por 5 minutos
H.0 MQ 36 uL
Volumen total de reaccién 50 pL

El ADN amplificado fue extraido mediante la técnica de extraccidn en gel de agarosa

utilizando el kit QlAquick Gel Extraction de QIAGEN.

4.5 Construccion de plasmidos

La construccidn de los plasmidos se llevd a cabo utilizando el método de clonacién
clasico: digestidn, ligacién, transformacién y seleccién de transformantes. Se utilizé
como vector el plasmido pET30a(+), resistente a kanamicina al cual se le agregaron las
secuencias de las proteinas de fusién CusF3H+ y SmbP; ademds contiene la secuencia

de corte para la enzima enteroquinasa. En la Tabla 6 se enlistan las construcciones de

este proyecto.
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Tabla 6. Lista de construcciones

Plasmido pET30a(+)

g:ﬁ'l'; CusF3H+ SmbP PelB_SmbP
Brazzein Brazzein Brazzein
Brazzein3xNG Brazzein3xNG Brazzein3xNG
Brazzein FLEX Brazzein FLEX Brazzein FLEX

) Miraculin Miraculin Miraculin

g:::ﬁ:::s Rattusin2xNG Rattusin2xNG Rattusin2xNG

Rattusin3xNG
Hepcidin FLEX
Scygonadin

Scygonadin FLEX

Rattusin3xNG
Hepcidin FLEX
Scygonadin

Scygonadin FLEX

Rattusin3xNG
Hepcidin FLEX
Scygonadin
Scygonadin FLEX

*2xNG y 3xNG representan aquellas construcciones en las que se repiten 2 o 3 veces la secuencia de

la proteina de interés y que se encuentran separadas por los aminodcidos NG del sitio hidroxilamina.

**La palabra FLEX representa aquellas construcciones en donde se utilizdé la secuencia

GGGGSGGGGSGGGGS que corresponde a las uniones flexibles.

4.5.1 Digestion de los plasmidos pET30a(+)_CusF3H+y pET30a(+)_SmbP

La digestion se llevé a cabo utilizando las enzimas de restriccion Ncol y Xhol (NEB).

En las Tablas 7 y 8 se muestran los reactivos y condiciones generales que se llevaron a

cabo para la digestidén de los plasmidos y los insertos respectivamente. Para todas las

digestiones se utilizd la solucién amortiguadora 3.1 de NEB.
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Tabla 7. Componentes y condiciones para la digestion de los plasmidos

pET30a(+)_CusF3H+ y pET30a(+)_SmbP

Componente Cantidad Condiciones

Plasmido (2000 ng) 19 L *

Solucién amortiguadora (3.1) 10x 5uL
H,O MQ 3uL Incubacién a 37 °C por 3 horas
Xhol (20 U/uL) 1pul
Ncol (20 U/uL) 1pul
SAP (1U/uL) 1pul Incubacién 37 °C por 30 minutos
Volumen total de reaccién 30 uL

Tabla 8. Componentes y condiciones para la digestion del inserto

Componente Cantidad Condiciones
Inserto (2000 ng) 16 pL *
Solucién amortiguadora (3.1) 10x 3uL
Ncol (20 U/uL) 1ul Incubacién 37 °C por 2.5 horas
Xhol (20 U/uL) 1L
H,0 MQ 9 pL
Volumen total de reaccién 30 L

*El volumen (uL) de plasmido e inserto pueden variar.

Una vez finalizada la digestidn, se realizé la purificacion del pldsmido e inserto

usando el kit QlAquick Gel Extraction de QIAGEN.
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4.5.2 Ligacion

Para todas las ligaciones se utilizé la relacién molar 3:1 (inserto:vector). Para el

calculo de esta relacion se utilizd la ecuacion #1.

ng de vector X tamafo de inserto (Kb) inserto

X relacion molar

ng inserto =
g Tamaio del vector (Kb) vector

Se utilizé la enzima T4 DNA ligasa de BioBasic y en la Tabla 9 se muestran los

reactivos y las condiciones generales para la reaccién.

Tabla 9. Componentes y condiciones para la ligacion

Componente Ctrl - 3:1
Plasmido (34.5 ng) * 3uL 3uL
Inserto (10 ng/ulL) * 0 uL 1ul

Solucién amortiguadora 10x 2ul 2ul
T4 DNA ligasa (5U/uL) 0.5 uL 1pul
H.O MQ 14.5 uL 13 uL

Volimen de reaccién 20 uL

Incubacion: 22°C /1 hora y4°C/ 48 horas

Desactivacion de enzima: 65 °C / 10 minutos

*La concentracién del plasmido e inserto varian segun la ecuacion #1.
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4.5.3 Transformacion en E. coli DH5a

La transformacién se llevd a cabo en células rubidio-competentes de la cepa E. coli
DH5a, en un tubo eppendorf de 1.5 mL se colocaron 5 pL del producto de ligacion mas
50 pL de las células, se incubaron en hielo por 30 min y posteriormente se llevd a cabo
el choque térmico a 44 °C por 45 segundos, una vez finalizada la reaccion se incubd en
hielo por 2 min. Después se afadieron 800 uL de caldo LB y se mezclé suavemente, la
reaccioén se incubd a 37 °C con agitacion (200 rpm) por 30 minutos. Posteriormente los
tubos se centrifugaron a 13,300 rpm por 2 minutos, se retiré el exceso de medio dejando
aproximadamente 100 pL del mismo en el cual las células fueron resuspendidas y
sembradas en placas de LB/kanamicina mediante la técnica de extension por varilla,

finalmente las placas se incubaron a 37 °C por 16 horas.

4.5.4 Seleccion de transformantes y extraccion de ADN plasmidico

De las placas con LB/kanamicina que fueron sembradas previamente se
seleccionaron 3 colonias, se inocularon en 6 mL de caldo LB/kanamicina y se cultivaron
a 37°C con agitacién (200 rmp) por 16 horas. Posteriormente se recolectaron las células
en tubos eppendorf de 2 mL mediante centrifugacién a 13,300 rpm por 2 minutos. Una
vez obtenido el sedimento celular se extrajo el ADN plasmidico utilizando el kit QlAprep

Spin Miniprep de QIAGEN.

4.5.5 Confirmacion de insertos por PCR

Utilizando el ADN plasmidico previamente extraido se realizé una PCR utilizando los
oligonucleétidos T7 para confirmar la presencia de los insertos. La Tabla 10 muestra los

reactivos y las condiciones generales que se utilizaron para la reaccion.
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Tabla 10. Componentes y condiciones para la confirmacion de insertos

Reactivo Cantidad Condiciones

Desnaturalizacion Inicial: 95 °C

ADN Molde (20 10 uL
olde (20 ng) H por 2 minutos
D turalizacion: 95 °C 1
dNTP’s (10 mM/L) 15l esnatura |za_C|on por
minuto
Oligonucledtido delantero T7 (20 3L Alineamiento: 57 °C por 1
pmol/uL) H minuto
Oli ledtid T7 (20
igonucledtido reverso T7 ( 3uL Elongacién: 72 °C por 1 minuto
pmol/uL)
Amortiguador de reaccidon 10x 5ulL 30 ciclos
ADN polimerasa (5U/uL) 0.5 uL
H,0 MQ 27 1l Elongacién F_inal: 72°Cpor5
minutos
Volumen total de reaccién 50 pL

4.6 Expresion de Proteinas

4.6.1 Transformacion en E. coli SHuffle T7 express

Utilizando un ADN plasmidico positivo para las construcciones se llevd a cabo la
transformacién en la cepa E. coli SHuffle T7 express la cual se utiliza para la expresion
de proteinas con enlaces disulfuro. En un tubo eppendorf de 1.5 mL se colocaron 20 puL
de células rubidio-competentes mas 1.5 pL (10 — 15 ng) de ADN plasmidico, se incubaron
en hielo por 30 min y posteriormente se llevd a cabo el choque térmico a 44 °C por 45
segundos, una vez finalizada la reaccién se incubd en hielo por 2 min. Después se
afladieron 800 pL de caldo LB y se mezclé suavemente, la reaccidn se incubd a 37 °C con
agitacién (200 rpm) por 30 minutos. Posteriormente los tubos se centrifugaron a 13,300
rpm por 2 min, se retird el exceso de medio dejando aproximadamente 100 uL del
mismo en el cual las células fueron resuspendidas y sembradas en placas de
LB/kanamicina mediante la técnica de extensién por varilla, finalmente las placas se

incubaron a 37 °C por 16 horas.

47



4.6.2 Microexpresion

De las placas con células transformadas, se tomaron diversas colonias las cuales
fueron sembradas en un tubo con 2 mL de caldo LB/kanamicina y se incubaron a 37 °C
con agitacion (200 rpm) hasta que alcanzaran una D.O.g00 entre 0.4 — 0.6, cuando los
indculos alcanzaron esta D.O. se agregaron 2 uL de Isopropil-B-D-tiogalactopirandsido
(IPTG) 0.1 M alcanzando una concentracién final de 0.2 mM; después se incubaron a 25

°C con agitacidn (200 rpm) por 16 horas.

Para la preparacién de las muestras se utilizaron dos métodos. En el primero, en un
tubo eppendorf de 2 mL se centrifugaron las células a 13,300 rpm por 2 minutos. El
sedimento celular se resuspendid en 120 uL de H,O MQ después se agregaron 40 L de
soluciéon amortiguadora, se mezclé y se llevé a hervir por 10 minutos. Los tubos se
centrifugaron a 13,300 rpm por 10 minutos y se retiré el sobrenadante que contiene la
fraccion soluble. Para obtener la fraccion insoluble el sedimento celular anterior se lavd
cuidadosamente con 120 plL de H,O MQ, se retird el agua y se agregaron 120 uL de una
solucién de 8 M urea 60 mM Tris, se resuspendio el sedimento y se llevé a hervir por 10

minutos. Finalmente, los tubos se centrifugaron a 13,300 rpm por 10 min.

En el segundo, después de recolectar el sedimento celular, las células se
resuspendieron en 100 pL de soluciéon amortiguadora (50 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 8)
y se agregaron 100 uL de perlas de vidrio de 0.1 mm de diametro. La mezcla se agité con
vortex por 4 minutos, para finalizar el sobrenadante se recuperd por centrifugacion a

13,300 rpm por 1 minuto.
Para la visualizacién de la expresién de las proteinas de interés, se corrié un gel de

poliacrilamida con gradiente desnaturalizante (SDS-PAGE) al 15%. Una vez terminada la

electroforesis, el gel de acrilamida se tifid con Azul de Coomassie.
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4.6.3 Escalamiento de la expresion de proteinas

De las expresiones piloto se eligieron las colonias que mostraban mejor expresién
de las proteinas de interés. La expresion se llevd a cabo en matraces triptinizados de

500 mL hasta completar un volumen de expresién final de 1 litro.

En un matraz triptinizado de 500 mL se agregaron 125 mL de caldo LB con 125 uL de
kanamicina, los matraces fueron inoculados con un cultivo previamente crecido de la
colonia seleccionada. Los matraces se incubaron a 37 °C con agitacién (200 rpm) hasta
que alcanzaron una D.O.¢00 de 0.4 — 0.6, una vez alcanzada esta D.O. se comenzé la

induccion con 125 pL de IPTG 0.1 M a 30°C con agitacién (200 rpm) por 16 horas.

Posteriormente se recolectd el sedimento celular en frascos de plastico de 250 mL
utilizando una centrifuga refrigerada a 4 °C, 10,000 rpm por 20 min. Finalmente los

frascos con el sedimento celular se congelaron a -20°C.

4.7 Purificacion de Proteinas

Para la purificacion de las proteinas se utilizaron dos técnicas cromatograficas: la
primera mediante Cromatografia por Afinidad a Ni(ll) y la segunda por Cromatografia

por Intercambio I6nico del tipo Anidnico.

4.7.1 Lisis celular y obtencion de clarificados

El sedimento obtenido de la expresidn de las proteinas de interés fue resuspendido
en 30 mL de la solucién amortiguadora de unién (50 mM Tris, 500 mM NaCl, 5 mM
imidazol pH 8). Las células resuspendidas fueron lisadas utilizando una camara de lisado
con perlas de vidrio. El lisado obtenido fue centrifugado a 10,000 rpm a 4 °C durante 20

minutos. Al finalizar la centrifugacién se separé el clarificado para su purificacion.
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4.7.2 Purificacidon: Cromatografia por Afinidad

La purificaciéon mediante cromatografia por afinidad se llevd a cabo utilizando la
columna comercial HiTrap™ IMAC FF de 1 mL de la marca GE Healthcare previamente
cargada con una solucién de NiSO4 0.1 M. Para la purificacién se utilizé el equipo AKTA

Primeplus, marca GE.

Para esta cromatografia se utilizaron tres soluciones amortiguadoras: la primera que
corresponde a una solucién amortiguadora de unién (50 mM Tris, 500 mM NacCl, 5 mM
imidazol, pH 8) una solucién amortiguadora de lavado (50 mM Tris, 500 mM Nacl, 10
mM imidazol, pH 8) y una solucién amortiguadora de elucién (50 mM Tris 500 mM Nacl,

200 mM imidazol, pH 8).

La columna se equilibré con 5 volimenes de columna de la solucién amortiguadora
de unidon. Una vez equilibrada la columna se cargd el clarificado de proteinas con un
flujo de 0.5 mL/min a una presion de 0.5 MPa. Posteriormente se lavo la columna con
la solucion amortiguadora de lavado hasta que disminuyera la absorbancia y finalmente
se agrego la solucion amortiguadora de elucién, de esta elucidn se colectaron fracciones

de 0.5 mL. Las fracciones obtenidas se analizaron mediante SDS-PAGE al 15%

4.7.3 Dialisis para la remocion de imidazol y NacCl

Utilizado las fracciones previamente obtenidas se llevd a cabo una didlisis para
eliminar el imidazol y NaCl. Estas fracciones se colocaron en una membrana para didlisis
SnakeSkin Pleated (10K MWCO) y posteriormente se sumergieron en una solucién
amortiguadora fria de 50 mM Tris, pH 8. Se hicieron 3 didlisis de 1 hora cada una y una

cuarta dialisis durante toda la noche.
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4.7.4 Cuantificacion de Proteinas

Para la cuantificacion proteinica se utilizé el método Bradford utilizando como
estandar de referencia la Aloiumina de Suero Bovino (BSA 10 mg/mL). Se prepararon
distintos estandares con las siguientes concentraciones: 0.1,0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1 mg/mL.
El andlisis se llevd a cabo en una placa de 96 posillos, en cada posillo de colocaron 5 plL
de estandar mas 250 uL del reactivo Bradford, se incubd por 5 min con intervalos de
agitacion de 10 segundos cada uno y se realizd la medicidn a 595 nm utilizando el lector

de placas Multiskan 2 de Thermo Scientific.

Las fracciones se trataron de la misma manera (5 puL muestra + 250 pL reactivo).
Posteriormente se realizd el analisis y el cdlculo para conocer la concentracion

proteinica de cada fraccién.

Para la cuantificacion de proteinas también se utiliz6 el método del dacido
bicinconinico (BCA) utilizando como estandar de referencia BSA (5 mg/mL). Se
prepararon estandares con las siguientes concentraciones 25, 50, 100, 200, 300, 400 y
500 pg/mL. En un tubo eppendorf de 1.5 mL se colocaron 100 pL de cada estandar mas
1 mL de reactivo de trabajo, se incubaron a 37 °C por 30 minutos. La reaccion se dejo
enfriar a temperatura ambiente y después se colocaron en celdas de plastico. La

medicidn se realizéd a 562 nm en el espectofotémetro UV-Vis JenWay 7305.

4.7.5 Remocion de tag

La separacion de la proteina de fusion se realizé utilizando la enzima enteroquinasa
de cadena ligera de NEB (2 pg/mL). Para la digestion se tomd 1 mg de proteinay 3.2 uL
de la enzima (0.0064 pg), la reaccion se incubd a 25 °C durante 20 horas. Posteriormente

la digestidn se analiz6 por SDS-PAGE al 15%.
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Para las repeticiones de corte, se utilizé la enzima enteroquinasa porcina de cadena
ligera de GenScript (100 pg/ulL). La digestidn se llevd a cabo a 22 °C durante 22 horas.
Una vez terminada la reaccidén, ambas proteinas se separaron mediante cromatografia

por intercambio anidnico.

4.7.6 Purificacion: Cromatografia por Intercambio Anidnico

Para esta cromatografia se empled la columna HiTrap™ Q 1 mL utilizando el equipo
AKTA Prime Plus. Se equilibré la columna con 5 volimenes de la solucién amortiguadora
de unidn (50 Tris, pH 8) con un flujo de 0.5 mL/minuto a una presién de 0.5 MPa.
Posteriormente se cargd la columna con la proteina previamente purificada por IMACy
digerida con la enteroquinasa. Para la elucion de la proteina se utilizé una solucién
amortiguadora de elucién (50 mM Tris, 1M NaCl pH 8) y se aplicé un gradiente de
elucion de 40 volumenes de columna que iba de 0-100% de concentracion de solucion

amortiguadora de elucién.

4.8 Evaluacion de la actividad

4.8.1 Actividad Dulce — Brazzein

La muestra se dializd con agua y se concentré utilizando un centricédn (Microcon YM-
3, MWCO 3 kDa) a 13,000xg por 40 minutos repitiendo el proceso de 4-6 veces. Se
prepard una solucion control de sacarosa al 1%. Se tomaron 200 plL de la solucién
control y se colocaron en la parte anterior de la lengua. La boca se enjuagé con agua
corriente y posteriormente se colocaron 200 pyL de la proteina. Los resultados se

reportaron como presencia o ausencia del sabor.
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4.8.2 Actividad Modificadora del sabor — Miraculin

La muestra se dializé en una solucién de 170 mM NacCl, pH 3.7. Se prepararon una
serie de estandares de sacarosa (0.05, 0.10, 0.15, 0.20, 0.25, 0.30, 0.40, 0.45y 05 M) y
se colocaron 200 L de cada uno en la parte anterior de la boca. Entre cada estandar, la
boca se enjuagd con agua corriente. Al finalizar la serie de estandares, se colocaron 500
pL de la proteina y se mantuvieron en la boca por 3 minutos, al terminar el tiempo, la
boca se enjuagd con agua corriente y posteriormente se agregaron 5 mL de una solucién
20 mM citrato de sodio. La evaluacion de la intensidad de la dulzura se evalud con la

eleccidon de una de las soluciones estandar de sacarosa.

4.8.3 Actividad Antimicrobiana — Hepcidin, Scygonadin y Rattusin

Los péptidos antimicrobianos se evaluaron con un ensayo de concentracién minima
inhibitoria contra Staphylococcus aureus una de las bacterias de grupo ESKAPE
(Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter

baumannii, Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter spp).

Para la preparacién del indculo, a partir del cultivo de 12 horas se hizo una dilucién
1:250 en un tubo de cristal con rosca con 5 mL de caldo Mueller-Hinton y se incubd a 37
°Cy 150 rpm. El inéculo se ajusté a 0.2 de DOggo y se realizd 1:100 en un tubo de 1.5 mL

con medio fresco a un volumen final de 1 mL

Para la preparacién de la placa (96 posillos) se incluyeron los siguientes controles
(por triplicado), 1) control de esterilidad: posillos con 200 uL de caldo LB y 2) control de
crecimiento: 100 pL de caldo LB con 100 plL de indculo. En la placa se agregaron 100 L
de medio MH a cada posillo, con excepcion de los pozos de la primera fila, en donde se
realizaron las diluciones de los compuestos a estudiar. Se agregaron 200 ulL de la
proteina a probar en los pozos de la primera fila. La concentracion del compuesto fue

2X para que al agregar el indculo se diluyera 1:2 y se obtuviera la concentracién deseada.
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Se realizaron las diluciones seriales transfiriendo 100 uL a cada pozo de la serie hasta
desechar los ultimos 100 pL. Se agregaron 100 pL de la dilucién del inéculo, previamente
realizada, a los pozos correspondientes en la placa para determinar la MIC. Tras agregar
el indculo, las placas se sellaron para evitar que accidentalmente la tapa se mueva
durante la manipulacién, y se incubaron a 37 °C y 150 rpm durante 16 — 20 horas.
Transcurrido este tiempo, la placa se leyé en el espectrofotémetro para determinar la

densidad dptica.
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CAPITULO 5

5. RESULTADOS

5.1 Sintesis de genes

La secuencia de aminoacidos que codifica para las proteinas Brazzein, Miraculin y
Scygonadin se enviaron a la empresa GenScript y fueron optimizadas para su expresién
en E. coli. Para las secuencias se utilizaron los sitios de restriccion Ncol (CCATGGCT) y
Xhol (CTCGAG). En las Tablas 11, 12 y 13 se muestran las secuencias de aminodcidos, la

secuencia de ADN y el peso de cada gen. En azul se sefialan los sitios de restriccion.

Tabla 11. Secuencia de nucleétidos y aminoacidos que codifican para Brazzein

Secuencia de nucledtidos y aminoacidos que codifican para Brazzein

CCATGGCT GAC AAG TGC AAG AAA GIG TAC GAG AAC TAT CCG GTT AGC AAA TGC
Ncol D K C K K \Y Y E N Y P \Y S K C 15

CAG CTIG GCG AAC CAA TGC AAC TAC GAC TGC AAG CIG GAT AAA CAC GCG caT
Q L A N Q C N Y D C K L K D H A R 32

AGC GGC GAG TGC TIC TAT GAC GAA AAG CGT AAC CIG CAG TGC ATC TGC GAT
S G E C F Y D E K R N L Q C | C D 49

TAC TGC GAA TAT TAA CTCGAG

Y C E Y Stop Xhol 53
Pares de bases Aminoacidos Peso en kDa Punto Isoeléctrico (PI1)
159 53 6.37 6.71
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Tabla 12. Secuencia de nucleétidos y aminodacidos que codifican para Miraculin

Secuencia de nucleétidos y aminoacidos que codifican para Miraculin

CCATGGCT GAC AGC GCG CCG AAC CCG GTG CTG GAC ATC GAT GGC GAG AAG CTG

Ncol D S A P N P \ L D | D G E K L 15

CGT ACC GGT ACC AAC TAC TAT ATT GTG CCG GTT CTG CGT GAT CAC GGT GGC

R T G T N Y Y | \ P \ L R D H G G 32
GGT CTG ACC GTG AGC  GCG ACC ACC CCG AAC GGT  ACC TTT GTT TGC CCG CCG

G L T \ S A T T P N G T F \ C P P 49
CGT GTG GTT CAG ACC CGT AAG GAA  GTG GAC CAC GAT CGT CCG CTG GCG TTC

R \ \ Q T R K E \ D H D R P L A F 66
TTT CCG GAG AAC CCG AAA GAA GAC GTG GTT CGT GTT AGC ACC GAT CTG AAC

F P E N P K E D \ \ R \ S T D L N 83
ATC AAC TTT AGC  GCG TTC ATG CCG TGC CGT  TGG ACC AGC  AGC ACC GTG TGG

| N F S A F M P C R W T S S T \ w 100
CGT CTG GAC AAG TAC GAT  GAG AGC ACC GGC CAG TAT TTC GTG ACC ATT GGC

R L D K Y D E S T G Q Y F \ T | G 117
GGT GTT AAA GGC  AAC CCG GGT CCG GAA ACC ATC AGC AGC TGG TTT AAG ATT

G \ K G N P G P E T | S S w F K | 134
GAG GAA TTC TGC GGC AGC GGT TTT TAC AAA CTG GTG TTC TGC CCG ACC GTT

E E F C G S G F Y K L \ F C P T \ 151
TGC GGC AGC TGC AAG GTG AAA TGC GGC GAC GTT GGT ATC TAT ATT GAT CAA

C G S C K \ K C G D \ G | Y | D Q 168
AAA GGT CGT CGT CGT CTG GCG CTG AGC GAC  AAG CCG TTC GCG TTT GAG TTC

K G R R R L A L S D K P F A F E F 185
AAC AAA ACC GTT TAC TTT TAA CTCGAG

N K T \ Y F Stop Xhol 191

Pares de bases Aminoacidos Peso en kDa Punto Isoeléctrico (PI)

573 191 21.35 7.7

56



Tabla 13. Secuencia de nucledtidos y aminoacidos que codifican para scygonadin

Secuencia de nucleétidos y aminoacidos que codifican para scygonadin

CCATGGCT GGT CAG GCG CIG AAC AAG (TG ATG CCG AAA  ATC GIG AGC GCG ATC
Ncol G Q A L N K L M P K I \ S A | 15

ATT  TAC  ATG GIT GGT CAA CCG AAC GCG GGC GIG ACC TIC CTG GGT CAC CAG
| Y M \ G Q P N A G \ T F L G H Q 32

TGC  CTG GTG GAG AGC ACC CGT CAA CCG GAC  GGT  TTIT TAT ACC GCG AAG ATG

AGC TGC GCG AGC TGG ACC CAC GAT AAC CCG ATC GTT GGT GAA GGC CGT AGC

CGT GIG GAG CIG GAA GCG CIG AAA GGC AGC ATT ACC AAC TIC GTG CAG ACC

GCG AGC  AAC TAC AAG AAA TTT ACC ATC GAC GAG GIT GAA GAT TGG ATT  GCG

A S N Y K K F T | D E \ E D W | A 100

AGC  TAT CTCGAG

S Y Xhol 102

Pares de bases Aminoacidos Peso en kDa Punto Isoeléctrico (PI)

306 102 11.27 6.09

5.2 Clonacion

5.2.1 Construcciones con las proteinas de fusion CusF3H+, SmbP y
PelB_SmbP
Todos los genes que codifican para las proteinas de interés se sintetizaron y
optimizaron para su expresion en E. coli; y fueron clonadas en el plasmido pET30a(+)
bajo los siguientes lineamientos: las proteinas de fusidn se clonaron entre los sitios de
restriccion de Ndel y Kpnl; seguidas del sitio de reconocimiento de la enteroquinasa,
enzima que se utilizdé para separar la proteina de fusion de la proteina de interés, las

cuales estan clonadas entre los sitios de restriccion Ncol y Xhol.
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La siguiente imagen (Figura 9) representa el plasmido y la ubicacion de los genes

gue codifican para las proteinas de interés.

Dralll BspEI, Blpl,PaeR71,PspXI, T1iI, Aval, +5
Psil,BsaXI BfuAl, BspMI,Fspl
Sspl Ncol Alel, Acc651

XmnI Alel

Xbal

Nsil
Pvul,Bpul®l
AsiSI SgrAl
Bsml
EcoNI, +1
Aval,+5 Sphl
Nsil EcoNI
+1
Nrul
PET-30a(+) g
2
+3
Acul BsrDI
AIwNI BstEII
NmeAIII
PspOMI
Apal
BssSal
BssSI BssHII
BsrDI
Pcil HincII
Af1III Hpal
Sapl BsaXIl
BspQl

Pf1FI, Tthl11I,Accl, +1

XmnI
PpuMI, Bpul@I,BspEI Bgll
Fspl

Figura 9. Representacion de las construcciones utilizando el plasmido pET30a(+). La proteina de fusién ya sea
CusF3H+, SmbP o PelB_SmbP se clonaron entre los sitios de restriccion Ndel (naranja) y Kpnl (verde). El sitio
de reconocimiento de la enteroquinasa se encuentra después de la proteina de fusidn y antes de la proteina
de interés. Las proteinas de interés se clonaron entre los sitios de restriccion Ncol (azul) y Xhol (café).

5.2.2  Amplificacion de Miraculin

A continuacidn se muestra la amplificacién de Miraculin (Figura 10) a partir del ADN
previamente sintetizado. En el carril 1 se muestra el marcador de peso molecular, los
carriles 2 y 3 corresponden a los controles negativos (con enzima sin ADN molde y sin
enzima con ADN molde respectivamente). En el carril 4 se logra observar la aparicién
una banda entre los 750 pb y 500 pb; Miraculin presenta un peso de 573 pb por lo que

la amplificacidn coincide con el peso esperado.
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Figura 10. Amplificacién de miraculin en gel de agarosa al 0.7%. El carril 1 muestra el marcador de peso
molecular, en el carril 2 se muestra un control negativo con enzima sin ADN molde, en el carril 3 el control

negativo sin enzima con ADN molde y en el carril 4 se encuentra la amplificacion de Miraculin (573 pb).

5.2.3 Confirmacion del inserto miraculin en la construccion
CusF3H+_Miraculin

Para confirmar la presencia del inserto Miraculin en el pldsmido pET30a(+) _CusF3H+
se realizé una PCR utilizando los oligonucléotidos especificos para Miraculin. Para esta
PCR se utilizaron los ADNs plasmidicos que se obtuvieron a partir de las clonas
resultantes de la transformacién del producto de ligacién. En el carril 1 se muestra el
marcador de peso molecular, en los carriles 2, 3 y 4 los ADNs plasmidicos analizados, el
carril 5 corresponde al control negativo con enzima sin ADN molde y el carril 6 el control
negativo sin enzima con ADN molde. Se puede observar que solo en los carriles 3y 4
aparece una banda de amplificacion muy cercana a los 600 pb, que es esperada ya que

el peso de Miraculin es de 573 pb (Figura 11).
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Figura 11. Productos de la PCR para la confirmaciéon de la construcciéon CusF3H+_Miraculin en gel de
agarosa al 0.7%. Carril 1: marcador de peso molecular, Carriles 2-4: ADNs plasmidicos analizados, carril

5: control negativo con enzima sin ADN molde y carril 6: control negativo sin enzima con ADN molde.

5.2.4 Confirmacion del inserto Brazzein en la construccion SmbP_Brazzein

Para confirmar la presencia del inserto Brazzein en el plasmido pET30a(+)_SmbP se
realizd una PCR utilizando los oligonucléotidos T7. Para esta PCR se utilizaron los ADNs
plasmidicos que se obtuvieron a partir de las clonas resultantes de la transformacion del
producto de ligacion. En el carril 1 de la Figura 12 muestra el marcador de peso
molecular, en los carriles 2 y 3 los ADNs plasmidicos analizados. Se puede observar que
en ambos carriles aparece una banda de amplificacion sobre los 600 pb, que
representan el peso de SmbP_Brazzein (453 pb) mas los extremos amplificados por los

iniciadores T7 (200 pb) un total de 653 pb.
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Figura 12. Productos de la PCR para la confirmacién de la construccién SmbP_Brazzein (653 pb) en gel de

agarosa al 0.7%. Carril 1: marcador de peso molecular, carriles 2 y 3: ADNs plasmidicos analizados.

5.3 Expresion de Proteinas

5.3.1 Microexpresion de CusF3H+_Brazzein y CusF3H+_Miraculin

Las microexpresiones se realizaron para seleccionar la colonia que expresaba mayor
cantidad de proteina, para a partir de ella comenzar la expresién a 1 L o mas. La Figura
13 representa las expresiones piloto para CusF3H+_Brazzein y CusF3H+_ MCL. En el carril
1 se encuentra el marcador de peso molecular, en el carril 2 el control negativo que es
la fraccion soluble de E. coli SHuffle y en el carril 3 su fraccion insoluble; en el carril 3 se
muestra la fraccidn soluble de la expresién de la proteina de fusién CusF3H+; los carriles
5y 7 corresponde a la fraccién soluble de dos clonas de CusF3H+_ Brazzein y en los
carriles 6 y 8 las fracciones insolubles de esas mismas clonas; los carriles 9y 11 muestran
las fracciones soluble de dos clonas de CusF3H+_MCLYy los carriles 10y 12 las fracciones
insolubles de esas mismas clonas. En el caso de CusF3H+_Brazzein (carriles 5-8)
claramente se puede observar la aparicién de nuevas bandas de proteina en
comparacion con las que cominmente expresa la cepa E. coli SHuffle. Se logra visualizar

que los carriles 5y 7 son positivos para CusF3H+_Brazzein, mostrando la aparicion de
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una nueva banda cercana a los 20 kDa, lo que coincide con el peso de la proteina que es
de aproximadamente 17.09 kDa. Ademads en los carriles 6 y 8 casi no se observa la
aparicion de la banda, lo que indica que no hay formacidn de cuerpos de inclusién o
proteina insoluble. Por otro lado, para CusF3H+_MCL los carriles 9 y 11 muestran la
aparicion de una banda por encima de los 30 kDa la cual coincide con el peso de la
proteina CusF3H+_MCL el cual aproximadamente es de 32.07 kDa. Asi mismo se logra
apreciar en los carriles 10 y 12 un poco de proteina insoluble en comparacién con la

proteina soluble expresada.
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Figura 13. Expresiones en pequefia escala para CusF3H+_Brazzein (17.09 kDa) y CusF3H+_MCL (32.07 kDa)
mediante SDS-PAGE al 15%. Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: fraccién soluble E. coli SHuffle
T7 express, carril 3: fraccion insoluble E. coli SHuffle T7 express, carril 4: fraccidn soluble CusF3H+, carril
5y 7: fraccién soluble de CusF3H+_Brazzein, carril 6 y 8: fraccidn insoluble de CusF3H+_Brazzein, carril 9

y 11: fraccidn soluble CusF3H+_Miraculin y carril 10 y 12: fraccién insoluble de CusF3H+_Miraculin.

5.4 Purificacion de Proteinas

5.4.1 Cromatografia IMAC: CusF3H+_Brazzein

Se purificaron 30 mL del clarificado de proteina utilizando una columna HiTrap™
IMAC FF. En la Figura 14 se muestra el cromatograma de purificacion por afinidad a Ni(ll)
de CusF3H+_ Brazzein. Una vez que la muestra se unid a la resina de la columna, ésta

fue lavada con 50 mM Tris, 500 mM NaCl pH 8 hasta que la absorbancia disminuyd,
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posteriormente se realizé la elucién con 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 200 mM imidazol

pH 8 en fracciones de 500 uL cada una.

3500 -
3000 -
2500 -

2000 -

1500 ] CusF3H+_Brazzein
69.658 mL

728.343 mAu

Absorbancia 254 nm (mAu)

1000 -

500 -

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Volumen de elucion (mL)

Figura 14. Cromatograma de purificacion por afinidad a Ni(ll) para CusF3H+_Brazzein. Solucién
amortiguadora de lisis y lavado: 50 mM Tris, 500 mM Nacl, solucién amortiguadora de elucién: 50 mM
Tris, 500 mM NaCl, 200 mM imidazol pH 8. El pico de elucidn se obtuvo a los 69.658 mL de elucidn con
una absorbancia de 728.343 mAu.

En la Figura 15 se observa el analisis de las fracciones de elucién obtenidas. En el
carril 1 se encuentra el marcador de peso molecular, seguido del lisado de E. coli en el
carril 2, el percolado en el carril 3 y la fraccién de lavado en el carril 4, a partir del carril
5-15 muestran las fracciones de elucion obtenidas de la purificacién. Como se puede
observar la mayor cantidad de proteina purificada se encuentra en las primeras
fracciones de la 8-15, resaltando las fracciones 10-12. Ademas, las bandas se encuentran
cercanas a los 20 kDa lo que coincide con el peso molecular esperado que es de 17.09
kDa. En la misma Figura se puede observar la presencia de otras bandas de proteina que

se pudieron unir a la resina pero que representan impurezas.
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Figura 15. Analisis de fracciones de elucién de CusF3H+_Brazzein (17.09 kDa) mediante SDS-PAGE 15%.

Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: lisado, carril 3: percolado, carril 4: lavado, carriles 5-15:

fracciones de elucidn.

Debido las impurezas de la purificacion anterior se decidid realizar una nueva
expresidon y purificacion de CusF3H+_ Brazzein modificando las condiciones de lisis y
lavado. La lisis se llevé a cabo utilizando 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 5 mM imidazol pH
8, una vez cargada la muestra en la columna se lavé con 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 10
mM imidazol pH 8 y finalmente se eluyé con 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 200 mM
imidazol pH 8. En la Figura 16 se muestra el cromatograma de purificacién de esta

proteina, observandose un pico de elucién alos 77 mL con una absorbancia de 1011.621

mAuU.
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Figura 16. Cromatograma de purificacion por afinidad a Ni(ll) para CusF3H+_Brazzein. Solucién
amortiguadora de lisis: 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 5 mM imidazol, solucién amortiguadora de lavado:
50mM Tris, 500mM NacCl, 10mM imidazol y solucién amortiguadora de eluciéon: 50 mM Tris, 500 mM
NacCl, 200 mM imidazol pH 8. El pico de elucidn se obtuvo a los 70 mL de elucién con una absorbancia de

1011.621 mAu.

En la Figura 17 se observa el andlisis de las fracciones de elucién obtenidas. En los
carriles 1y 16 se encuentra el marcador de peso molecular, seguido del lisado de E. coli
en el carril 2, el percolado en el carril 3, las fracciones de lavado en los carriles 4y 5, a
partir del carril 6-26 muestran las fracciones de elucién obtenidas de la purificacién.
Como se puede observar la mayor cantidad de proteina purificada se encuentra en las
primeras fracciones de la 8-14, sin embargo, se aprecian algunas bandas de impurezas.
Por otro lado, en los carriles 15-26, aunque hay menos proteina, esta se observa mas
pura que las fracciones anteriores. Cabe mencionar que todas las bandas se encuentran
cercanas a los 20 KDa lo que coincide con el peso molecular esperado que es de 17.09

KDa.
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Figura 17. Andlisis de fracciones de elucién de CusF3H+_Brazzein (17.09 kDa) mediante SDS-PAGE 15%.

Carriles 1 y 16: marcador de peso molecular, carril 2: lisado, carril 3: percolado, carriles 4 y 5: lavados,

carriles 6-26: fracciones de elucion.

5.4.2 Cromatografia por Intercambio Anionico: CusF3H+_Brazzein

Para esta purificacién se utilizaron las fracciones de elucidn que se obtuvieron de las
purificaciones por afinidad a Ni(ll). Previamente se dializaron para eliminar el imidazol
y el NaCl presentes. Una vez terminada la dialisis la muestra se centrifugd a 10,000 rpm,
10 min a 4°C. Posteriormente se cargd en la columna HiTrap™ Q FF la cual habia sido
equilibrada con una solucidon amortiguadora de 50 mM Tris pH 8, la muestra se cargé en
la columna y se aplicd un gradiente de elucion de 0-100% con 1 M NacCl obteniendo el
cromatograma que se muestra en la Figura 18. En donde se obtuvo un pico de elucién a
los 76.294 mL, a una concentraciéon de 125 mM NaCl (12.5% 1 M NaCl) con una
absorbancia de 577.092 mAu. Cuando la concentracién de NaCl alcanzé el 100% (1 M)

se obtuvo otro pico de elucién a los 156.486 mL con una absorbancia de 85.511 mAu.
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Figura 18. Cromatograma de purificacion por Intercambio Anidnico con gradiente de elucién para

CusF3H+_Brazzein. Pico de eluciéon 1: 76.294 mL, con concentracion de 125 mM NaCl (12.5%) vy

absorbancia de 577.092 mAu. Pico de elucién 2: 156.486 mL con concentracién de 1 M NaCl (100%) y

absorbancia de 85.511 mAu.

El andlisis de las fracciones recolectadas del pico 1 se muestra en la Figura 19, en

donde los carriles 1, 18 y 34 corresponden al marcador de peso molecular, los demds

carriles corresponden a las fracciones de elucién. Se puede observar que las fracciones

2-14 contienen mas proteina que las demas. En la misma imagen se puede observar que

se disminuyeron considerablemente las impurezas o contaminantes proteinicos que se

tenian después de la cromatografia por afinidad a Ni(ll), aunque aun se observa una

banda persistente cercana a los 70 kDa y 40 kDa.
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Figura 19. Andlisis de fracciones de elucién de CusF3H+_Brazzein (17.09 kDa) mediante SDS-PAGE 15%.

Carriles 1, 18 y 34: marcador de peso molecular, carriles: 2-17, 19-33 y 35 fracciones de elucion.

5.5 Cuantificacion de Proteinas

5.5.1 Cuantificacidon de: CusF3H+_Brazzein

Para conocer la concentracion de CusF3H+ Brazzein se realizd un ensayo de
cuantificacién de proteinas por el método Bradford. La Tabla 14 muestra las

concentraciones de los estandares y la absorbancia registrada para cada uno de ellos.

Tabla 14. Datos de la curva de calibracion para la cuantificacion de

proteinas por el método Bradford

Concentracion  Absorbancia Concentracion Absorbancia

0.1 mg/mL 0.402 0.6 mg/mL 0.6
0.2 mg/mL 0.447 0.8 mg/mL 0.649
0.4 mg/mL 0.533 1 mg/mL 0.69

La Figura inferior (Figura 20) muestra la curva de calibracion obtenida a partir de las
mediciones de absorbancia de los estandares de BSA. Utilizando la ecuacién de la recta
se obtuvo una concentracion de 0.88 mg/mL de CusF3H+_Brazzein. Tomando en cuenta
esta concentracidon y multiplicando por los 20 mL de proteina obtenida de la purificacién

por Intercambio Anidnico se obtuvo un total de 17.55 mg/L de CusF3H+_Brazzein.
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Figura 20. Curva de calibracién de BSA para la cuantificacion de CusF3H+_Brazzein

5.6 Remocidn del tag

Para eliminar la proteina de fusién, se llevé a cabo la reaccidon con enteroquinasa.
En la Figura 21 se observa la digestion de CusF3H+_ Brazzein a diferentes tiempos de
exposicién. En el carril 1 se muestra el marcador de peso molecular, el carril 2:
CusF3H+_Brazzein sin digerir y los carriles 3-6 muestran la reaccién a las 2, 4, 6 y 24
horas respectivamente. Se puede observar que a partir de las 3 horas comienza la
aparicion de una banda mayor a los 10 kDa que corresponde a la proteina de fusién
CusF3H+, sin embargo, no se logra visualizar la banda que corresponde a Brazzein (6.37
kDa). Cabe mencionar que aun cuando han transcurrido 24 horas de reaccién, no se

logra una digestion completa.
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Figura 21. Andlisis de digestidén a 25°C con la enzima enteroquinasa para CusF3H+_Brazzein mediante SDS-
PAGE 18%. Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: CusF3H+_Brazzein sin digerir, carril 3: 2 horas de

digestion, carril 4: 4 horas de digestion, carril 5: 6 horas de digestion y carril 6: 24 horas de digestion.

El experimento se repitidé varias veces, aumentando la concentracién de

enteroquinasa y el tiempo de reaccidn, sin embargo no se completaba la reaccién

5.7 Microexpresion de SmbP_Brazzein

La Figura 22 representa las microexpresiones de SmbP_Brazzein. En el carril 1 se
encuentra el marcador de peso molecular, en el carril 2 el control negativo que es la
fraccidén soluble de E. coli SHuffle T7 express y en el carril 3 su fraccion insoluble; en los
carriles 4, 6 y 8 se colocaron las fracciones solubles de 3 clonas diferentes de
SmbP_Brazzein y en los carriles 5, 7 y 9 sus fracciones insolubles. Se logra visualizar que
los carriles 4, 6 y 8 son positivos para SmbP_Brazzein, mostrando la aparicidn de una
nueva banda cercana a los 20 kDa, lo que coincide con el peso de la proteina que es de
aproximadamente 16.8 kDa. Ademas, en los carriles 6, 7 y 9 no se observa la aparicién
de la banda, lo que indica que no hay formacién de cuerpos de inclusién o proteina

insoluble.
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Figura 22. Expresiones en pequefia escala para SmbP_Brazzein (16.8 kDa) mediante SDS-PAGE al 15%.
Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: fraccion soluble E. coli SHuffle T7 express, carril 3: fraccion
insoluble E. coli SHuffle T7 express, carriles 4, 6 y 8: fraccién soluble SmbP_Brazzein, carril 5, 7 y 9: fraccién

insoluble de SmbP_Brazzein.

5.8 Purificacion SmbP_Brazzein: IMAC

Se purificaron 30 mL del clarificado de proteina utilizando una columna HiTrap™
IMAC FF, la muestra se encontraba en 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 5 mM imidazol, pH 8.
En la Figura 23 se muestra el cromatograma de purificacién por afinidad a Ni(l)) de
SmbP_Brazzein. Una vez que la muestra se unié a laresina de la columna, ésta fue lavada
con 50 mM Tris, 500 mM NacCl, 10 mM imidazol pH 8 hasta que la absorbancia
disminuyd, posteriormente se realizo la elucidn con gradiente (0-100%) con 50 mM Tris,

500 mM NacCl, 200 mM imidazol pH 8 en fracciones de 1 mL cada una.
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Figura 23. Cromatograma de purificacion por afinidad a Ni(ll) para SmbP_Brazzein con gradiente de
elucién. Solucion amortiguadora de lisis: 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 5 mM imidazol, solucién
amortiguadora de lavado: 50mM Tris, 500mM NaCl, 10mM imidazol y solucién amortiguadora de elucién:
50 mM Tris, 500 mM NaCl, 200 mM imidazol pH 8. El pico de elucidon mas alto se obtuvo a los 73.9 mL de

elucién con una absorbancia de 264.81.621 mAu

En la Figura 24 se observa el andlisis de las fracciones de elucién obtenidas. En los
carriles 1y 11 se encuentra el marcador de peso molecular, seguido del lisado de E. coli
en el carril 2, el percolado en el carril 3 y una fraccién de lavado en el carril 4, a partir
del carril 6 — 26 muestran las fracciones de elucion obtenidas de la purificacién. Como
se puede observar las fracciones mas puras se encuentran en los carriles 5 — 13, en los
carriles 14 — 20 hay mucha proteina sin embargo se aprecian algunas bandas de
impurezas. Cabe mencionar que todas las bandas se encuentran cercanas a los 20 kDa

lo que coincide con el peso molecular esperado que es de 16.8 KDa.

72



kba 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Vg —g¢ - — -
8= & e .
40 uu T - " e

30 e -

Wl wewwwatd - -

10 ww

Figura 24. Andlisis de fracciones de elucién de SmbP_Brazzein (16.8 kDa) mediante SDS-PAGE 15%. Carriles 1
y 11: marcador de peso molecular, carril 2: lisado, carril 3: percolado, carriles 4: lavado 5-10 y 12-20: fracciones

de elucion

Las 16 fracciones anteriores se dializaron con 50 mM Tris, pH 8 se cuantificaron
mediante el método de Bradford, de las cuales se obtuvo una concentracién de 0.410

mg/mL dando un total de 6.56 mg/L de SmbP_Brazzein.

5.9 Digestion con enteroquinasa y remocion del tag

Se tomaron 2 mg de SmbP_Brazzein y se digirieron con enteroquinasa (1 pL de
enteroquinasa por cada 400 ug de proteina). Y se llevé a cabo la remocidn de la proteina

de fusion usando dos métodos, por cromatografia por exclusidon por tamafio y

cromatografia por intercambio aniénico.

En la Figura 25 se muestra el cromatograma de purificacién por exclusién por
tamafo (SEC) utilizando la columna Superdex 200 Increase 10/300 GL a una presién de
1.10 MPa con un flujo de 0.3 mL/min y se recolectaron fracciones de 200 pL. De la

purificacidn se obtuvieron 7 picos de elucion los cuales fueron analizados por SDS-PAGE

16%.
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Figura 25. Cromatograma de purificaciéon por exclusién por tamafio de SmbP y Brazzein después de

digestion con enteroquinasa. El pico 3 eluyd a los 19.27 mLy el pico 4 a los 20.31 mL.

En la Figura 26 se observan los resultados de los picos de eluciéon 3y 4. En el carril 1
aparece el marcador de peso molecular, en el carril 2 SmbP_Brazzein después de la
digestidon con enteroquinasa, por lo que se pueden observar dos bandas que
representan a SmbP (9.8 kDa) y a Brazzein (6.37 kDa). En los carriles 3 y 4 se cargaron
las muestras correspondientes al pico de elucién 3 y se observa una banda sobre los 10
kDa que representa a SmbP; en los carriles 5 — 7 se cargaron las muestras del pico 4 y se

observa una banda menor a los 10 kDa que corresponde a Brazzein.

74



kba 1 2 3 45 6 7
120

80
60
40
30

|

i ul

20 -

.
10 S

Figura 26. Analisis de fracciones de elucidn por exclusién por tamafio de SmbP (9.8 kDa) y Brazzein
(6.37 kDa) mediante SDS-PAGE 16%. Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: SmbP_Brazzein
después de digestion con enteroquinasa, carriles 3 y 4: fracciones de elucion de SmbP y carriles 5-7:

fracciones de elucidn de Brazzein.

Para la cromatografia por intercambio anidnico se utilizé la columna HiTrap™ Q FF
la cual habia sido equilibrada con una soluciéon amortiguadora de 50 mM Tris pH 8, la
muestra se cargo en la columna y se aplicé un gradiente de elucion de 0-100% con 1 M
NaCl obteniendo el cromatograma que se muestra en la Figura 27. En donde se
obtuvieron dos picos de elucion, el primero a los a los 42.54 mL, a una concentracidn de
312 mM NaCl (31.2% 1 M NaCl) con una absorbancia de 52.67 mAu. El segundo pico de
elucion se obtuvo a los 44.7 mL, a una concentracién de 365 mM NaCl (36.5% 1M NaCl)

y una absorbancia de 100.38 mAU.
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Figura 27. Cromatograma de purificacion por intercambio aniénico para SmbP + Brazzein después de
digerir con enteroquinasa. Buffer de equilibrio: 50 mM Tris, pH 8, y buffer de elucién: 50 mM Tris, 1 M
NaCl, pH 8. El pico de elucidon de Brazzein se obtuvo a los 42.54 mL de elucién con una absorbancia de

52.67 mAu y una concentracién de 312 mM de NaCl (31.2%).

El andlisis de las fracciones recolectadas de los picos 1y 2 se muestra en la Figura
28, en donde los carriles 1y 16 corresponden al marcador de peso molecular, en el carril
2 se observa SmbP_Brazzein después de la digestidn con enteroquinasa y en los carriles
3-15y 17 —30 las fracciones de elucion. Se puede observar que a partir de la fraccién
12 — 20 aparece una banda cercana a los 10 kDa que corresponde a Brazzein (6.37 kDa)
y de las fracciones 23-30 se observa una banda sobre los 10 kDa que corresponde a la

proteina de fusion SmbP.
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Figura 28. Andlisis de fracciones de elucion de la separacién de SmbP (9.8 kDa) + Brazzein (6.37 kDa) por
IA mediante SDS-PAGE 15%. Carriles 1 y 16: marcador de peso molecular, carril 2: Digestion de
SmbP_Brazzein con enteroquinasa, carriles 12-20: fracciones de elucién de Brazzein, carriles 23-30:

fracciones de elucidon de SmbP.

5.10 Evaluacion de la actividad

Para la evaluacién de la actividad se recolectaron las fracciones de Brazzein y se
dializaron con agua. Se cuantificaron con el método BCA y se obtuvo una concentracién
de 0.147 mg/mL. La actividad la evaluaron 5 individuos tomando 200 uL de una solucidn
de sacarosa al 1% para determinar si percibian la dulzura, una vez que la percibieron, se
enjugaron la boca con agua y posteriormente se colocaron 200 uL de la proteina, y
aunque no se detectd dulzura similar a la de la sacarosa, se percibié un sabor diferente

mas no dulce.

5.11 Purificacion de proteinas

5.11.1 Cromatografia IMAC: CusF3H+_MCL

Se purificaron 30 mL del clarificado de proteina utilizando una columna HiTrap™
IMAC FF. En la Figura 29 se muestra el cromatograma de purificacion por afinidad a Ni(l))
de CusF3H+_ MCL. Una vez que la muestra se unié a la resina de la columna, ésta fue

lavada con 50 mM Tris, 500 mM NaCl pH 8 hasta que la absorbancia disminuyé,
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posteriormente se realizé la elucién con 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 200 mM imidazol

pH 8 en fracciones de 500 uL cada una.
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Figura 29. Cromatograma de purificacion por afinidad a Ni (Il) para CusF3H+_MCL. Solucién amortiguadora
de lisis y lavado: 50 mM Tris, 500 mM NaCl, solucién amortiguadora de elucién: 50 mM Tris, 500 mM NaCl,
200 mM imidazol pH 8. El pico de elucion se obtuvo a los 74.40 mL de elucién con una absorbancia de

604.09 mAu

En la Figura 30 se observa el analisis de las fracciones de elucién obtenidas. En el
carril 1 se encuentra el marcador de peso molecular, seguido del lisado de E. coli en el
carril 2, el percolado en el carril 3 y la fraccién de lavado en el carril 4, a partir del carril
5 — 15 muestran las fracciones de elucion obtenidas de la purificaciéon. Como se puede
observar no hay presencia de la banda de CusF3H+_MCL (32.07 kDa) en ninguno de los

carriles.
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Figura 30. Analisis de fracciones de elucién de CusF3H+_MCL (32.07 kDa) mediante SDS-PAGE 15%. Carril 1:
marcador de peso molecular, carril 2: lisado, carril 3: percolado, carril 4: lavado, carriles 5-15: fracciones de

elucién.

De los resultados anteriores se analizdé por SDS-PAGE el residuo celular y fue ahi

donde se visualizo la banda de CusF3H+_MCL.

5.12 Solubilizacion de CusF3H+_MCL

5.12.1 Tratamiento con lisozima y lisozima/triton X-100 vy lisis celular

Se expresaron 500 mL de CusF3H+_ MCL y se recolectd el sedimento celular el cual
se resuspendié en 50 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 8 y se traté con lisozima (0.3 mg/mL)
y se incubd por 3 horas a 4°C y posteriormente se lisé con perlas de vidrio. Al finalizar,
una fraccién se incubd con triton X-100 1%, en cada paso del proceso se tomaron
muestras tanto del clarificado como del residuo celular y se analizaron por SDS-PAGE.
En la Figura 31 se observan los resultados de este tratamiento, en donde el carril 1
corresponde al marcador de peso molecular, en el carril 2 el clarificado del tratamiento
con lisozima, en el carril 3 el residuo celular del tratamiento con lisozima; en el carril 4
el clarificado del tratamiento con lisozima después de la lisis celular, en el carril 5 el
residuo celular del tratamiento con lisozima después de la lisis celular; en el carril 7 el
clarificado del tratamiento con lisozima y triton, en el carril 8 el residuo celular del

tratamiento con lisozima y triton; en el carril 9 el clarificado del tratamiento con
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lisozima, lisis celular y triton y finalmente en el carril 10 el residuo celular del
tratamiento con lisozima, lisis celular y triton. Se puede observar que en los carriles 3,
5, 8 y 10 se observa la banda de CusF3H+_ MCL, sin embargo todos estos carriles

corresponden al residuo celular y no a la fraccidn soluble.
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Figura 31. Andlisis de fracciones del tratamiento con lisozima, lisozima/triton y lisis celular para

CusF3H+_MCL (32.07 kDa) por SDS-PAGE 15%. Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: clarificado
del tratamiento con lisozima, carril 3: residuo celular del tratamiento con lisozima, carril 4: clarificado
del tratamiento con lisozima después de la lisis celular, carril 5: residuo celular del tratamiento con
lisozima después de la lisis celular, carril 7: clarificado del tratamiento con lisozima y triton, carril 8:
residuo celular del tratamiento con lisozima y triton, carril 9: clarificado del tratamiento con lisozima,

lisis celular y triton, carril 10: residuo celular del tratamiento con lisozima, lisis celular y triton.

5.12.2 Tratamiento con NaCl y triton X-100

Se expresaron 500 mL de CusF3H+_MCL, se recolectd el sedimento celular y se
resuspendié en 50 mM Tris, 500 mM NacCl, pH 8, posteriormente se lisé con perlas de
vidrio. Después de la lisis, la muestra se centrifugd y se recolectd el clarificado vy el
residuo celular. El residuo celular se resuspendié en 18 mL de 50 mM Tris, 1 M NaCl, pH
8 (CRC), se incubd a 4 °C por 30 minutos con agitacion (RC1) y después se agregaron 2
mL de triton X-100 al 10%, la adicién de triton X-100 y NaCl 1M se continué cada 30

minutos por 2 horas muestreando entre cada adicidn, finalmente la muestra se dejé
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incubar durante toda la noche. Todas las muestras recolectadas se centrifugaron y se

analizé su residuo celular y el clarificado.

En la Figura 32 se observan los resultados de estos tratamientos descritos en la Tabla
15. De los resultados de este experimento se puede observar que en los carriles 4, 6, 8,
10y 12 se observa la presencia de CusF3H+_MCL (32.07 kDa) sin embargo, al igual que
en el tratamiento anterior, todos estos carriles corresponden al residuo celularyno ala

fraccion soluble.
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Figura 32. Andlisis de fracciones del tratamiento con NaCl/Triton X-100 para CusF3H+_MCL (32.07 kDa)
por SDS-PAGE 15%. Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: clarificado después de la lisis celular,
carril 3: clarificado del tratamiento con 50 mM Tris, 1M NaCl, carril 4: residuo celular del tratamiento con
50 mM Tris, 1M NaCl, carril 5: clarificado del tratamiento con 50 mM Tris, 1M NaCl, 1% triton X-100,
carril 6: residuo celular del tratamiento con 50 mM Tris, 1M NaCl, 1% triton X-100, carril 7: clarificado del
tratamiento con 50 mM Tris, 1M NacCl, 1.8% triton X-100, carril 8: residuo celular del tratamiento con 50
mM Tris, 1M NaCl, 1.8% triton X-100, carril 9: clarificado del tratamiento con 50 mM Tris, 1M NaCl, 2.1%
triton X-100, carril 10: residuo celular del tratamiento con 50 mM Tris, 1M NaCl, 2.1% triton X-100, carril
11: clarificado del tratamiento con 50 mM Tris, 1M NaCl, 2.1% triton X-100 por toda la noche, carril 12:

residuo celular del tratamiento con 50 mM Tris, 1M NaCl, 2.1% triton X-100 por toda la noche.
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Tabla 15. Condiciones del tratamiento para CusF3H+_MCL con triton X-100 y NaCl.

Carril Tratamiento
1 Marcador de peso molecular
2 Clarificado
3 Clarificado del tratamiento con 50 mM TRIS, 1M NacCl
4 Residuo celular del tratamiento con 50 mM TRIS, 1M NaCl
5 Clarificado del tratamiento con 50 mM TRIS, 1M NaCl, 1% triton X-100
6 Residuo celular del tratamiento con 50 mM TRIS, 1M NacCl, 1% triton X-100
7 Clarificado del tratamiento con 50 mM TRIS, 1M NacCl, 1.8% triton X-100
8 Residuo del tratamiento con 50 mM TRIS, 1M NaCl, 1.8% triton X-100
9 Clarificado del tratamiento con 50 mM TRIS, 1M NacCl, 2.1% triton X-100
10 Residuo del tratamiento con 50 mM TRIS, 1M NaCl, 2.1% triton X-100
11 Clarificado del tratamiento con 50 mM TRIS, 1M NacCl, 2.1% triton X-100 por
toda la noche
12 Residuo del tratamiento con 50 mM TRIS, 1M NaCl, 2.1% triton X-100 por

toda la noche

Nota: Clarificado se refiere al sobrenadante obtenido del tratamiento, por residuo se

refiere al pellet celular resultante del tratamiento

5.12.3 Extraccion por congelacion/descongelacion y detergentes idnicos

sedimento celular y se resuspendié en 50 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 8. Después se
congeld con una mezcla de CO2/Metanol y rapidamente se descongeld en un bafio de
agua a 37 °C. El proceso se repitid 7 veces. Después se agregaron los detergentes CHAPS
((3-Colamidopropil) Dimetilamonio)-1-Propanosulfonato) al 1%, sarcosil al 0.3% vy
betamercaptoetanol (BME) 1 mM en todas las posibles combinaciones y se incubaron a
4 °C por 1 hora, 4 °C por 24 horas, 25 °C por 1 hora y 25 °C por 24 horas. Al pasar el
tiempo de incubacidén, las muestras se centrifugaron y se colecté el clarificado para su
analisis. En la Figura 33 se puede observar el analisis por SDS-PAGE 15% de todas las

combinaciones a 4 °C, sin embargo no se logra observar la presencia de CusF3H+_MCL

Para esta extraccion se expresaron 500 mL de CusF3H+ MCL. Se recolectd el

(32.07 kDa). Cabe mencionar que se obtuvieron los mismos resultados a 25 °C.
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Figura 33. Anélisis de fracciones del tratamiento por congelacién/descongelacidn y detergentes idnicos
a 4°C. Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: 0.1% CHAPS 1hora, carril 3: 0.1% CHAPS 24 horas,
carril 4: 0.3% sarcosil 1 hora, carril 5: 0.3% sarcosil 24 horas, carril 6: 1 mM BME 1 hora, carril 7: 1mM
BME 24 horas, carril 8: 0.1% CHAPS + 0.3% sarcosil 1hora, carril 9: 0.1% CHAPS + 0.3% sarcosil 24 horas,
carril 10: 0.1% CHAPS + 1 mM BME 1 hora, carril 11: 0.1% CHAPS + 1 mM BME 24 horas, carril 12: 0.3%
sarcosil + 1 mM BME 1 hora, carril 13: 0.3 sarcosil + 1 mM BME 24 horas, carril 14: 0.1% CHAPS + 0.3%
sarcosil + 1 mM BME 1 hora, carril 15: 0.1% CHAPS + 0.3% sarcosil + 1 mM BME 24 horas.

Todos los tratamientos para solubilizar CusF3H+_MCL se llevaron a cabo también
para SmbP_MCL, obteniendo los mismos resultados. En los cuales la proteina

permanecio en el residuo celular.

5.13 Expresion de CusF3H+_MCL en E. coli Origami2(DE3)

Se expresaron 500 mL de CusF3H+_MCL en la cepa E. coli Origami2(DE3). El
sedimento celular se resuspendié en 30 mL de la solucién amortiguadora de unidn, se
agregaron 0.2 mg/mL de lisozima y se incubd por 1 hora a 4 °Cy se lisaron con perlas de
vidrio a 4 °C por 16 ciclos de 1 minuto; entre cada ciclo, la muestra se mantenia en hielo.
El clarificado obtenido se purificd por IMAC y las fracciones obtenidas se analizaron por
SDS-PAGE 12% (Figura 34). En el carril 1 se encuentra el marcador de peso molecular,

en el carril 2 el clarificado de CusF3H+_MCL, en el carril 3 los restos celulares, en el carril
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4 el percolado, en el carril 5 el lavado y en los carriles 6 — 10 las fracciones de elucién de
CusF3H+_MCL. Se puede observar que incluso en esta cepa, afiadiendo lisozima vy

aumentando el tiempo de lisis, la proteina permanece en los restos celulares.
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Figura 34. Purificacién de CusF3H+_MCL (32.07 kDa) expresada en Origami2(DE3) mediante SDS-PAGE al
12%. Carril 1: Marcador de peso molecular, carril 2: Clarificado, carril 3: Restos celulares después de lisis
con perlas de vidrio y lisozima, carril 4: percolado, carril 5: fraccidon de lavado, carril 6-10: fracciones de

elucién de CusF3H+_MCL.

5.14 Expresion en NativeFolder™

Para la expresion en el medio NativeFolder™ se prepararon 30 mL del medio y se
incularon con células de E. coli SHuffle transformadas con CusF3H+_ MCL y SmbP_MCL.
Se llevé a cabo la expresion a 20 °C por 16 horas y se analizé 1 mL de la expresion. La
Figura 35 muestra los resultados de esta expresién, en la que el carril 2 muestra el
marcador de peso molecular, el carril 3 SmbP_MCL antes de la induccién, el carril 4
SmbP_MCL después de la induccidn, el carril 5 CusF3H+_MCL antes de la induccidn, el
carril 6 CusF3H+_MCL después de la induccidn. Estas muestras se prepararon mediante
calentamiento a 95 °C por 5 minutos. Las muestras de los carriles 8 y 9 se lisaron con
perlas de vidrio, en el carril 8 se encuentra SmbP_MCL después de la induccién y en el

carril 9 CusF3H+_MCL después de la induccidn. Se puede observar la aparicidon de una
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banda entre los 25 y 35 kDa que corresponde a SmbP_MCL (31.72 kDa) y CusF3H+_MCL
(32.07 kDa). Esto significa que en este medio de cultivo es posible obtener SmbP_MCL

y/o CusF3H+_MCL en la fraccidn soluble. Posteriormente el proceso se escalé a 500 mL.
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Figura 35. Andlisis de microexpresién de SMbP_MCL(31.72 kDa) y CusF3H+_MCL (32.07 kDa) en medio
Native Folder mediante SDS-PAGE 15%. Carril 2: marcador de peso molecular, carril 3: SmbP_MCL antes
de la induccidn con calentamiento a 95°C, carril 4: SmbP_MCL después de la induccidn con
calentamiento a 95°C, carril 5: CusF3H+_MCL antes de la induccidn con calentamiento a 95°C, carril 6:
CusF3H+_MCL después de la induccién con calentamiento a 95°C, carril 8: SmbP_MCL después de la
induccion por lisis con perlas de vidrio, carril 9: CusF3H+_MCL después de la induccién por lisis con

perlas de vidrio.

5.15 Purificacion de SmbP_MCL expresada en Native Folder™

5.15.1 Purificacion IMAC

Se purificaron 30 mL del clarificado de proteina utilizando una columna HiTrap™
IMAC FF. En la Figura 36 se muestra el cromatograma de purificacion por afinidad a Ni(l))
de SmbP_MCL. Una vez que la muestra se unié a la resina de la columna, ésta fue lavada

con el buffer de unién (50 mM Tris, 500 mM NacCl, 5 mM imidazol, pH 8) hasta que la
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absorbancia disminuyd, posteriormente se realizé la elucién en un solo paso con 50 mM

Tris, 500 mM NacCl, 200 mM imidazol pH 8 en fracciones de 1 mL cada una.
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Figura 36. Cromatograma de purificacion por afinidad a Ni(ll) para SmbP_MCL expresada en Native Folder.
Solucién amortiguadora de lisis y lavado: 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 5 mM imidazol, pH 8 y solucion
amortiguadora de elucién: 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 200 mM imidazol, pH 8. El pico de elucién se obtuvo

alos 59.28 mL de elucidn con una absorbancia de 191.73 mAu.

En la Figura 37 se observa el andlisis de las fracciones de elucién obtenidas. En los
carriles 1y 11 se encuentra el marcador de peso molecular, seguido del lisado de E. coli
en el carril 2, el percolado en el carril 3 y la fraccidn de lavado en el carril 4, a partir del
carril 5—10y 12 — 20 se muestran las fracciones de elucién obtenidas de la purificacién.
Como se puede observar en el lisado se aprecia una banda entre los 15 y 35 kDa que
corresponde a SmbP_MCL (31.72 kDa), asi mismo se observa la misma banda en el
percolado, lo que significa que no la proteina no se unié por completo a la resina,
también se puede observar que a partir del carril 7 aparece la banda en las fracciones

de elucidén, en donde los carriles 8 — 10 muestran una mayor cantidad de proteina eluida.
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Figura 37. Andlisis de fracciones de elucion de SmbP_MCL (31.72 kDa) expresada en Native Folder
mediante SDS-PAGE 15%. Carriles 1y 11: marcador de peso molecular, carril 2: lisado, carril 3: percolado,

carril 4: lavado, carriles 5-10 y 12-20: fracciones de elucién.

5.16 Remocidn del tag: cromatografia por intercambio anidnico

Las fracciones anteriores se recolectaron y se dializaron con 50 mM Tris, pH 8 y se
cuantificaron por el método Bradford obteniendo una concentracion de 0.26 mg/mL
dando un total de 2.06 mg/0.5L. Posteriormente se llevd a cabo la reaccidon con
enteroquinasa agregando 8 uL (41.2 U) alos 2.06 mg de SmbP_MCL. La reaccién se llevo

a cabo a 22 °C durante 20 horas.

Una vez terminada la reaccion de digestidn, la muestra se desgasificéd y se purificéd
por intercambio anidnico usando una columna HiTrap™ Q FF, una presién de 0.5 MPa,
flujo de 0.3 mL/min y se recolectaron fracciones de 500 pL. En la Figura 38 se observa el

cromatograma de elucién en el cual se obtuvieron 4 picos de elucién.
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Figura 38. Cromatograma de purificacién por intercambio anidnico para SmbP + MCL después de digerir
con enteroquinasa. Buffer de equilibrio: 50 mM Tris, pH 8, y buffer de elucién: 50 mM Tris, 1M NaCl, pH 8.
El pico 1 se obtuvo a los 45.18 mL de elucion con una absorbancia de 54.38 mAu y una concentracién de
256 mM de NaCl (25.6%). El pico 2 se obtuvo a los 47.38 mL de elucién con una absorbancia de 64.22 mAu
y una concentracion de 311 mM de NaCl (31.1%). El pico 3 se obtuvo a los 48.64 mL de elucién con una
absorbancia de 77.64 mAu y una concentracion de 343 mM de NaCl (34.3%). El pico 4 se obtuvo a los 51.04

mL de elucién con una absorbancia de 73.81 mAu y una concentracion de 403 mM de NaCl (40.3%).

Todas las fracciones de los picos de elucidn 1-4 se analizaron por SDS-PAGE 15%. Los
resultados se muestran en la Figura 39, en donde los carriles 1 y 16 corresponden al
marcador de peso molecular, en el carril 2 la muestra sin digerir en donde se puede
observar la banda caracteristica por debajo de los 35 kDa; en el carril 3 la muestra
digerida con enteroquinasa por 20 horas en donde se aprecia la aparicién de MCL (31.72
kDa) y SmbP (9.8 kDa) aunque también se observa que no se completd la digestion al
100%; a partir del carril 4 comienzan las fracciones de elucién. Se puede observar
también que solo en las fracciones 12 — 15 se observa la banda de MCL y a partir de la
fraccién 17 a la 25 se aprecian las bandas de MCL y SmbP, lo que significa que no se
obtuvieron en fracciones separadas. Finalmente debido a la que digestion no se llevd

por completo, aparece la banda de la quimera en las fracciones 26 — 30. En esta misma
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Figura, se puede apreciar la presencia de otras bandas contaminantes que no pudieron

ser removidas.

kDa 1 2 34 56 7 89
116 -

1011 12131415 16 17 18 1 9 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Figura 39. Analisis de fracciones de elucidn de la separacidon de SmbP (9.8 kDa) + MCL (21.35 kDa) por IA
mediante SDS-PAGE 15%. Carriles 1 y 16: marcador de peso molecular, carril 2: SmbP_MCL sin digerir,
carril 3: Digestién de SmbP_MCL con enteroquinasa, carriles 12-15: fracciones de elucién de MCL, carriles

17-25: fracciones de elucién de MCL + SmbP y carriles 26-30: fracciones de elucién de SmbP_MCL.

5.17 Evaluacion de la actividad de MCL

Las fracciones que solo contenian la proteina MCL, se dializaron en 170 mM NaCl,
pH 3.7 y se evaluaron mediante un analisis sensorial. 5 individuos que reportan buena
salud colocaron 500 plL en la boca de cada estandar de sacarosa, entre cada uno se
enjuagaron la boca con agua. Se colocaron 500 pL (0.150 mg) la proteina en la bocay la
mantuvieron por 3 minutos, se enjuagaron la boca con agua y se aplicaron 2 mL de 20
mM citrato de sodio y evaluaron la presencia o ausencia de sabor. Ninguno de los

individuos detecté actividad alguna.
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5.18 Clonacion

5.18.1 CusF3H+_Scygonadin, SmbP_Scygonadin y PelB_SmbP_Scygonadin

Las construcciones CusF3H+_Scygonadin, SmbP_Scygonadin y
PelB_SmbP_Scygonadin se llevaron a cabo utilizando la metodologia de los puntos 4.4
y 4.5. Una vez confirmada la presencia de inserto se evalué la expresidn de esta proteina

mediante una microexpresion con previa transformacién en la cepa E. coli SHuffle.

5.19 Microexpresion de CusF3H+_Scygonadin, SmbP_Scygonadin y
PelB_SmbP_Scygonadin

La Figura 40 representa las microexpresiones de PelB_SmbP_Scygonadin (21.1 kDa),
CusF3H+_Scygonadin (21.4 kDa) y SmbP_Scygonadin (21.1 kDa). Para las proteinas
CusF3H+_Scygonadin y SmbP_Scygonadin se evaluaron dos condiciones de expresion,
la primera a 17 °C por 16 horas con una concentracién final de IPTG 0.1 mM y la segunda
condicidn a 37 °C por 16 horas con una concentracién final de IPTG 0.01 mM. Para la
expresiéon con PelB_SmbP se utilizaron las siguientes condiciones 17 °C por 16 horas con
una concentracion final de IPTG 0.1 mM. En la Tabla 16 se resume cada una de las
muestras evaluadas junto con las condiciones de expresidn y los pesos esperados. Los
resultados a 17 °C con CusF3H+ y SmbP muestran una banda de expresién mucho mas
grande que a 37 °C que coinciden con los pesos esperados de la proteina. Si bien hay
expresidon a 37 °C esta es mucho mas baja. Para el caso de PelB_SmbP se logra observar
la aparicién de una banda en la fraccién hipotdnica que corresponde con el peso
deseado (21.1 kDa) y que comparandola con la expresién citoplasmatica con CusF3H+y

SmbP se logra observar una menor contaminacién con proteinas de la bacteria.
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Figura 40. Microexpresion a diferentes condiciones de PelB_SmbP_Scygonadin (21.1 kDa),
CusF3H+_Scygonadin (21.4 kDa) y SmbP_Scygonadin (21.1 kDa). Carril 1: F- Hiper. E. coli BL21(DE3), carril 2:
F. hipo E. coli BL21(DE3), carril 3: F. Hiper PelB_SmbP_Scygonadin, carril 4: F. Hipo. PelB_SmbP_Scygonadin,
carril 5: marcador de peso molecular, carril 6: control negativo E. coli Shuffle T7 express a 17 °C /16 horas/0.1
mM IPTG, carril 7: CusF3H+_Scygonadin, carril 8: SmbP_Scygonadin, carril 9: control negativo E. coli Shuffle
T7 express a 37 °C /16 horas/0.1 mM IPTG, carril 10: CusF3H+_Scygonadin y carril 11: SmbP_Scygonadin.

Tabla 16. Muestras de microexpresion a diferentes condiciones de
PelB_SmbP_Scygonadin, CusF3H+_Scygonadin y SmbP_Scygonadin.

Carril Muestra Condiciones de expresién kDa
1 Fraccion hiperténica E. coli BL21(DE3) -

2 Fraccion hipoténica E. coli BL21(DE3)  _ e

) i 17 °C /16 horas/0.1 mM IPTG
3 F. Hiper. PelB_SmbP_Scygonadin

) ) 21.1 kDa
4 F. Hipo. PelB_SmbP_Scygonadin
5 Marcador de peso molecular
6 E. coli Shuffle T7 express
7 CusF3H+_Scygonadin 17 °C /16 horas/0.1 mM IPTG 21.4 kDa
8 SmbP_Scygonadin 21.1 kDa
9 E. coli Shuffle T7 express
10 CusF3H+_Scygonadin 37°C /16 horas/0.1 mM IPTG 21.4 kDa
11 SmbP_Scygonadin 21.2 kDa
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5.20 Expresion y purificacion IMAC: CusF3H+_Scygonadiny
SmbP_Scygonadin.

Se expresé 1L de medio LB con cada una de las proteinas con las siguientes
condiciones de expresion 17 °C por 16 horas con una concentracién final de 0.1 mM
IPTG. Las células se recolectaron y se lisaron y se purificaron con una columna His-Trap
FF de 1 mL. Las Figuras 41 y 42 muestran el cromatograma de purificacion con elucién
en un paso y el analisis de la purificacion de CusF3H+_Scygonadin respectivamente, en
donde se observa una alta concentracién de proteinas en las fracciones de elucién
(carriles 8 — 15) puesto que se observa una gran banda entre los 20 y 25 kDa que
corresponde con el peso deseado de 21.4 kDa. Las fracciones de juntaron y se

cuantificaron por BCA obteniendo 6.23 mg/L de resina, un total 49.84 mg/L de
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Figura 41. Cromatograma de purificacién por afinidad a Ni(ll) para CusF3H+_Scygonadin. Solucidn
amortiguadora de lisis y lavado: 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 5 mM imidazol, pH 8 y solucién amortiguadora de
elucion: 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 200 mM imidazol, pH 8.
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Figura 42. Andlisis de fracciones de purificacion IMAC de CusF3H+_Scygonadin (21.4 kDa) por SDS-PAGE 12%.
Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: lisado/clarificado, carril 3: percolado/fracciéon no unida, carriles
4 — 7: fracciones de lavado con 50 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 8.05, carriles 8 — 15: fracciones de elucion de
CusF3H+_Scygonadin.

Aligual que con CusF3H+, se expresé 1L de SmbP_Scygonadin, para ambas proteinas
se usaron las mismas condiciones de expresidn y purificando con resina. En las Figuras
43 y 44 se logra observar el cromatograma de purificacién y los resultados de la
purificacion de SmbP_Scygonadin. En las fracciones de elucién (Figura 44) se logra
observar una banda ancha de SmbP_Scygonadin que corresponde al peso deseado 21.1
kDa. También es posible observar que una gran parte de la muestra se pierde (carril 3)
ya gque no se unidé a la resina y en comparaciéon con CusF3H+_Scygonadin se logra
observar una mayor pérdida de proteina en las fracciones de lavado. Las fracciones de
elucién se juntaron y se cuantificaron por BCA obteniendo 4.04 mg/mL de resina un

total de 38.38 mg/L de expresién de SmbP_Scygonadin.
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Figura 43. Cromatograma de purificacion por afinidad a Ni(ll) para SmbP_Scygonadin. Solucién amortiguadora

de lisis y lavado: 50 mM Tris, 500 mM NacCl, 5 mM imidazol, pH 8 y solucién amortiguadora de elucién: 50 mM
Tris, 500 mM NacCl, 200 mM imidazol, pH 8.
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Figura 44. Anadlisis de fracciones de purificacién IMAC de SmbP_Scygonadin (21.1 kDa) por SDS-PAGE 12%.
Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: lisado/clarificado, carril 3: percolado/fracciéon no unida, carriles
4y 5: fracciones de lavado con 50 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 8.05, carriles 6 — 15: fracciones de elucion de
SmbP_Scygonadin.
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5.21 Digestion con enteroquinasa y remocion del tag:
CusF3H+_Scygonadin y SmbP_Scygonadin.
Para la digestién de CusF3H+_Scygonadin con enteroquinasa se digirieron 3.13 mg
de quimera con 10 pL de enzima (3.2 pL de enzima/mg de proteina); la reaccidn se llevo
a cabo a 25 °C durante 16 horas. El proceso se replicé para SmbP_Scygonadin en donde

se digirieron 2.02 mg de quimera con 6.5 uL de enzima.

Al finalizar la reaccidon las muestras digeridas de CusF3H+ Scygonadin y
SmbP_Scygonadin se purificaron con la resina HisPur Ni-NTA y las fracciones se
analizaron por SDS-PAGE al 15%. Los resultados se presentan en las Figuras 45 y 46.

Como se puede observar (Figura 45) la digestion con enteroquinasa permitio la
separacion de CusF3H+ (10.15 kDa) y Scygonadin (11.27 kDa). Dado que CusF3H+ posee
la habilidad de unirse a la resina, Scygonadin se pudo recuperar en la fraccidn no unida

y en las fracciones de lavado.
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Figura 45. Reaccion con enteroquinasa (EK) para la remocion del tag de CusF3H+_Scygonadin (21.4). Carril 1:
marcador de peso molecular, carril 2: CusF3H+_Scygonadin (21.4 kDa) sin digerir, carril 3: CusF3H+ (10.15 kDa)
+ Scygonadin (11.27 kDa) después de la digestién con enteroquinasa, carril 4: percolado/fracciéon no unida,
carriles 5 — 7: fracciones de lavado, carriles 8 — 10: fracciones de elucion.
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Los resultados para fueron muy similares para la quimera con SmbP. La Figura 46
muestra la separacién de SmbP (9.8 kDa) y Scygonadin (11.27 kDa); en donde
igualmente se pudo recuperar la proteina de interés (Scygonadin) en la fraccion no

unida y en las fracciones de lavado.
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Figura 46. Reaccidn con enteroquinasa (EK) para la remocion del tag de SmbP_Scygonadin (21.1 kDa). Carril 1:
SmbP_Scygonadin (21.1 kDa) sin digerir, carril 2: SmbP (9.8 kDa) + Scygonadin (11.27 kDa) después de la
digestion con enteroquinasa, carril 3: marcador de peso molecular, carril 4: percolado/fraccién no unida,
carriles 5 — 7: fracciones de lavado, carriles 8 — 10: fracciones de elucion.

5.22 Evaluacion de la actividad de Scygonadin

Las fracciones que solo contenian la proteina Scygonadin que fueron obtenidas de
su expresién con CusF3H+ y SmbP se dializaron por separado en 50 mM Tris, pH 8.05 y
se evaluaron mediante un ensayo en placa (ensayo preliminar). Las placas con LB se
sembraron con E. coliy S. aureus y a cada una se le afiadieron discos de papel filtro con
la proteina absorbida, las placas se incubaron a 37 °C durante 16 horas. Después de la
incubacién se analizaron las placas en busca de halos de inhibicidn. Los resultados no

mostraron la presencia de halo.
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Al no observar halo de inhibicién en la prueba preeliminar, se llevé a cabo un analisis
de concentracién minima inhibitoria. Se evaludé Scygonadin obtenida con CusF3H+ vy
SmbP contra Staphylococcus aureus. Los resultados de scygonadin obtenida con
CusF3H+ no mostraron inhibicién del crecimiento de la cepa. Por otra parte, la
Scygonadin obtenida con SmbP se envalud contra S. aureus, se utilizaron una serie de
concentraciones del antimicrobiano (8.0, 4.0, 2.0, 1.0, and 0.5 uM) los resultados
mostraron una MIC de 4.23 uM como se muestra en la Figura 47.

MIC =4.232 uyM
logMIC = 0.6266 pM
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Figura 47. Actividad antimicrobiana de Scygonadin contra 1 x10 5 UFC/mL de Staphylococcus aureus. Los
puntos en la grafica representan cada concentracion de Scygonadin evaluada a las 24 h de incubacién. Las
barras de error representan la desviacion estandar entre las tres replicas. El resultado de la prueba T de
Student revel6 diferencias significativas contra el control negativo (p<0.05).

5.23 Clonacidn por tandems: Brazzein3xNG, Rattusin2xNG y
Rattusin3xNG

5.23.1 Sintesis de genes y clonacion

La secuencia de aminodcidos que codifica para las proteinas Brazzein3xNG,
Rattusin2xNG y Rattusin3xNG se disefaron colocando los aminoacidos NG, los cuales
son el sitio de corte para la hidroxilamina. Las Tablas 17, 18 y 19 muestran las secuencias

de aminodcidos, la secuencia de ADN y el peso de cada gen; el sitio NG se representa en
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verde. Los tres genes se clonaron con las proteinas de fusién CusF3H+, SmbP vy

PelB_SmbP.

Tabla 17. Secuencia de nucleétidos y aminoacidos que codifican para Brazzein3xNG

Secuencia de nucleétidos y aminoacidos que codifican para Brazzein3xNG

CCATGGCT AAC  GGT GAC AAG TGC AAG AAA GIG TAC GAG AAC TAT CCG GTT  AGC
Ncol D K C K K \Y Y E N Y P \Y S 15

AAA TGC CAG CIG GCG AAC CAA TGC AAC TAC GAC TGC AAG CIG GAT AAA  CAC

K C Q L A N Q C N Y D C K L D K H 32
GCG CGT AGC GGC GAG TGC TIC TAT GAT GAA AAG CGT AAC CIG CAG TGC ATC

A R S G E C F Y D E K R N L Q C | 49
TGC GAC TAC TGC GAG TAT AAC GGC GAT AAA TGC AAG AAA  GTIG TAT GAA AAT

C D Y C E Y D K C K K \ Y E N 66
TAC CCG GIG AGC AAG TGC CAA CIG GCG AAT CAG TGC AAT TAT GAT TGC AAA

Y P \ S K C Q L A N Q C N Y D C K 83
CTG  GAC AAG CAT GCG CGC AGC GGC GAA TGC TIT TAT GAC GAA AAA CGT AAC

L D K H A R S G E C F Y D E K R N 100
CTG CAA TGC ATT  TGC GAT TAT TGC GAA TAC AAC GGC GAT AAG TGC AAG AAA

L Q C | C D Y C E Y D K C K K 117
GTG TAT GAG AAT TAC CCG GIG AGC AAA TGC CAA CIG GCG AAT CAA TGC AAT

\ Y E N Y P \ S K C Q L A N Q C N 134
TAT GAT TGC AAG CIG GAC AAG CAT GCG CGT AGC GGT GAG TGC TIC TAC  GAC

Y D C K L D K H A R S G E C F Y D 151
GAA AAG CGT AAC CIG CAG TGT ATC TGC GAT TAC TGC GAA TAT TAA CTCGAG

E K R N L Q C | C D Y C E Y Stop Xhol 165

Pares de bases Aminoacidos Peso en kDa Punto Isoeléctrico (P1)
495 165 19.58 6.88
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Tabla 18. Secuencia de nucleétidos y aminoacidos que codifican para Rattusin2xNG

Secuencia de nucleétidos y aminoacidos que codifican para Rattusin2xNG

CCATGGCT AAC GGT CTIG CGT GIG CGT CGT ACC CIG CAG TGC AGC TGC CGT  CGT

Ncol L R \ R R T L Q C S C R R 15
GIT TGC CGT AAC ACC TGC AGC TGC ATC CGT CIG AGC CGT AGC ACC TAC GCG
\ C R N T C S c | R L S R S T Y A 32
AGC AAC GGC CIG CGC GIT CGT CGT ACC CIG CAA TGC AGC TGC CGT CGT GTG
S L R \ R R T L Q C S C R R \ 49
TGC CGC AAT ACC TGC AGC TGC ATT CGC CTG AGC CGT AGC ACC TAT GCG AGC
C R N T C S C | R L S R S T Y A S 66
TAA CTCGAG
Stop Xhol
Pares de bases Aminoacidos Peso en kDa Punto Isoeléctrico (P1)
198 66 7.62 11.38

Tabla 19. Secuencia de nucleétidos y aminoacidos que codifican para Rattusin3xNG

Secuencia de nucleétidos y aminoacidos que codifican para Rattusin3xNG

CCATGGCT AAC GGT CTG CGT GIG CGT CGT ACC CIG CAG TGC AGC TGC CGT  CGT

Ncol L R \ R R T L Q C S C R R 15
GTT  TGC CGT AAC ACC TGC AGC TGC ATC CGT CIG AGC CGT AGC ACC TAC  GCG
\ C R N T C S C | R L S R S T Y A 32
AGC AAC GGC CIG CGC GTT CGT CGT ACC CIG CAA TGC AGC TGC cCGT CGT  GTG
S L R \ R R T L Q C S C R R \ 49
TGC CGC AAT ACC TGC AGC TGC ATT CGC CIG AGC CGT AGC ACC TAT GCG AGC
C R N T C S C | R L S R S T Y A S 66
AAC GGC CTG CGC GIT CGT CGT ACC CIG CAA TGC AGC TGC CGT CGT GIG TGC
L R \ R R T L Q C S C R R \ C 83
CGC AAT ACC TGC AGC TGC ATT CGC CIG AGC CGT AGC ACC TAT GCG AGC TAA
R N T C S C | R L S R S T Y A S Stop 99
CTCGAG
Xhol
Pares de bases Aminoacidos Peso en kDa Punto Isoeléctrico (P1)
297 99 11.42 11.44
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5.23.2 Confirmacion de insertos: construcciones con CusF3H+y SmbP

Para confirmar la presencia de los insertos en el plasmido pET30a(+) CusF3H+ se
realizd un analisis de restriccién utilizando las enzimas Ncol y Xhol. En el carril 1 se
muestra el marcador de peso molecular, en el carril 2 ADN plasmidico de
CusF3H+_Brazzein3xNG, en el carril 3 ADN plasmidico de CusF3H+_Rattusin2xNG y en
el carril 4 ADN plasmidico de CusF3H+_Rattusin3xNG. Los pesos esperados eran de 495
pb, 198 pb y 297 pb, respectivamente. En la Figura 48 se puede observar que las tres
construcciones son positivas, ya que las bandas de cada gen aparecen en el tamafio

correcto.

Figura 48. Analisis de restriccion con Ncol y Xhol para la confirmacién de las construcciones en tandem
con CusF3H+ en gel de agarosa al 0.7%. Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2:
CusF3H+_Brazzein3xNG (495 pb), carril 3: CusF3H+_Rattusin2xNG (198 pb) y carrill 4:
CusF3H+_Rattusin3xNG (297 pb).

Los insertos de las construcciones con el plasmido pET30a(+)_SmbP se confirmaron
mediante PCR utilizando los oligonucléotidos T7 delantero y T7 reverso. Para esta PCR
se utilizaron los ADNs plasmidicos que se obtuvieron a partir de las clonas resultantes
de la transformacidon de los productos de ligacidn. La Figura 49 se observan los
resultados de la PCR, en el carril 1 se muestra el marcador de peso molecular, en los
carriles 2, 3 y 4 los ADNs plasmidicos de SmbP_Brazzein3xNG (989 pb) analizados, los
carriles 5,6 y 7 los ADNs plasmidicos de SmbP_Rattusin3xNG (791 pb), en los carriles 8,
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9y 10 los ADNs plasmidicos de SmbP_Rattusin2xNG (692 pb) y en el carril 11 el control
negativo con enzima sin ADN molde. Se puede observar que todas las construcciones

son positivas ya que se obtuvieron los amplicones en el peso deseado.

12 34 5 67 891011
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Figura 49. Productos de PCR para la confirmaciéon de las construcciones en tdndem con SmbP en gel de
agarosa al 0.7%. Carril 1: marcador de peso molecular, carriles 2, 3 y 4: SmbP_Brazzein3xNG (989 pb),

carriles 5, 6 y 7: SmbP_Rattusin3xNG (791 pb), carriles 8,9 y 10: SmbP_Rattusin2xNG (692 pb).

5.24 Microexpresion de tandems

La Figura 50 representa las microexpresiones a (25 °C, 0.1 M IPTG por 16 horas) de
los tdndems con CusF3H+ como proteina de fusion. Las muestras se lisaron con perlas
de vidrio en vértex por 4 minutos. En el carril 1 se encuentra el marcador de peso
molecular, en el carril 2 el control negativo e de E. coli SHuffle, en el carril 3 el control
positivo de CusF3H+_STOP, en el carril 4 CusF3H+_Brazzein3xNG (30.31 kDa), en el carril
5 CusF3H+_Rattusin2xNG (18.34 kDa), y en el carril 5 CusF3H+_Rattusin3xNG (22.14
kDa). Se logra visualizar solo se expresa la proteina CusF3H+_Brazzein3xNG debido a la
aparicién de una banda cercana a los 35 kDa, que corresponde con el peso esperado de
30.31 kDa. Sin embargo, no se logra apreciar la expresion de CusF3H+_Rattusin2xNG y

CusF3H+_Rattusin3xNG.
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Figura 50. Microexpresién en E. coli SHuffle de tandems con CusF3H+ por SDS-PAGE 15%. Carril 1:
marcador de peso molecular, carril 2: control negativo de E. coli SHuffle, carril 3: control positivo de
CusF3H+_STOP (10.15), carril 4: CusF3H+_Brazzein3xNG (30.31 kDa), carril 5: CusF3H+_Rattusin2xNG
(18.34 kDa), carril 5: CusF3H+_Rattusin3xNG (22.14 kDa).

Ya que los tdndems de Rattusin no se expresaron con CusF3H+ se llevé a cabo la
expresion con SmbP, en este experimento se varié la temperatura de expresién y los
tiempos de expresidn; los cuales fueron: 25 °C por 16 horas, 37 °C por 4 horas y 37 °C
por 16 horas, en todas las expresidnes se indujo con 0.1 M de IPTG y las muestras se
prepararon con lisis por calentamiento (95 °C/10 minutos) y lisis con perlas de vidrio. La
Figura 51 muestra los resultados de este experimento en la cepa E. coli SHuffle los cuales

se decriben en la Tabla 20.
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2xNG (18.05 kDa) y SmbP_Rattusin3xNG (21.86 kDa) en E. coli SHuffle por SDS-PAGE 15%. Carril 1:
marcador de peso molecular, carril 2: control negativo E. coli SHuffle, carriles 3, 4, 5 y 6:

SmbP_Brazzein3xNG, carriles:

184
144 =

SmbP_Rattusin3xNG.
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Figura 51. Andlisis de expresién de los tdndems SmbP_Brazzein3xNG (30.02 kDa), SmbP_Rattusin

7, 8 9 y 10: SmbP_Rattusin2xNG, carriles 11, 12, 13 y 14:

Tabla 20. Tratamientos de expresion en E. coli SHuffle y lisis celular para las proteinas
SmbP_Brazzein3xNG, SmbP_Rattusin2xNG y SmbP_Rattusin3xNG.

Carril

Muestra

Tratamiento

O 00 N O U1 & W IN B

T N = e
Bu A W N R O

Marcador de peso molecular
Control negativo E. coli SHuffle

SmbP_Brazzein3xNG (30.02 kDa)
SmbP_Brazzein3xNG
SmbP_Brazzein3xNG
SmbP_Brazzein3xNG
SmbP_Rattusin2xNG (18.05 kDa)
SmbP_Rattusin2xNG
SmbP_Rattusin2xNG
SmbP_Rattusin2xNG
SmbP_Rattusin3xNG (21.86 kDa)
SmbP_Rattusin3xNG
SmbP_Rattusin3xNG
SmbP_Rattusin3xNG

Nada

No aplica
No aplica

25 °C/16 horas con lisis por calentamiento
25 °C/16 horas con lisis con perlas de vidrio
37 °C/4 horas con lisis con perlas de vidrio
37 °C/16 horas con lisis con perlas de vidrio
25 °C/16 horas con lisis por calentamiento
25 °C/16 horas con lisis por calentamiento
37 °C/4 horas con lisis con perlas de vidrio
37 °C/16 horas con lisis con perlas de vidrio
25 °C/16 horas con lisis por calentamiento
25 °C/16 horas con lisis con perlas de vidrio
37 °C/4 horas con lisis con perlas de vidrio

37 °C/16 horas con lisis con perlas de vidrio
Nada
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En el caso del tandem SmbP_Brazzein3xNG se observa que hay mayor expresién a
los 25 °C/16 horas ya se aprecia una banda mucho mas grande en esas condicones que
alos 37 °C. En el caso de los tandems de Rattusin2xNG y 3xNG, no hay aparicién de una

banda proteinica, lo que significa que no se estdn expresando.

El experimento anterior se realizé de la misma manera, pero ahora en la cepa de E.

coli Origami2(DE3), las muestras y condiciones se describen en la Tabla 21.

Tabla 21. Tratamientos de expresion en E. coli Origami2(DE3) y lisis celular para las
proteinas SmbP_Brazzein3xNG, SmbP_Rattusin2xNG y SmbP_Rattusin3xNG.

Carril Muestra Tratamiento
1 Nada Nada
2 Marcador de peso molecular No aplica
3  SmbP_STOP 25 °C/16 horas con lisis por calentamiento
4  SmbP_Brazzein3xNG (30.02 kDa) 25 °C/16 horas con lisis por calentamiento
5  SmbP_Brazzein3xNG 25 °C/16 horas con lisis con perlas de vidrio
6  SmbP_Brazzein3xNG 37 °C/4 horas con lisis con perlas de vidrio
7 SmbP_Brazzein3xNG 37 °C/16 horas con lisis con perlas de vidrio
8  SmbP_Rattusin2xNG (18.05 kDa) 25 °C/16 horas con lisis por calentamiento
9  SmbP_Rattusin2xNG 25 °C/16 horas con lisis por calentamiento
10  SmbP_Rattusin2xNG 37 °C/4 horas con lisis con perlas de vidrio
11 SmbP_Rattusin2xNG 37 °C/16 horas con lisis con perlas de vidrio
12 SmbP_Rattusin3xNG (21.86 kDa) 25 °C/16 horas con lisis por calentamiento
13 SmbP_Rattusin3xNG 25 °C/16 horas con lisis con perlas de vidrio
14 SmbP_Rattusin3xNG 37 °C/4 horas con lisis con perlas de vidrio
15  SmbP_Rattusin3xNG 37 °C/16 horas con lisis con perlas de vidrio

En este caso (Figura 52) se puede observar que hay una menor expresién de
SmbP_Brazzein3xNG en comparacion con la cepa E. coli SHuffle; por otro lado, los

tdndems de Rattusin siguen sin expresarse.
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Figura 52. Analisis de expresion de los tdndems SmbP_Brazzein3xNG (30.02 kDa), SmbP_Rattusin2xNG
(18.05 kDa) y SmbP_Rattusin3xNG (21.86 kDa) en E. coli Origami2(DE3) por SDS-PAGE 15%. Carril 2:
marcador de peso molecular, carril 3: control positivo SmbP_STOP (9.8 kDa), carriles 4, 5, 6 y 7:
SmbP_Brazzein3xNG, carriles: 8, 9, 10 y 11: SmbP_Rattusin2xNG, carriles 12, 13, 14 y 15:
SmbP_Rattusin3xNG.

Al observar que los tdndems de Rattusin no se expresaban, se llevaron a cabo otros
experimentos en los cuales se aumentaba la masa celular, el medio de cultivo y la

concentracion de inductor, sin embargo, todos los resultados fueron negativos.

5.25 Purificacion SmbP_Brazzein3xNG

5.25.1 Cromatografia IMAC

Se expresd 1L de SmbP_Brazzein3xNG a 25 °C por 16 horas con 0.1 M de IPTG. Se
purificaron 30 mL del clarificado de proteina utilizando una columna HiTrap™ IMAC FF.
En la Figura 53 se muestra el cromatograma de purificacién por afinidad a Ni(l)) de
SmbP_Brazzein3xNG. Una vez que la muestra se unié a la resina de la columna, ésta fue
lavada con la soluciéon amortiguadora de unién (50 mM Tris, 500 mM NaCl, 5 mM
imidazol, pH 8) hasta que la absorbancia disminuyd, posteriormente se realizé la elucién
por gradiente con 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 200 mM imidazol pH 8 en fracciones de 1

mL cada una.
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Figura 53. Cromatograma de purificacién por afinidad a Ni(ll) para SmbP_Brazzein_NG3X con gradiente de
elucién. Solucion amortiguadora de lisis: 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 5 mM imidazol, solucién
amortiguadora de lavado: 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 10 mM imidazol y solucién amortiguadora de elucién:
50 mM Tris, 500 mM NaCl, 200 mM imidazol pH 8. El pico de elucidon mas alto se obtuvo a los 77.7 mL de

elucién con una absorbancia de 132.09 mAu.

En la Figura 54 se muestra el andlisis de las fracciones de elucidn. Los carriles 1y 17:
muestran el marcador de peso molecular, el carril 2 el clarificado, seguido del percolado
en el carril 3y el lavado en el carril 4, los carriles 5— 16 y 18 — 30 muestran las fracciones
de elucién. Se puede observar que una parte de la proteina se encuentra en el
percolado, lo que significa que no se unid a la resina, incluso hay un poco de proteina
en el lavado. De esta purificacién se obtuvo la proteina bastante pura puesto que no se

observan muchos contaminantes extras.
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Figura 54. Andlisis de fracciones de elucién de SmbP_Brazzein3xNG (30.02 kDa) mediante SDS-PAGE 15%.
Carriles 1y 17: marcador de peso molecular, carril 2: clarificado, carril 3: percolado, carril 4: lavado, carriles

5-16 y 18-30: fracciones de elucion.

5.26 Digestion quimica con hidroxilamina

Para separar los mondmeros de brazzein de la proteina SmbP_Brazzein3xNG se llevd
a cabo una reaccién con hidroxilamina (NH,OH). Se prepard una solucién de 4 M NH;0H,
50 mM Tris, pH 8.54 y en un tubo eppendorf se colocaron 300 pL (160 pg) de proteina
con 100 pL de la solucion de NH,OH/Tris obteniendo una concentracion final de 1M
NH,OH; en otro tubo se colocaron 300 pL (160 pug) de proteina con 300 pL de la solucién
de NH,0H/Tris obteniendo una concentracién final de 2M NH,O0H. Ambas reacciones se
incubaron a 45 °C con agitacién a 50 rpm por 20 horas. Se tomaron muestrasa 1, 2, 3,

4,17 y 20 horas de reaccion.

En la Figura 55 se observa la digestion de SmbP_Brazzein3xNG a diferentes tiempos
de reaccion y con concentraciones de NH,OH de 1My 2M. En el carril 1 se encuentra el
marcador de peso molecular, en el carril 2 SmbP_Brazzein3xNG sin digerir, en los carriles
3-8 la digestion con 1M NH;OH a la 1, 2, 3, 4, 17 y 20 horas, en los carriles 9-14 a
digestiéon con 2M NH;OH a la 1, 2, 3, 4, 17 y 20 horas. Se puede observar que en las
muestras con 1M a las 17 y 20 horas de reaccién, desaparece la banda que corresponde

a la quimera (30.02 kDa) sin embargo no se logra apreciar SmbP (9.8 kDa) ni el
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mondmero de Brazzein (6.37 kDa). Este fendmeno se presentd de la misma manera en

las reacciones con 2 M de NH,0H
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Figura 55. Andlisis de digestion con hidroxilamina a 1M y 2M para SmbP_Brazzein3xNG (30.02 kDa)
mediante Tricina-SDS-PAGE 15%. Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: SmbP_Brazzein3xNG sin
digerir, carriles 3-8: digestion con 1 M NH,0H a 1, 2, 3,4, 17 y 20 horas de reaccion, carriles 9-14: digestién
con1 MNH,OHal,2,3,4,17 y 20 horas de reaccion.

Este ensayo se repitid varias veces, pero en ninguno se pudo observar la aparicién
de las bandas que corresponden a SmbP y a Brazzein. Por lo tanto, se continuaron los
experimentos para separar SmbP del tdndem Brazzein3xNG y evaluar la actividad del

tdndem completo.

5.27 Remocidn del tag: cromatografia por intercambio anidnico

Las fracciones anteriores se recolectaron y se dializaron con 50 mM Tris, pH 8 y se
cuantificaron por el método BCA obteniendo una concentracion de 0.209 mg/mL dando
un total de 6.27 mg/L. Posteriormente se llevé a cabo la reaccién con enteroquinasa
agregando 3 pL (1.5 U) por mg de proteina. La reaccidén se llevd a cabo a 22 °C durante

22 horas.
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Una vez terminada la reaccion de digestidn, la muestra se desgasificéd y se purificéd
por intercambio anidnico usando una columna HiTrap™ Q FF, una presién de 0.3 MPa,
flujo de 0.2 mL/miny se recolectaron fracciones de 500 pL. En la Figura 56 se observa el

cromatograma de elucion en el cual se obtuvieron 3 picos de elucién.
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Figura 56. Cromatograma de purificacién por intercambio anidnico para SmbP + Brazzein3xNG después de
digerir con enteroquinasa. Buffer de equilibrio: 50 mM Tris, pH 8, y buffer de elucion: 50 mM Tris, 1M
NaCl, pH 8. El pico 1 se obtuvo a los 43.89 mL de elucidn con una absorbancia de 67.94 mAu y una
concentracion de 224 mM de NaCl (22.4%). El pico 2 se obtuvo a los 45.23 mL de elucién con una
absorbancia de 56.97 mAu y una concentracion de 258 mM de NaCl (25.8%). El pico 3 se obtuvo a los 49.24

mL de elucién con una absorbancia de 115.34 mAu y una concentracién de 358 mM de NaCl (35.8%).

En la Figura 57 se presenta el andlisis de las fracciones de elucidn obtenidas de la
cromatografia por intercambio anidnico. En los carriles 1 y 17 se observa el marcador

de peso molecular, las fracciones de elucion del pico 1 se observan en los carriles 2 — 14,
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las del pico de elucidn 2 se encuentran en los carriles 15 — 21 y las eluciones de pico 3
en los carriles 22— 26. En el carril 27 se muestra la proteina sin digerir con enteroquinasa
y en los carriles 28, 29 y 30 la digestion a las 16, 20 y 22 horas de reaccion
respectivamente. Con respecto a la digestidn con enteroquinasa se puede observar que
a las 22 horas de reaccién no se logré un 10% de digestion puesto que a parte de las
bandas de Brazzein3xNG (19.58 kDa) y de SmbP (9.8 kDa) se sigue observando la banda
de la quimera. Ademas, en esta misma Figura se puede observar que en las fracciones
de los carriles 5 — 14 se obtuvo la proteina Brazzein3xNG pura; mientras que en los otros
carriles se mantienen juntas tanto la proteina de fusién SmbP como la proteina de

interés y la quimera.
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Figura 57. Analisis de fracciones de elucién de la separacién de SmbP (9.8 kDa) + Brazzein3xNG (19.58 kDa)
por IA mediante SDS-PAGE 15%. Carriles 1y 17: marcador de peso molecular, carriles 2-15: fracciones de
elucion de Brazzein3xNG, carriles 18-26: fracciones de elucion de Brazzein3xNG + SmbP + quimera, carril
27: SmbP_Brazzein3xNG sin digerir, carriles 28, 29 y 30: digestion de SmbP_Brazzein3XNG con

enteroquinasa a las 16, 20 y 22 horas de reaccién respectivamente.

5.28 Evaluacion de la actividad: Brazzein3xNG

Para la evaluacién de la actividad se recolectaron las fracciones de Brazzein3xNG y
se dializaron con agua. Se cuantificaron con el método BCA y se obtuvo una
concentracion de 0.450 mg/mL. La actividad la evaluaron 5 individuos tomando 200 pL
de una solucion de sacarosa al 1% para determinar si percibian la dulzura, una vez que
la percibieron, se enjugaron la boca con agua y posteriormente se colocaron 200 uL de

la proteina, sin embargo, no se detectd dulzura.
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5.29 Clonacion por tandems con uniones flexibles: Brazzein FLEX,
Scygonadin FLEX y Hepcidin FLEX

5.29.1 Sintesis de genes y clonacion

La secuencia de aminodcidos que codifica para las proteinas Brazzein FLEX,
Scygonadin FLEX y Hepcidin FLEX se enviaron a la empresa GenScript y fueron
optimizadas para su expresion en E. coli. Para las secuencias se utilizaron los sitios de
restriccion Ncol (CCATGGCT) y Xhol (CTCGAG) entre cada repeticidon de la secuencia se
colocaron los aminoacidos GGGGSGGGGSGGGGS las secuencias seleccionadas como

uniones flexibles.

En las Tablas 22, 23 y 24 se muestran las secuencias de aminodacidos, la secuencia
de ADN vy el peso de cada gen. En azul se sefialan los sitios de restriccion y en verde los
aminoacidos de las uniones flexibles. Los tres genes se clonaron en los plasmidos
pET30a(+)_SmbP y pET30a(+)_CusF3H+ y pET30a(+)_PelB_SmbP. Para los procesos de

clonacidn se utilizaron las metodologias establecidas en la seccidn 4.5.
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Tabla 22. Secuencia de nucleétidos y aminoacidos que codifican para Brazzein FLEX

Secuencia de nucledtidos y aminoacidos que codifican para Brazzein FLEX

CCATGGCT  GAC  apG  TGC AAG AAA  GTG TAC GAG AAC TAT CCG  GIT AGC AAA  TGC
Ncol D K c K K v ¥ E N Y P v s K c -
CAG CTG GCG AAC CAA TGC AAC TAC GAC TGC AAG CTG GAT AAA CAC GCG  CGT
Q L A N Q c N Y D c K L K D H A R -
AGC GGC GAG TGC TIC TAT GAC GAA AAG CGT AAC CTG CAG TGC ATC TGC  GAT
s G E c F Y D E K R N L Q c | c D 49
TAC TGC GAG TAT GGT GGC GGT GGC AGC GGT GGC GGT GGC AGC GGT GGC GGT
Y c E ¥ 66
GGC AGC GAT AAA TGC AAG AAA GTG TAT GAA AAT TAC CCG GTG AGC AAG  TGC

D K c K K v ¥ E N Y P v s K c 83
CAG CTG GCG AAT CAG TGC AAT TAT GAT TGC AAG CTG GAC AAG CAT GCG CGT
Q L A N Q c N Y D c K L K D H A R 100
AGC GGT GAA TGC TIT TAT GAC GAA AAA CGT AAC CTG CAA TGC ATT TGC  GAC
s G E c F Y D E K R N L Q c | c D 4y
TAT TGC GAA TAC GGT GGC GGT GGC AGC GGT GGC GGT GGC AGC GGT GGC GGT
Y c E ¥ 13
GGC AGC GAC AAA TGC AAG AAA GTG TAC GAA AAT TAC CCG GIT TCT AAG TGT

D K c K K v ¥ E N Y P v s K C s
CAG CTG GCG AAT CAA TGC AAT TAT GAC TGC AAG CTG GAC AAG CAC GCG  CGT
Q L A N Q c N Y D c K L K D H A R 165
AGC GGC GAA TGC TIC TAC GAT GAA AAG CGT AAC CTG CAG TGC ATC TGC  GAC
s G E c F Y D E K R N L Q c | c D g
TAC TGC GAA TAT TAA  CTCGAG
Y ¢ E Y. Stop Xhol 186
Pares de bases Aminodacidos Peso en kDa Punto Isoeléctrico (PI)

558 186 20.96 6.88
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Tabla 23. Secuencia de nucleétidos y aminoacidos que codifican para Scygonadin FLEX

Secuencia de nucledtidos y aminoacidos que codifican para Scygonadin FLEX

CCATGGCT GGT CAG GCG CIG AAC AAG (TG ATG CCG AAA  ATC GIG AGC GCG ATC
Ncol G Q A L N K L M P K I \Y S A I 15
ATT TAC ATG GIT GGT CAA CCG AAC GCG GGC GTG ACC TTC CTG GGT CAC CAG
| Y M \ G Q P N A G \ T F L G H Q 32
TGC CTG GTG GAG AGC ACC CGT CAA CCG GAC GGT TTT TAT ACC GCG AAG ATG
C L \ E S T R Q P D G F Y T A K M 49
AGC  TGC GCG AGC TGG ACC CAC GAT AAC CCG ATC GTT GGT GAA GGC CGT AGC
S C A S W T H D N P | \ G E G R S 66
CGT  GTG GAG CTG GAA GCG CIG AAA  GGC AGC  ATT ACC  AAC TTC GTG CAG ACC
R \ E L E A L K G S | T N F \Y Q T 83
GCG  AGC AAC TAC AAG AAA  TTT ACC ATC GAC GAG GTT  GAA GAT TGG ATT  GCG
A S N Y K K F T | D E \ E D W I A 100
AGC TAT GGT GGC GGT GGC AGC GGT GGC GGT GGC AGC GGT GGC GGT GGC AGC
S Y 117
GGG  CAG GCG CTG AAT  AAG CIG ATG CCG AAA  ATT GTT AGC GCG  ATT ATC TAC
G Q A L N K L M P K | \ S A I I Y 134
ATG GTG GGC CAA CCG AAC GCG GGT GTT ACC TTC CTG GGC CAC CAG TGC CTG
M \ G Q P N A G \ T F L G H Q C L 151
GTT  GAG AGC ACC CGC CAG CCG GAT GGC TIC TAC ACC GCG AAA ATG TCT TGT
\ E S T R Q P D G F Y T A K M S C 168
GCG  AGC TGG ACC CAT GAC AAC CCG ATC GIG GGC GAG GGC CGT AGC CGT  GTT
A S W T H D N P | \ G E G R S R \Y 185
GAG CTG GAA GCG CIG AAG GGC AGC ATC ACC  AAT TTC GTG CAA ACC GCG AGC
E L E A L K G S | T N F \Y Q T A S 202
AAT TAT AAA AAG TTC ACC ATT GAT GAA GIG GAG GAC TGG ATC GCG AGC TAT
N Y K K F T | D E \ E D W I A S Y 219
TAA CTCGAG
Stop Xhol
Pares de bases Aminoacidos Peso en kDa Punto Isoeléctrico (PI)
657 219 23.47 6.11
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Tabla 24. Secuencia de nucleétidos y aminoacidos que codifican para Hepcidin FLEX

Secuencia de nucleétidos y aminoacidos que codifican para Hepcidin FLEX

CCATGGCT GAC ACC CAC TTC CCG ATC TGC ATC TTC TGC TGC GGT TGC TGC CAC

Ncol D T H F P | C | F C C G c C H

CGT AGC AAG TGC GGC ATG TGC TGC AAG ACC GGT GGC GGT GGC AGC GGT GGC

15

R S K C G M C C K T 32
GGT GGC AGC GGT GGC GGT GGC AGC GAT  ACC CAT TTT CCG ATC TGC  ATC TTC
D T H F P | c | F 49
TGC TGT GGC TGC TGC CAT CGT AGC AAA TGC GGT ATG TGT TGT AAG ACC GGT
C C G C C H R S K C G M C C K T 66
GGC GGT GGC AGC GGT GGC GGT GGC AGC GGT GGC GGT GGC AGC GAC  ACT CAT
D T H 83
TTT CCG ATC TGC  ATC TTC TGC TGT GGG TGC TGC CAT CGT AGC AAG TGT GGC
F P | C | F C C G C C H R S K C G 100
ATG TGC TGC AAA  ACC TAA CTCGAG
M C C K T Stop Xhol 105
Pares de bases Aminoacidos Peso en kDa Punto Isoeléctrico (Pl1)
315 105 10.24 8.42

5.30 Microexpresion en E. coli SHuffle de proteinas FLEX

Para todas las microexpresiones de las construcciones con uniones flexibles

(denominadas FLEX) se llevaron a cabo se evaluaron dos condiciones de expresién, a 17

°C por 16 horas con una concentracion final de IPTG 0.1 mM vy a 37 °C por 16 horas con

una concentracién final de IPTG 0.01 mM. Para la expresién con PelB_SmbP se

utilizaron las siguientes condiciones 17 °C por 16 horas con una concentracidn final de

IPTG 0.1 mM.
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5.30.1 CusF3H+_Brazzein FLEX, SmbP_Brazzein FLEX, PelB_SmbP_Brazzein
FLEX

La Figura 58 representa las microexpresiones de PelB_SmbP_Brazzein FLEX (31.4
kDa), CusF3H+_Brazzein FLEX (31.68 kDa) y SmbP_Brazzein FLEX (31.4 kDa). En la Tabla
25 se resume cada una de las muestras evaluadas junto con las condiciones de expresién
y los pesos esperados. Los resultados a 17 °C con CusF3H+y SmbP muestran una banda
de expresidn que corresponde con el peso esperado con la proteina, sin embargo, se
logra observar una mayor expresion con SmbP. A diferencia con la condicién de 37 °C
en donde no se logra observar expresion con CusF3H+, y aunque hay algo de expresion

con SmbP, esta es menor que a 17 °C. La expresidn periplasmica con PelB no mostré

ninguna banda.
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Figura 58. Microexpresion a diferentes condiciones de PelB_SmbP_Brazzein FLEX (31.4 kDa),
CusF3H+_Brazzein FLEX (31.68 kDa) y SmbP_Brazzein FLEX (31.4 kDa). Carril 1: marcador de peso molecular,
carril 2: control negativo E. coli SHuffle a 17 °C /16 horas/0.1 mM IPTG, carril 3: CusF3H+_Brazzein FLEX, carril
4: SmbP_Brazzein FLEX, carril 5: control negativo E. coli SHuffle a 37 °C /16 horas/0.1 mM IPTG, carril 6:
CusF3H+_Brazzein FLEX, carril 7: SmbP_Brazzein FLEX, carril 11: marcador de peso molecular, carril 12: F.
Hiper. E. coli BL21(DE3), carril 13: F. Hipo E. coli BL21(DE3), carril 14: F. Hiper PelB_SmbP_Scygonadin FLEX,
carril 15: F. Hipo PelB_SmbP_Brazzein FLEX.
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Tabla 25. Muestras de microexpresion a diferentes condiciones de
PelB_SmbP_Brazzein FLEX, CusF3H+_Brazzein FLEX y SmbP_Brazzein FLEX.

Carril Muestra Condiciones de expresion kDa

Marcador de peso molecular

2 E. coli SHuffle
3 CusF3H+_Brazzein FLEX 17°C /16 horas/0.1 mM IPTG  31.68 kDa
4 SmbP_Brazzein FLEX 31.4 kDa
5 E. coli SHuffle
6 CusF3H+_Brazzein FLEX 37 °C /16 horas/0.1 mM IPTG 31.68 kDa
7 SmbP_Brazzein FLEX 31.4 kDa
11 Marcador de peso molecular -

12 Fraccidn hiperténica E. coli BL21(DE3) e
Fraccién hipoténicaa E. coli

BL21(DE3) 17 °C /16 horas/0.1 mM IPTG
14 F. Hiper. PelB_SmbP_Brazzein FLEX

15 F. Hipo. PelB_SmbP_Brazzein FLEX

5.30.2 CusF3H+_Scygonadin FLEX, SmbP_Scygonadin FLEX,
PelB_SmbP_Scygonadin FLEX

La Figura 59 representa las microexpresiones de PelB_SmbP_Scygonadin FLEX (33.9
kDa), CusF3H+_Scygonadin FLEX (34.19 kDa) y SmbP_Scygonadin FLEX (33.9 kDa). En la
Tabla 26 se resume cada una de las muestras evaluadas junto con las condiciones de
expresion y los pesos esperados. Los resultados a 17 °C con CusF3H+ y SmbP muestran
una banda de expresién que corresponde con el peso esperado con la proteina, a
diferencia con la condicion de 37 °C en donde no hay expresién alguna. Para el caso de
PelB_SmbP se logra observar la aparicion de una banda en la fraccidon hipotdnica que
corresponde con el peso deseado (33.9) y que comparandola con la expresiéon

citoplasmatica con CusF3H+ y SmbP es mucho mas pequefia.
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Figura 59. Microexpresion a diferentes condiciones de PelB_SmbP_Scygonadin FLEX (33.9 kDa),
CusF3H+_Scygonadin FLEX (34.19 kDa) y SmbP_Scygonadin FLEX (33.9 kDa). Carril 1: marcador de peso
molecular, carril 2: control negativo E. coli SHuffle a 17 °C /16 horas/0.1 mM IPTG, carril 3:
CusF3H+_Scygonadin FLEX, carril 4: SmbP_Scygonadin FLEX, carril 5: control negativo E. coli SHuffle a 37 °C
/16 horas/0.1 mM IPTG, carril 6: CusF3H+_Scygonadin FLEX, carril 7: SmbP_Scygonadin FLEX, carril 8: F. Hiper.
E. coli BL21(DE3), carril 9: F. Hipo E. coli BL21(DE3), carril 10: F. Hiper PelB_SmbP_Scygonadin FLEX, carril 11:
F. Hipo PelB_SmbP_Scygonadin FLEX.

Tabla 26. Muestras de microexpresion a diferentes condiciones de
PelB_SmbP_Scygonadin FLEX, CusF3H+_Scygonadin FLEX y SmbP_Scygonadin
FLEX.

Carril Muestra Condiciones de expresion kDa

Marcador de peso molecular e

2 E. coli SHuffle e
3 CusF3H+_Scygonadin FLEX 17°C /16 horas/0.1 mM IPTG  34.19 kDa
4 SmbP_Scygonadin FLEX 33.9kDa
5 E. coli SHuffle e
6 CusF3H+_Scygonadin FLEX 37°C /16 horas/0.1 mM IPTG 34.19 kDa
7 SmbP_Scygonadin FLEX 33.9kDa
8 Fraccion hiperténica E. coli BL21(DE3) e
9 Fraccion hipot6nicaa €. coli
BL21(DE3) 17 °C /16 horas/0.1 mM IPTG

10  F. Hiper. PelB_SmbP_Sygonadin FLEX

33.9 kDa

11 F. Hipo. PelB_SmbP_Sygonadin FLEX

117



5.30.3 CusF3H+_Hepcidin FLEX, SmbP_Hepcidin FLEX, PelB_SmbP_Hepcidin
FLEX

Los resultados de la microespresion de PelB_SmbP_Hepcidin FLEX (20.68 kDa),
CusF3H+_Hepcidin FLEX (20.97 kDa) y SmbP_Hepcidin FLEX (20.68 kDa) fueron los mas
diferentes de las construcciones FLEX. En |la Tabla 27 se resume cada una de las muestras
evaluadas junto con las condiciones de expresion y los pesos esperados. Los resultados
a 17 °C con CusF3H+ y SmbP (Figura 60) muestran una banda de expresidon que
corresponde con el peso esperado, se puede observar que la banda de expresion es
mayor con SmbP que con CusF3H+, a diferencia con la condicion de 37 °C en donde solo
hay expresion con SmbP, y comparandolas (carriles 4 y 7) la expresién a ambas
concentraciones se observa muy parecida. Para el caso de PelB_SmbP no se logra

observar una banda de expresidn en ninguno de los carriles (carriles 11y 12).

Tabla 27. Muestras de microexpresion a diferentes condiciones de
PelB_SmbP_Hepcidin FLEX, CusF3H+_Hepcidin FLEX y SmbP_Hepcidin FLEX.

Carril Muestra Condiciones de expresion kDa
1 Marcador de peso molecular o
2 E. coli SHuffle e
3 CusF3H+_Hepcidin FLEX 17°C /16 horas/0.1 mM IPTG  20.97 kDa
4 SmbP_Hepcidin FLEX 20.68 kDa
5 E. coli SHuffle e
6 CusF3H+_Hepcidin FLEX 37°C /16 horas/0.1 mM IPTG 20.97 kDa
7 SmbP_Hepcidin FLEX 20.68 kDa
11 Marcador de peso molecular

12 Fraccién hiperténica E. coli BL21(DE3) e
Fraccién hipoténicaa E. coli

BL21(DE3) 17 °C /16 horas/0.1 mM IPTG
14 F. Hiper. PelB_SmbP_Hepcidin FLEX

15 F. Hipo. PelB_SmbP_Hepcidin FLEX

20.68 kDa
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Figura 60. Microexpresion a diferentes condiciones de PelB_SmbP_Hepcidin FLEX (20.68 kDa),
CusF3H+_Hepcidin FLEX (20.97 kDa) y SmbP_Hepcidin FLEX (20.68 kDa). Carril 1: marcador de peso molecular,
carril 2: control negativo E. coli SHuffle a 17 °C /16 horas/0.1 mM IPTG, carril 3: CusF3H+_Hepcidin FLEX, carril
4: SmbP_Hepcidin FLEX, carril 5: control negativo E. coli SHuffle a 37 °C /16 horas/0.1 mM IPTG, carril 6:
CusF3H+_Hepcidin FLEX, carril 7: SmbP_Hepcidin FLEX, carril 8: marcador de peso molecular, carril 9: F. Hiper.
E. coli BL21(DE3), carril 10: F. Hipo E. coli BL21(DE3), carril 11: F. Hiper PelB_SmbP_Hepcidin FLEX, carril 12: F.
Hipo PelB_SmbP_Hepcidin FLEX.

5.31 Expresion y purificaciones de proteinas FLEX: IMAC

Dado que en todas las microxpresiones de las construcciones FLEX se observd una
mejor expresién a 17 °C por 16 horas con una concentracion final de 0.1 mM IPTG, se
expresd 1 L de cada una de las proteinas y se purificaron por resina (HisPur Ni-NTA,

Thermo Scientific)

5.31.1 CusF3H+_Brazzein FLEX y SmbP_Brazzein FLEX

La Figura 61 muestra el analisis de la purificacion de CusF3H+_Brazzein FLEX (31.68
kDa) en donde se observa que las fracciones de elucion (carriles 6-15) aparece una

banda entre los 25 y 37 kDa que corresponde con el peso deseado de 31.68 kDa, ahi
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mismo podemos observar que la proteina tiene una pureza alta al no mostrar tantas
bandas distintas a la esperada en las fracciones de elucién. Asi mismo vemos que toda
la proteina se unid a la resina ya que no hay bandas en las fracciones de lavado. Las
fracciones de elucidn se juntaron y se cuantificaron por BCA obteniendo 1.11 mg/mL un

total 10.54 mg/L de expresion.
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Figura 61. Andlisis de fracciones de purificacién IMAC de CusF3H+_Brazzein FLEX (31.68 kDa) por SDS-PAGE
12%. Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: lisado/clarificado, carril 3: percolado/fracciéon no unida,
carriles 4 —5: fracciones de lavado con 50 mM Tris, 500 mM NacCl, pH 8.05, carriles 6 — 15: fracciones de elucién
de CusF3H+_Brazzein FLEX.

Al igual que con CusF3H, se expresé 1L de SmbP_Brazzein FLEX (31.4 kDa). En la
Figura 62 se logra observar los resultados su purificacidn, en donde se observa que las
fracciones de elucion (carriles 6 — 15) aparece una banda entre los 25 y 37 kDa que
corresponde con el peso deseado de 31.4 kDa, ahi mismo podemos observar que la
proteina a diferencia de la obtenida con CusF3H+ muestra la presencia de otras bandas
gue no corresponden a la proteina de interés. De la misma manera se observa que toda
la proteina se unid a la resina ya que no hay bandas en las fracciones de lavado. Las
fracciones de elucidn se juntaron y se cuantificaron por BCA obteniendo 1.01 mg/mL un

total 9.09 mg/L de expresion.
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Figura 62. Analisis de fracciones de purificacién IMAC de SmbP_Brazzein FLEX (31.4 kDa) por SDS-PAGE 12%.
Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: lisado/clarificado, carril 3: percolado/fraccidn no unida, carriles
4y 5: fracciones de lavado con 50 mM Tris, 500 mM NacCl, pH 8.05, carriles 6 — 15: fracciones de elucidn de

SmbP_Brazzein FLEX

5.31.2 CusF3H+_Hepcidin FLEX y SmbP_Hepcidin FLEX

La Figura 63 muestra el analisis de la purificacion de CusF3H+_Hepcidin FLEX, sin
embargo, no se logra observar la banda de la proteina en ninguno de los carriles,
indicando que la proteina no se expreso.
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Figura 63. Andlisis de fracciones de purificacidn IMAC de CusF3H+_Hepcidin FLEX (20.97 kDa) por SDS-PAGE
12%. Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: lisado/clarificado, carril 3: percolado/fraccién no unida,

carriles 4 —7: fracciones de lavado con 50 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 8.05, carriles 8 — 15: fracciones de elucién
de CusF3H+_Hepcidin FLEX.
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En la Figura 64 se logra observar los resultados de la purificacién de SmbP_Hepcidin
FLEX. A diferencia de la expresidon con CusF3H+, en las fracciones de elucion (carriles 7
— 14) se logra observar una banda entre los 20 y 25 kDa que corresponde con el peso
esperado de 20.68 kDa. Las fracciones de elucidn se juntaron y se cuantificaron por BCA

obteniendo 0.66 mg/mL un total de 2.64 mg/L de expresién de SmbP_Hepcidin FLEX.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
2 B R T T T T —
1
100 = - s s
” S8 8
50 ' - ' B
— e ' . o |
37 ’ -
-~ i
2 - LT
‘ ——
A P -
& c \_'_I
e S~ i etiones Fracciones de elucién
g de lavado 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 200 mM Imidazol,
& pH 8.05

50 mM Tris, 500 mM Nadl,
pH 8.05

Figura 64. Andlisis de fracciones de purificacion IMAC de SmbP_Hepcidin FLEX (20.68 kDa) por SDS-PAGE 12%.
Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: lisado/clarificado, carril 3: percolado/fracciéon no unida, carriles
4y 5: fracciones de lavado con 50 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 8.05, carriles 6 — 15: fracciones de elucion de
SmbP_Hepcidin FLEX.

5.31.3 CusF3H+_Scygonadin FLEX y SmbP_Scygonadin FLEX

La Figura 65 muestra el analisis de la purificacion de CusF3H+_Scygonadin FLEX
(34.19 kDa) en donde se observa una alta concentracién de proteina en las fracciones
de elucion (carriles 6-15) puesto que se observa una gran banda entre los 25 y 37 kDa
que corresponde con el peso deseado de 34.19 kDa. Las fracciones de juntaron y se
cuantificaron por BCA obteniendo 4.03 mg/mL de resina un total de 36.35 mg/L de

expresion de CusF3H+_Scygonadin FLEX.
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Figura 65. Andlisis de fracciones de purificacion IMAC de CusF3H+_Scygonadin FLEX (34.19 kDa) por SDS-PAGE
12%. Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: lisado/clarificado, carril 3: percolado/fracciéon no unida,
carriles 4 —7: fracciones de lavado con 50 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 8.05, carriles 8 — 15: fracciones de elucién
de CusF3H+_Scygonadin FLEX.

En las Figuras 66 y 67 se muestra el cromatograma de purificacién y el andlisis de las
fracciones obtenidas de la purificacion de SmbP_Scygonadin FLEX (33.9 kDa)
respectivamente. En las fracciones de elucion se logra observar una banda ancha de
SmbP_Scygonadin FLEX que corresponde al peso deseado 33.9 kDa. También es posible
observar que una gran parte de la muestra se pierde (carril 3) ya que no se unid a la
resinay en comparacion con CusF3H+_Scygonadin se logra observar una menor pérdida
de proteina en las fracciones de lavado. Las fracciones de elucidén se juntaron y se
cuantificaron por BCA obteniendo 6.05 mg de proteina por mL de resina un total de

42.35 mg/L de expresion de SmbP_Scygonadin FLEX.
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Figura 66. Cromatograma de purificacién por afinidad a Ni(ll) para SmbP_Scygonadin FLEX. Solucién
amortiguadora de lisis y lavado: 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 5 mM imidazol, pH 8 y solucién amortiguadora de

elucién: 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 200 mM imidazol, pH 8.
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Figura 67. Anadlisis de fracciones de purificacién IMAC de SmbP_Scygonadin FLEX (33.9 kDa) por SDS-PAGE
12%. Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: lisado/clarificado, carril 3: percolado/fraccién no unida,
carriles 4y 5: fracciones de lavado con 50 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 8.05, carriles 6 — 15: fracciones de elucién

de SmbP_Scygnadin FLEX
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5.32 Digestion con enteroquinasa y remocion del tag.

5.32.1 CusF3H+_Brazzein FLEX y SmbP_Brazzein FLEX

Para la digestidn de CusF3H+_Brazzein FLEX con enteroquinasa se digirieron 2.22 mg
de quimera con 6.4 pL de enzima (3.2 pL de enzima/mg de proteina); la reaccién se llevo
a cabo a 25 °C durante 16 horas. El proceso se replicé para SmbP_Brazzein FLEX en
donde se digirieron 2.02 mg de quimera con 6.4 uL de enzima. Al finalizar la reaccion las
muestras digeridas de CusF3H+_Brazzein FLEX y SmbP_Brazzein FLEX se purificaron con
la resina HisPur Ni-NTA y las fracciones se analizaron por SDS-PAGE al 15%. Los

resultados se presentan en las Figuras 68 y 69.

Como se puede observar (Figura 68) la digestion con enteroquinasa durante 16
horas no digirié por completo la quimera ya que se logra observan (carril 3) una banda
entre los 25 y 37 kDa que corresponde a la quimera de 31.68 kDa. Brazzein FLEX se
recolecté en la fraccion no unida y en las fracciones de lavado (carriles 4 — 7) de acuerdo
con el andlisis por SDS-PAGE no hay presencia de otras proteinas en estos carriles por lo
gue se obtuvo Brazzein FLEX pura. En los carriles 8 -10 se logra observar la presencia de

CusF3H+ como una banda sobre los 10 kDa.
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Figura 68. Reaccidn con enteroquinasa (EK) para la remocion del tag de CusF3H+_Brazzein FLEX (31.68 kDa).
Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: CusF3H+_Brazzein FLEX (31.68 kDa) sin digerir, carril 3: CusF3H+
(10.15 kDa) + Brazzein FLEX (20.96 kDa) después de la digestion con enteroquinasa, carril 4:
percolado/fraccién no unida, carriles 5 — 7: fracciones de lavado, carriles 8 — 10: fracciones de elucién.

Los resultados para fueron muy similares para la quimera con SmbP. La Figura 69
muestra la separacién de SmbP (9.8 kDa) y brazzein FLEX (20.96 kDa); en donde
igualmente se pudo recuperar la proteina de interés (Brazzein FLEX) en la fraccion no
unida y en las fracciones de lavado con un alto grado de pureza. En los carriles 8 -10 se

logra observar la presencia de SmbP como una banda sobre los 10 kDa.
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Figura 69. Reaccidn con enteroquinasa (EK) para la remocién del tag de SmbP_Brazzein FLEX (31.4 kDa). Carril
1: SmbP_Brazzein FLEX (31.4 kDa) sin digerir, carril 2: SmbP (9.8 kDa) + Brazzein FLEX (20.96 kDa) después de
la digestidén con enteroquinasa, carril 3: marcador de peso molecular, carril 4: percolado/fraccion no unida,
carriles 5 — 7: fracciones de lavado, carriles 8 — 10: fracciones de elucion.

5.32.2 SmbP_Hepcidin FLEX

Para la digestién de SmbP_Hepcidin FLEX con enteroquinasa se digirieron 0.66 mg
de quimera con 1.2 pyL de enzima (3.2 pL de enzima/mg de proteina); la reaccién se llevo
a cabo a 25 °C durante 16 horas. Al finalizar la reaccidon la muestra digerida de
SmbP_Hepcidin FLEX se purificaron con la resina HisPur Ni-NTA y las fracciones se

analizaron por SDS-PAGE al 17%. Los resultados se presentan en la Figura 70.

En andlisis mostrd la presencia de una banda sobre los 25 kDa lo cual no corresponde
con el peso de SmbP_Hepcidin FLEX que es de 20.68 kDa ademds vemos que no hay
digestion de la quimera por lo que estos resultados se descartaron. Al no obtener

Hepcidin FLEX en ninguna de las fracciones no se realizé andlisis de actividad.
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Figura 70. Reaccion con enteroquinasa (EK) para la remocién del tag de SmbP_Hepcidin FLEX (20.68 kDa).
Carril 1: SmbP_Hepcidin FLEX (20.68 kDa) sin digerir, carril 2: SmbP (9.8 kDa) + Hepcidin FLEX (10.24 kDa)
después de la digestion con enteroquinasa, carril 3: marcador de peso molecular, carril 4: percolado/fraccion
no unida, carriles 5 — 7: fracciones de lavado, carriles 8 — 10: fracciones de elucién.

5.32.3 CusF3H+_Scygonadin FLEX y SmbP_Scygonadin FLEX

Para la digestion de CusF3H+_Scygonadin FLEX con enteroquinasa se digirieron 1.95
mg de quimera con 7 uL de enzima (3.2 uL de enzima/mg de proteina); la reaccién se
llevé a cabo a 25 °C durante 16 horas. El proceso se replicd para SmbP_Scygonadin FLEX
en donde se digirieron 2.89 mg de quimera con 9 plL de enzima. Al finalizar la reaccién
las muestras digeridas de CusF3H+_Scygonadin FLEX y SmbP_Scygonadin FLEX se
purificaron con la resina HisPur Ni-NTA vy las fracciones se analizaron por SDS-PAGE al

15%. Los resultados se presentan en las Figuras 71y 72.
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Como se puede observar en la Figura 71 la digestién con enteroquinasa permitid la
separacion de CusF3H+ (10.15 kDa) y Scygonadin FLEX (23.47 kDa). Dado que CusF3H+
posee la habilidad de unirse a la resina, Scygonadin FLEX se pudo recuperar en la
fraccién no unida y en las fracciones de lavado. Aunque se logra observar en los carriles
8 —10 que una parte de Scygonadin FLEX eluyd en esas fracciones al igual que la proteina

de fusion CusF3H+.
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Figura 71. Reaccién con enteroquinasa (EK) para la remocién del tag de CusF3H+_Scygonadin FLEX (34.19).
Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: CusF3H+_Scygonadin FLEX (34.19 kDa) sin digerir, carril 3:
CusF3H+ (10.15 kDa) + Scygonadin FLEX (23.47 kDa) después de la digestién con enteroquinasa, carril 4:
percolado/fraccién no unida, carriles 5 — 7: fracciones de lavado, carriles 8 — 10: fracciones de elucién.

Los resultados para fueron muy similares para la quimera con SmbP. La Figura 72
muestra la separacion de SmbP (9.8 kDa) y Scygonadin FLEX (23.37 kDa); en donde
igualmente se pudo recuperar la proteina de interés en la fracciéon no unida y en las
fracciones de lavado. En esta misma figura podemos observar que al igual que con

CusF3H+ la proteina Scygonadin FLEX eluyd junto con SmbP.
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Figura 72. Reaccion con enteroquinasa (EK) para la remocién del tag de SmbP_Scygonadin FLEX (33.9 kDa).
Carril 1: SmbP_Scygonadin (33.9 kDa) sin digerir, carril 2: SmbP (9.8 kDa) + Scygonadin (23.47 kDa) después
de la digestién con enteroquinasa, carril 3: marcador de peso molecular, carril 4: percolado/fraccion no
unida, carriles 5 — 7: fracciones de lavado, carriles 8 — 10: fracciones de elucién.

5.33 Evaluacidn de la actividad de Scygonadin FLEX

Las fracciones que solo contenian la proteina Scygonadin FLEX que fueron obtenidas
de su expresidon con CusF3H+y SmbP se dializaron por separado en 50 mM Tris, pH 8.05
y se evaluaron mediante un ensayo en placa (ensayo preliminar). Las placas con LB se
sembraron con E. coliy S. aureus y a cada una se le afiadieron discos de papel filtro con
la proteina absorbida, las placas se incubaron a 37 °C durante 16 horas. Después de la
incubacién se analizaron las placas en busca de halos de inhibicidn. Los resultados no
mostraron la presencia de halo.

La Scygonadin obtenida con SmbP se envalud contra S. aureus, se utilizaron una
serie de concentraciones del antimicrobiano (40, 20, 10, 5, and 2.5 uM), el efecto

antimicrobiano se observé a la concentracion de 40 uM.

A continuacién, se muestra un resumen de las proteinas y péptidos reportados en

este proyecto:
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Tabla 28. Resumen de resultados reportados en el proyecto.

Proteina Tag Sistema de expresion Me.tt.)do.d’e Evaluacion de actividad
purificacién
CusF3H+ IMAC + AE | Sin actividad detectable.
Brazzein Como mondmero en E. coli SHuffle IMAC + AE Sin actividad dete.cltable
SmbP IMAC + SEC a una concentracion de
0.147 mg/mL.
C:::EEJr Como monérr?ero en E. coli SHufer y O.rligami. Se N/A N/A
MCL PelB_SmbP expresd como cuerpos de inclusion.
SmbP Como mondmero en E. .coli SHuffle utilizando el medio IMAC + AE Sin actividad detectable
Native Folder. a 0.150 mg/mL.
CusF3H+ IMAC N/A
Actividad
Scygonadin SmbP Como mondmero en E. coli SHuffle IMAC antimicrobiana a 4.23
UM contra S. aureus.
PelB_SmbP N/A N/A
CusF3H+ Como tandem de expresion en E. coli SHuffle. Con 3 N/A N/A
Brazzein3XNG .repe.ticio!wes de brazzein separado.s por el SiFi,o de Sin actividad detectable
SmbP hidroxilamina. Al observase una mejor expresion con IMAC + AE
o . a 0.450 mg/mL.
SmbP, se continud solo con este sistema.
CusF3H+ Como tandem de expresion en E. coli SHuffle y Origami.
Rattusin2XNG SmbP Con 2 repeticiones de rattusin separados por el sitio de N/A N/A
hidroxilamina. Se expresé como cuerpos de inclusién.
CusF3H+ Como tandem de expresion en E. coli SHuffle y Origami.
Rattusin3XNG SmbP Con 3 repeticiones de rattusin separados por el sitio de N/A N/A

hidroxilamina. Se expresé como cuerpos de inclusién.
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Evaluacion de

Proteina Tag Sistema de expresion Método de purificacion actividad
Sin actividad
CusF3H+ Como tdndem de expresidon en E. IMAC 'n activida
) . detectable.
coli SHuffle. Con 3 repeticiones de - —
. Sin actividad
Brazzein Flex brazzein separadas cada una por una detectable a una
SmbP secuencia flexible (GGGS)s. En la IMAC .,
. ., . concentracion de 0.147
microexpresion o se detectd
expresion con PelB_SmbP mg/mL.
PelB_SmbP P —>MbF- N/A N/A
CusF3H+ Como tdndem de expresidon en E. IMAC N/A
coli SHuffle. Con 2 repeticiones de Actividad
. SmbP Scygonadin separadas cada una por IMAC antimicrobiana a 40
Scygonadin FLEX una secuencia flexible (GGGGS)s. UM contra S. aureus.
PelB SmbP Solo se continud con el sistema N/A N/A
€lb_>m SmbP.
IMAC, si iciond
CusF3H+ Como tdndem de expresiéon en E. sin aparicion e N/A
) . banda esperada.
coli SHuffle. Con 3 repeticiones de p
. IMAC, después de la
Hepcidin FLEX Hepcidin separadas cada una por remocion del tag, la
P SmbP una secuencia flexible (GGGS)s. En €1 188, N/A
: g , banda no coincidié con
la microexpresion no se detectd
. el peso esperado.
expresion con PelB_SmbP.
PelB_SmbP N/A N/A

IMAC: Cromatografia por afinidad a iones metalicos; AE: Cromatografia por Intercambio anidnico; SEC: Cromatografia de exclusidn por tamafio.
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CAPITULO 6

6. DISCUSION DE RESULTADOS

En este proyecto se propuso un sistema de expresion en el citoplasma de Escherichia
coli de proteinas que contienen multiples enlaces disulfuro y que se expresaron con la

ayuda de las proteinas de fusion CusF3H+y SmbP.

Utilizando la base de datos UNIPROT se obtuvo la secuencia de aminoacidos que
codifican para la proteina Brazzein (UNIPROT P56552). De los 54 aminodcidos que la
conforman se decidié tomar la forma menor que consta de 53 aminoacidos y que carece
del 4cido piroglutamico en su extremo N-terminal ya que esta forma ha demostrado un
mayor poder edulcorante [15,44]. Ademas en la secuencia se respetaron los
aminoacidos His30, Glu40 y Glu35 ya que en el 2015 Kwang-Hoon y colaboradores
indicaron que estos aminodcidos son criticos para la dulzura de la proteina y que el
aminodacido GIn16 es necesario para la integridad estructural de la proteina [45]. En el
caso de Miraculin la secuencia se obtuvo de la misma base de datos (UNIPROT P13087)
respetando los 121 aminoacidos que la conforman. La secuencia de Scygonadin y
Hepcidin se obtuvieron de la base de datos DBAASP y se confirmaron con la base de
datos UNIPROT las cuales estdn identificadas con los siguientes numeros de
identificacion DBAASP 8766 y UNIPROT Q5D710 para Scygonadin; DBAASP 2042 vy
UNIPROT Q8MJ80 para Hepcidin [28].
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La secuencia de aminodcidos que codifica para todos los genes fue optimizada y
sintetizada para su expresién en E. coli; ya que la optimizacién permite que la secuencia
de ADN tenga los codones mas comunes utilizados por el microorganismo hospedero y

conlleva al aumento en los niveles de expresidn de la proteina [46].

Una de las desventajas de E. coli es que aquellas proteinas que necesiten
modificaciones post-traduccionales como la formaciéon de puentes disulfuro se
formardn como proteina insoluble, sobre todo si el ambiente en el que producen no es
adecuado. Por lo anterior para la expresion de las proteinas se utilizod la cepa E. coli
SHuffle. Ya que al tener inhibidas las vias de glutation reductasa y tiorredoxina reductasa
permite que el citoplasma mantenga un estado oxidado lo que propicia la formacion de
los enlaces disulfuro tal como lo probd Lobstein en el 2009 para las proteinas luciferasa
y uroquinasa. Ademas, esta cepa al contar con la enzima disulfuro isomerasa DsbC
mezcla los enlaces disulfuro mal oxidados permitiendo que la proteina en cuestién se
plegue correctamente como en el caso de vtPA [5]. El uso de esta cepa es una ventaja,
ya que al estar genéticamente modificada establece un ambiente favorable para
aquellas proteinas que contienen enlaces disulfuro. De otra manera se tendria que llevar
a cabo una co-expresion de las enzimas necesarias para la formacidn de los enlaces, tal

y como lo probé Nguyen en el 2011 [3].

Por otra parte, se ha reportado que E. coli es incapaz de realizar modificaciones post-
traduccionales como las N-glicosilaciones, lo que da a lugar a la formacién de cuerpos
de inclusiéon que tendrian que ser replegados de manera in vitro para poder obtener la
proteina [47]. Miraculin posee 2 sitios de glicosilacién, sin embargo, en el 2013 Takai y
colaboradores reportaron que estas modificaciones no son esenciales para la actividad
de la proteina, a diferencia de los puentes disulfuro los cudles si son necesarios para la

actividad [20].
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Tomando en cuenta los resultados obtenidos por Vargas-Cortez y colaboradores en
el 2017, el uso CusF3H+ como proteina de fusidn permite la obtenciéon de proteina
altamente soluble, facilita la etapa de purificacidon, permite una rapida remocion de la
etiqueta de afinidad y aumenta los rendimientos de la proteina de interés[8]. La
produccién de proteina altamente soluble se puede observar en la Figura 13, carriles 5
y 7 para CusF3H+_Brazzein; y carriles 9 y 11 para CusF3H+_MCL en donde se aprecia
una gran banda de expresién en la fraccidn soluble y practicamente una nula formacién
de cuerpos de inclusion (carriles 6, 8, 10y 12). La baja formacién de cuerpos de inclusiéon
se debe a varios factores; el principal es el uso de la proteina de fusidn, sin embargo,
esto también se debe a la temperatura de induccién de la proteina y a la optimizacién

de la secuencia [5,48].

La Figura 15 muestra la primera purificacion por afinidad a Ni(ll) de
CusF3H+_Brazzein, en donde el imidazol solo se utilizé en la solucién amortiguadora de
elucion (200 mM) y en la que se puede notar que no hay pérdida de la proteina en el
percolado y la fraccién de lavado lo que indica que la proteina es altamente afin a la
resina cargada con Ni(ll), sin embargo se puede apreciar la unién de otras proteinas de
E. coli. De ahi se decidié hacer una segunda purificacién pero utilizado concentraciones
de imidazol desde la lisis (5 mM), en el lavado (10 mM) ya que el imidazol compite con
los sitios de coordinacidn presentes en el Ni(ll) y desplaza a aquellas proteinas que no
son tan afines al metal [8]. Es por lo que en la Figura 17 se logra apreciar la disminucién
de las proteinas contaminantes, sobre todo en las ultimas fracciones de elucién,
obteniendo un % de pureza del 85% lo que es muy similar con los resultados de

CusF3H+_GFP con un 74% de pureza [8].

Debido a que se pretende que la proteina Brazzein sea una alternativa de
edulcorante natural para los humanos, la inocuidad de la proteina es necesaria; por lo
que es de suma importancia la remocién de cualquier endotoxina que pueda estar

presente. Tomando en cuenta lo anterior una de las técnicas cromatograficas mas
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empleadas para la remocidn de endotoxinas es la cromatografia por intercambio
anidnico ya que es una técnica de separacion rdpida y no requiere el uso de solventes.
CusF3H+_Brazzein al tener una caga negativa compite con las endotoxinas por los sitios
de unidn, los cuales eventualmente se saturan. Aquellas proteinas que no interaccionan
con la resina capturan a las endotoxinas y por lo tanto eluyen de la columna [49]. Una
vez realizada esta técnica se pudo apreciar en el gel de poliacrilamida (Figura 19) la
disminucién de contaminantes proteinicos de entre los cuales se pudieron encontrar las

endotoxinas.

Una dificultad que se presentd con esta proteina (CusF3H+_Brazzein) fue en la
digestidon con la enzima enteroquinasa, ya que no se lograba la digestion de la proteina,
e incluso se llegd a observar la aparicién varias bandas que no coincidian con el peso de
SmbP ni de Brazzein (Figura 21). Aunque el sitio de reconocimiento de la enteroquinasa
es DDDDK, se sabe que la enzima no exhibe alta rigurosidad en su especificidad para
esta secuencia [50]. Lo que podria explicar que la digestidn no se lleve al 100% y que

haya aparicidn de otras bandas.

Con base en los resultados anteriores, se decidié probar con la proteina de fusién
SmbP (Small metal-binding Protein) la cual, al igual que CusF3H+ posee capacidad de
unién a iones Ni (ll) y su bajo peso molecular (9.8 kDa) permite el aumento en los
rendimientos de la proteina de interés [10]. La microexpresidon de SmbP_Brazzein fue
muy similar a la de CusF3H+_ Brazzein, en donde toda la proteina se obtuvo en la
fraccién soluble. En la purificacidn se siguieron las mismas condiciones utilizadas con
CusF3H+ en donde las soluciones amortiguadoras contenian 5 mM, 10 mM y 200 mM
de imizadol para asi aumentar la pureza en las fracciones de elucién (Figura 24),
obteniendo un 87% de pureza de la proteina y un rendimiento de 6.56 mg/mL. Estos
resultados son muy parecidos a los que se obtuvieron en el 2010 por Hoog Kong vy
colaboradores quienes reportaron un rendimiento de 6.7 mg/L de Brazzein al expresarla

en E. coli con PelB como péptido senal [15]. En este proyecto también se analizé la
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expresién utilizando PelB como péptido sefial, la construccidn se realizé utilizando SmbP
como proteina de fusién (PelB_SmbP). Es importante que la expresién con PelB_SmbP
es favorable pero no se compara con la expresion citoplasmatica de CusF3H+_Brazzein

y SmbP_Brazzein.

Para separar Brazzein de la proteina de fusién SmbP de utilizaron dos técnicas, la
primera fue una cromatografia de exclusién por tamafio, una técnica que ademas de
separar ambas proteinas, permite la remocidén de otras impurezas e indica la estructura
cuaternaria que éstas pueden formar [51]. De acuerdo con los tamafios de ambas
proteinas, SmbP de 9.8 kDa eluye primero ya que es mas grande que Brazzein (6.37
kDa); las proteinas eluyeron a los 19.27 mL y 20.31 mL (Figura 25) respectivamente, lo
que coincide con los volumenes de elucién esperados, ya que un estandar de Citocromo
C(12.4 kDa), eluye alos 18.033 mL, por lo que se esperaba que SmbP y Brazzein eluyeran
después de este volumen. En el caso de Brazzein se concluye que es un mondmero de

6.37 kDa, lo que coincide con lo reportado en el 2016 por Neiers y colaboradores [52].

La segunda técnica fue la cromatografia por intercambio aniénico, que como se
mencioné anteriormente es una técnica utilizada para remover endotoxinas, pero que
ademads permite separar las proteinas de acuerdo a su punto isoeléctrico (pl) [49]. En
este caso el pl de Brazzein es de 6.71 mientras que el de SmbP es de 6.11. Al estar en
una solucién de 50 mM Tris, pH 8 las proteinas se encuentran cargadas positivamente
porlo que la adicion de 50 mM Tris, 1 M NaCl desplaza las proteinas cuyo pl se encuentra

mas cercano al pH de la solucién, es por eso que Brazzein eluye primero que SmbP [53].

Con base en los resultados de actividad de Brazzein, no fue posible detectar la
actividad dulce similar a la dulzura de la sacarosa, pero si se percibié un sabor diferente.
La falta de similitud con la dulzura de la sacarosa se puede deber a que 0.147 mg/mL de
proteina solo representan una concentracién de 0.02 mM de Brazzein. En el 2006, Berlec

y colaboradores produjeron Brazzein en E. coli y determinaron que 0.1 mM de Brazzein

137



fue detectada por el panel y comparable a una solucidn de sacarosa entre 0.1 - 0.5 M
[54]. De acuerdo con lo anterior se piensa que la actividad pudiera ser detectada si se

obtuviera al menos 1 mg/mL de Brazzein.

En el caso de MCL, ésta fue expresada tanto en CusF3H+ como en SmbP, como ya
se menciond anteriormente en la Figura 13 (carriles 9 y 11) se obtuvo una banda de
proteina soluble y del peso esperado (32.07 kDa). Sin embargo, en el proceso de
purificaciéon no se obtuvo la proteina. Analizando el SDS-PAGE (Figura 30) nos dimos
cuenta de que la proteina no estaba presente desde el paso de la obtencién del
clarificado. Por lo anterior, se tomé una muestra de los restos celulares y se analizé por

SDS-PAGE y fue ahi en donde se encontraba la proteina.

Cuando la proteina se localizé en los restos celulares, se pensd que podia deberse
a una lisis insuficiente de la bacteria, por lo que se decidié utilizar una combinacién de
métodos para la lisis celular que incluyen la incubacidn con lisozima, la cual hidroliza la
pared celular; y el Triton X-100, un detergente no-idénico que ayuda en la lisis celular, y
un método fisico como la lisis con perlas de vidrio [55,56]. A pesar de la combinacién

de estos métodos, la proteina permanecio en el residuo celular.

Otro método que se llevd a cabo para recuperar CusF3H+ MCL de los restos
celulares fue aumentar la concentracién de NaCl, ya que las proteinas son mads estables
en altas concentraciones de NaCl a 4 °C y continuando con la adicion de triton por lo
mencionado anteriormente [57]. Nuevamente el resultado fue negativo como se puede

apreciar en la Figura 32.

Cémo ultima opcidn se decidié llevar a cabo la extraccidn con detergentes idnicos.
El sarcosil es un agente solubilizante que ayuda en el replegamiento de proteinas, la
concentraciéon mas utilizada es de 0.3%, que fue la utilizada en este experimento. A

parte del sarcosil, se agregd un surfactante switterionico como el CHAPS, el cual
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también es muy utilizado para solubilizar proteinas en una concentracién de 1% del
volumen total [58]. Aligual que con los otros métodos, la proteina sigue en los residuos

celulares.

Estos resultados desfavorecedores indican que la proteina se encuentra como
cuerpos de inclusion. Analizando los resultados de la microexpresion de CusF3H+_ MCL
parecia que la proteina se encontraba en la fraccidn soluble, esto se pudo deber a que
la preparacion de la muestra se llevd a cabo a 100°C por 10 minutos con buffer de carga
gue contiene SDS. Analizando la literatura se ha descrito que el SDS es un detergente
gue solubiliza y desnaturaliza las proteinas [58]. Todos los métodos anteriores también
se probaron con SmbP_MCL sin embargo de igual manera los resultados fueron

negativos.

El porqué de la expresion de CusF3H+_MCL como cuerpos de inclusién aln no se
sabe. Porlo que se llegd a pensar que el sistema de expresién en E. coli SHuffle no estaba
funcionando para esta proteina en particular. Se decidio utilizar otra cepa de E. coli que
también tiene la capacidad de formar cuerpos de inclusion en el citoplasma:
Origami2(DE3). Origami2(DE3) es una cepa de E. coli que esta modificada
genéticamente, la cual tiene inhibidas las vias de la glutatidn y tiorredoxina reductasa y
a diferencia de SHuffle, Origami no tiene la disulfuro isomerasa DsbC [59]. Para este
experimento se utilizaron las condiciones para la extraccion de MCL reportadas en el
2009 por Matsumaya y colaboradores, en donde el sedimento celular se incuba con
lisozima y después lisa por sonicacién durante 16 minutos, en nuestro caso la lisis se
hizo con perlas de vidrio durante 20 minutos, sin embargo no se logré la extraccién de

la proteina [60].

Al seguir obteniendo los resultados negativos se realizd una construccidon con

PelB_SmbP_MCL ya que de acuerdo con los resultados obtenidos por Pérez y

colaboradores (2021) es posible expresar proteinas eucariotas con puentes disulfuro
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utilizando el péptido PelB y la proteina de fusion SmbP y lo mds importante obtenerlas
en forma soluble [12]. Al analizar las microexpresiones de PelB_SmbP_MCL expresadas
en BL21(DE3) mostraron una banda que coincidia con el peso esperado (32.07 kDa) lo
que resulté ser positivo, sin embargo, al escalar la expresién a 500 mL la proteina

permanecio en los restos celulares.

Finalmente se llevé la expresidon en un nuevo medio de cultivo Native Folder™, es
un medio de cultivo para bacterias que fue formulado especialmente para promover el
plegamiento y la expresidn de proteinas recombinantes solubles en E. coli. Este medio
contiene compuestos que previenen la agregacion y el mal plegamiento de las proteinas
durante la expresion. Las especificaciones del medio consistian en un crecimiento a 37
°C hasta una DOgoo de 0.9, una vez alcanzada esta densidad dptica se bajé la temperatura
a 20 °Cy se continué el crecimiento hasta una DO600 1.4; la induccién se llevé con 0.1
M IPTG a 20 °C por 16 horas. Después de la expresion las muestras se calentaron con
buffer de carga a 95 °C por 5 minutos y se analizaron por SDS-PAGE. Dado los falsos
positivos que se habian presentado anteriormente al calentar las muestras, se decidié
tomar una muestra y lisarla con perlas de vidrio. Como se pudo apreciar en la Figura 35,
CusF3H+_MCL y SmbP_MCL se expresan en este medio pero mas importante se
lograron obtener de forma soluble. Cabe mencionar que se obtiene una mayor cantidad

de proteina soluble con SmbP.

Aunque no se conocen exactamente los componentes del medio de cultivo Native
Folder™, se han reportado algunos aditivos para el plegamiento de las proteinas entre
los cuales destacan: agentes caotrdpicos como la urea o clorhidrato de guanidina en
bajas concentraciones, aminoacidos como glicina, arginina y prolina, alcoholes
polihidricos y azticares como el polietilenglicol, glicerol, sorbitol y sacarosa, entre otros

[61,62].

Al poder obtener SmbP_MCL de forma soluble se llevé a cabo la expresion,

purificacién y evaluacion de la actividad de MCL. Antes de la evaluacion de la actividad
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de Miraculin, la proteina se dializdé con una solucidon de 170 mM NacCl, ya que en el 2009
Matsumaya y colaboradores reportaron que MCL no es soluble en agua, lo que indica
una inestabilidad estructural debido a la falta de glicosilaciones, ademas también
reportaron que el NaCl a esa concentracién no tiene un efecto en la actividad
modificadora del sabor de MCL [60]. Al hacer el ensayo no se detecté actividad
modificadora del sabor. Con los resultados obtenidos no se puede saber si esto se debe
a la poca concentracién de proteina, al sistema de expresion o a la falta de

modificaciones post-traduccionales de la proteina.

Scygonadin ha sido previamente expresada en E. coli BL21(DE3) utilizando el vector
de expresion pTRc-CKS y purificandola por IMAC en donde obtuvieron 97. 5 mg/L de
cultivo celular [29]. Sin embargo, no se menciona la formacion de los enlaces disulfuro,
ya que esta cepa de expresion no puede formarlos en el citoplasma. En este proyecto
se obtuvieron casi 40 mg/L de SmbP_Scygonadin y 50 mg/L de CusF3H+_Scygonadin
utilizando una columna de 1 mL, esto puede deberse a que la columna solo puede unir
alrededor de 40 mg de proteina, por lo cual ésta se saturd. Esto se puede comprobar en
las Figuras 42 y 44 en donde se puede apreciar que hay pérdida de la proteina en la
fraccién no unida y en las fracciones de lavado. Por lo tanto, el uso de una columna mas
grande pudiera aumentar la cantidad final de proteina. Este mismo sistema de expresién
ha sido evaluado con otros péptidos catidonicos como SmbP_Binlb (4.4 mg/L),
SmbP_VpDef (5.28 mg/L), and SmbP_LL-37 (3.6 mg/L) [39-41] En este proyecto se
obtuvo casi 10 veces mas proteina (SmbP_Scygonadin) que los otros antimicrobianos lo

cual puede deberse a la naturaleza de cada péptido.

El andlisis de la actividad de Scygonadin obtenida con CusF3H+y SmbP se realizd en
dos partes. La primera con un anadlisis de inhibicion del crecimiento con filtros
embebidos con antimicrobiano y colocados en placas de Petri con LB y los
microorganismos de prueba: E. coliy S. aureus; y la segunda prueba se realizé mediante
el andlisis de la concentracion minima inhibitoria (MIC) contra S. aureus. Con la primera

prueba no se observé un halo de inhibicidn, pero cabe mencionar que la proteina
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evaluada no era recién obtenida lo que pudo influir en los resultados. Se llevé a cabo un
segundo lote de expresion y purificacién de SmbP_Scygonadin y al obtener la proteina
separada de la de fusion se realizd el andlisis MIC, para esta prueba se utilizé una
concentracion inicial de 8 uM y a partir de ella se hicieron diluciones hasta una
concentracion final de 0.5 puM aproximadamente. El resultado de este experimento
mostrd inhibicién de la actividad antimicrobiana de Scygonadin contra S. aureus a 4.23
UM, cabe mencionar que anteriormente se ha reportado actividad bactericida de
Scygonadin contra S. aureus a una concentracidn entre 7.5 — 15 uM al ser expresada en
E. coli por lo que en este proyecto se ha detectado el mismo efecto a una concentracién

mucho menor [29].

Varios factores pueden contribuir a este resultado; la influencia de la proteina de
fusién en el plegamiento y la estabilidad es un aspecto crucial, donde los cambios
pueden conducir a un plegamiento incorrecto, agregacidon o degradacién proteolitica,
impactando asi la actividad bioldgica [63]. La ruptura proteolitica completa también es
importante ya que la separacién parcial del péptido de interés de la proteina de fusién
produce una interferencia con la funcién del péptido o el enmascaramiento de su sitio
de union [64]. El procesamiento posterior, incluida la purificacion, puede inducir estrés

en el péptido, afectando su actividad [65].

Una de las estrategias para aumentar la cantidad de proteina es mediante tdndems
multiméricos, en donde una secuencia de interés se repite varias veces. En el caso de
Brazzein se disefié un tdndem con 3 repeticiones de la secuencia y entre cada secuencia
se colocaron los residuos N y G ya que son el sitio de reconocimiento de la hidroxilamina

[66].

En el caso de los péptidos antimicrobianos ya se han reportado expresiones en
forma de tandem, por ejemplo en el 2008 Zhou y colaboradores expresaron el péptido
CM4 en E. coli con 3 repeticiones; en el 2006 Zhon y colaboradores expresaron en E. coli
un tdndem de 2 repeticiones con el péptido hBD2; Rao y colaboradores en el 2005

expresaron en E. coli el péptido hPAB-B con 3 repeticiones y en el 2004 Sun vy
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colaboradores el péptido Bin1B en E. coli con 2 repeticiones [31,67-69].

La expresién de los tdndems es a prueba y error, un mayor nimero de repeticiones
no garantiza una mayor expresién del péptido como lo reportd Zhon en el 2006 con el
péptido hBD2 en donde un tdndem de dos repeticiones del péptido se expresaba mas
que el péptido solo, pero menos que un tdndem de tres y cuatro repeticiones [68].
Tomando en cuenta lo anterior, se disefiaron dos tandems de Rattusin, uno que

contenia 2 repeticiones de la secuencia y otro con 3 repeticiones.

En el caso de Brazzein3xNG se pudo expresar y purificar, sin embargo, cuando se
hizo la reaccién con hidroxilamina no se lograba visualizar las bandas de cada proteina,
por lo que se decidié evaluar su actividad en forma de tdndem, sin embargo, al igual que

el mondmero evaluado anteriormente, no tuvo actividad.

Rattusin2xNG y Rattusin2xNG fueron incapaces de expresarse tanto en E. coli
SHuffle como en Origami2(DE3), con las proteinas de fusion CusF3H+y SmbP. Incluso se
evaluaron diferentes condiciones de expresion (25 °C/16 horas, 37 °C/4 horasy 37°C/16
horas). Estas proteinas también se expresaron en E. coli BL21(DE3) con PelB_SmbP sin

embargo no se observd expresién de los tandems.

La dltima estrategia de expresidon consistié en el uso de uniones flexibles y tdndem:s.
Como se menciond con anterioridad el uso de tandems multiméricos se utiliza para
aumentar la cantidad de proteina traducida por los ribosomas, ademas el uso de
uniones flexibles permite el plegamiento de cada mondémero al disminuir la velocidad

con la que se traduce cada proteina o péptido [21,36].

Brazzein es una proteina con la que se obtuvieron muy buenos resultados de
expresion y purificacién utilizando cualquiera de las estrategias antes mencionadas
(expresion monomérica y por tandem con sitios NG) por lo que la expresion en tandem
con uniones flexibles no fue la excepcién. La Figura 58 mostré que efectivamente es
posible obtener Brazzein FLEX con CusF3H+ y SmbP como porteinas de fusién y que

ademas es posible expresarla a 17 °C y a 37 °C, sin embargo, los resultados se ven
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favorecidos con SmbP.

En cuanto a la expresién de CusF3H+_Scygonadin FLEX y SmbP_Scygonadin FLEX las
condiciones que favorecieron ambas expresiones fueron a bajas temperaturas (17°C) ya
gue como se ha mencionado anteriormente por Francis y colaboradores la disminucién
de latemperatura de expresion entre los 18 y 25 °C mejora la solubilidad de las proteinas
recombinantes ya que las células disminuyen la velocidad con la que las proteinas estan
siendo traducidas [70]. Esta tendencia también se obtuvo al expresar Hepcidin FLEX
(Figura 64) en donde la banda que representa su expresiéon es mas intensa a esta

temperatura al estar fusionada con SmbP.

Analizando los resultados de la purificacidon por tandems con uniones flexibles de
CusF3H+_Scygonadin FLEX y SmbP_Scygonadin FLEX se obtuvieron 36.35 mg/Ly 42.35
mg/L respectivamente, comparandolos con las expresiones de sus mondmeros se
obtuvo una concentracién de proteina muy similar (CusF3H+_Scygonadin: 49.84 mg/Ly
SmbP Scygonadin: 38.38 mg/L). Cabe mencionar que, aunque las concentraciones son
muy parecidas entre la proteina purificada como mondmero y la purificada en tdndem

FLEX al separarlas los rendimientos son mas altos para las construcciones FLEX.

Finalmente, se evalué Scygonadin FLEX producida con SmbP como porteina de
fusidon. Al obtener la proteina separada de la de fusion se realizd el analisis MIC, la
concentracion inicial fue de 40 uM vy a partir de ella se hicieron diluciones hasta una
concentracion final de 2.5 uM aproximadamente. El resultado de este experimento
mostrd inhibicién de la actividad antimicrobiana de Scygonadin FLEX contra S. aureus a
40 pM, 10 veces mas concentrada de Scygonadin. Incluso cuando se obtuvo mas
Scygonadin FLEX después de la purificaciéon con IMAC se necesita una mayor
concentracion de esta para alcanzar la actividad antimicrobiana. Una MIC mas alta
observada en un péptido antimicrobiano dimérico en comparaciéon con su homalogo
monomérico puede atribuirse a varios mecanismos potenciales [71]. El aumento del
tamano del dimero puede impedir la penetracion efectiva y la alteracion de Ia

membrana bacteriana, disminuyendo en ultima instancia su eficacia antimicrobiana.
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Ademds, la estructura dimérica puede proteger a grupos funcionales cruciales
responsables de la interaccidon con la membrana, como los residuos hidrofdbicos o
catidnicos, reduciendo asi su afinidad de unién a la membrana [72]. No existen reportes
previos sobre la expresidon de Scygonadin como una repeticién en tdndem utilizando
secuencias flexibles y los efectos sobre su actividad antimicrobiana. Los resultados de
este trabajo podrian ayudar a otros a decidir si la estrategia de repeticidon en tdndem es
el método adecuado para la produccién de péptidos antimicrobianos, ya que aumenta

la cantidad de proteina, pero disminuye un poco su actividad.
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CAPITULO 7

. CONCLUSIONES

Se logré la construccidn de los plasmidos con las proteinas de fusién CusF3H+, SmbP
y PelB_SmbP y las proteinas de interés Brazzein, Miraculin, Scygonadin,
Brazzein3xNG, Rattusin2xNg, Rattusin 3xNG, Brazzein FLEX, Scygonadin FLEX vy
Hepcidin FLEX.

Se obtuvo la correcta expresidon en E. coli de las proteinas CusF3H+_ Brazzein y
SmbP_Brazzein, puesto que se observa la aparicion de nuevas bandas que
corresponden al peso molecular deseado.

Se logrd la purificacidon de la proteina CusF3H+_Brazzein mediante cromatografia
por afinidad a Ni(ll), con 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 5 mM imidazol como solucién
amortiguadora de lisis, 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 10 mM imidazol como solucién
amortiguadora de lavado y 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 200 mM imidazol como
solucién amortiguadora de elucion.

Se purificé la proteina CusF3H+_brazzein mediante cromatografia de intercambio
aniénico, permitiendo la obtencién de proteina altamente pura.

No fue posible separar la proteina de fusién CusF3H+ de Brazzein

Se logré la purificacién de la proteina SmbP_Brazzein mediante cromatografia por
afinidad a Ni(ll), con 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 5 mM imidazol como solucion

amortiguadora de lisis, 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 10 mM imidazol como solucién
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amortiguadora de lavado y 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 200 mM imidazol como
solucién amortiguadora de elucion.

Se separaron las proteinas SmbP y Brazzein mediante cromatografia de intercambio
anionico.

No se detectd actividad dulce de Brazzein a una concentracion de 0.02 mM.
CusF3H+_MCLy SmbP_MCL se expresan como cuerpos de inclusidon en E. coli SHuffle
y en E. coli Origami2(DE3).

No es posible recuperar SmbP_MCL expresandola con PelB como péptido senal en
la cepa E. coli BL21(DE3).

Es posible obtener proteina soluble de CusF3H+_MCLy SmbP_MCL solo si se expresa
en el medio de cultivo Native Folder.

No se detectd actividad modificadora del sabor de MCL a una concentracion de
0.0065 mM.

Se logré la purificacidn de las proteinas CusF3H+_Scygonadin y SmbP_Scygonadin
mediante cromatografia por afinidad a Ni(ll), con 50 mM Tris, 500 mM NaCl, pH.
8.05 como soluciéon amortiguadora de lisis y de lavado y 50 mM Tris, 500 mM NaCl,
200 mM imidazol como solucién amortiguadora de elucién.

La reaccidén con enteroquinasa permitid la separacion de Scygonadin de ambas
proteinas de fusién.

No se detectd halo de inhibicidn con la proteina Scygonadin contra E. coliy S. aureus.
Scygonadin expresada con SmbP mostrd una actividad bactericida a una
concentracion de 4.23 uM.

Es posible expresar Brazzein en forma de tdndem multimérico sin embargo no es
posible separar los mondmeros de Brazzein al digerir con hidroxilamina.
Brazzein3X no tiene actividad si se evalia como tandem multimérico.

No es posible expresar los tandems multiméricos de Rattusin con ninguna de las dos
proteinas de fusién ni en dos cepas diferentes de E. coli, ni utilizando el péptido seiial

PelB.
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La estrategia de tdndems multiméricos con uniones flexibles evidencid que Brazzein
FLEX se expresa correctamente tanto a 17°C como a 37°C. Sin embargo, las mejores
condiciones son a 17°C expresandola con SmbP como proteina de fusidn.

No se detectd actividad dulce de Brazzein FLEX a una concentracién de 0.147
mg/mL.

Hepcidin FLEX se expresa a 17°C con ambas proteinas de fusién, pero a 37°C solo se
expresa con SmbP.

Scygonadin FLEX solo se expresa a 17°C con ambas proteinas de fusidn, aunque la
mejor expresion se da con SmbP.

Scygonadin FLEX no mostrd halo de inhibicidn al evaluarse contra Escherichia coli y
Staphylococcus aureus.

Scygonadin FLEX expresada con SmbP mostré una actividad bactericida a una
concentracion de 40 uM.

Aunque no se obtuvo actividad de todas las proteinas expresadas y purificadas en
este proyecto, se acepta la hipdtesis de que el uso de CusF3H+ y SmbP como
proteinas de fusién aumentan la solubilidad y facilitan el proceso de purificacién de
proteinas recombinantes con enlaces disulfuro expresadas en el citoplasma de

Escherichia coli.

148



CAPITULO 8

8. PERSPECTIVAS

Dentro de las perspectivas de este proyecto se sugiere volver a producir las

proteinas para evaluar nuevamente la actividad de cada una.

Otra de las perspectivas es comenzar con la expresién utilizando las fermentaciones
FED-BATCH o la fermentacién continua para aumentar la biomasa y por lo tanto

aumentar la concentracién de proteinas.

En el caso de las proteinas dulces, seria interesante utilizar otros hospederos como
Bacillus subtilis el cual forma parte de la lista GRAS o incluso el uso de levaduras como

Saccharomyces cerevisiae y Pichia pastoris.
Finalmente, para los péptidos antimicrobianos se sugiere evaluar contra otras

bacterias patégenas como todo el grupo ESKAPE, ademds de bacterias resistentes

aisladas de ambientes clinicos.
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