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RESUMEN

La expresion heterdloga de proteinas ha permitido la produccion de las mismas a gran escala,
sin necesidad de hacer grandes extracciones o procesos sumamente largos y complicados,
ademds que en la mayoria de los casos dificilmente se puede conseguir grandes cantidades
desde sus fuentes naturales.

Este trabajo de tesis tiene como objetivo contribuir en el campo de la farmacia y la
biotecnologia en proteinas recombinantes con dos enzimas en particular, el Péptido: N-
glicosidasa F maés conocido como PNGase y mannosil-glicoproteina endo-B-N-
acetilglucosaminidasa (endoglicosidasa H) mas conocido como Endo H.

El trabajo constituye de 3 fases, la primera, la correcta identificacion y transformacion del ADN
que sintetiza ambas proteinas; la segunda, la correcta expresion de ellas en medio bacterial, y
la tercera, en su purificacion de acuerdo a las propiedades, en este caso particular ambas con
residuos de histidina en su extremo C.

Se estudi6 estas enzimas, por su alta demanda en trabajo de laboratorio, por un lado, el Péptido:
N-glycosidasa F (PNGase F) es el método enzimatico mas eficaz para eliminar casi todos los
oligosacaridos unidos a N de las glicoproteinas. La PNGase F es una amidasa, que se escinde
entre los residuos mas internos de GIcNAc y asparagina de oligosacaridos con alto contenido
de manosa, hibridos y complejos. Y por otro lado la endoglicosidasa H es una glucosidasa
recombinante que se escinde dentro del nucleo de quitobiosa de manosa alta y algunos
oligosacaridos hibridos de glicoproteinas N-ligadas.

Para la expresion y purificacion de ambas proteinas recombinantes se utilizé el mismo método,
asi como para la comparacion y verificacion de estas, obteniendo 6,7 mg/mL y 5,4 mg/mL de
PNGase y Endo H correspondientemente, asimismo se realizé geles SDS de poliacrilamida al

15 % para verificar las proteinas segun su peso molecular, las cuales indicaron los respectivos
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de 29kDa y 36kDa, ademas se comprobd nuevamente con un Western Blot anti His,
demostrando que los métodos de aislamiento, expresion y purificaciéon fueron precisos y

especificos para el desarrollo de las proteinas anteriormente mencionadas

Palabras claves: Expresion protéica, purificacion, PNGase, Endo H, identificacion,

transformacion y aislamiento

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




-v#=%_. UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE i CATOLICA

TESIS UCSM -« DE SANTA MARIA

ABSTRACT

The heterologous expression of proteins has allowed their production on a large scale, without
the need for large extractions or extremely long and complicated processes, in addition to the
fact that in most cases it is difficult to obtain large quantities from their natural sources.

This thesis work aims to contribute to the field of pharmacy and biotechnology in recombinant
proteins with two enzymes in particular, Peptide: N-glycosidase F better known as PNGase and
mannosyl-glycoprotein endo-B-N-acetylglucosaminidase (endoglycosidase H) better known as
Endo H.

The work consists of 3 phases, the first, the correct identification and transformation of the
DNA that synthesizes both proteins; the second, the correct expression of them in a bacterial
medium, and the third, in their purification according to the properties, in this particular case
both with histidine residues at their C-terminus.

These enzymes were studied due to their high demand in laboratory work; on the one hand,
Peptide: N-glycosidase F (PNGase F) is the most effective enzymatic method to eliminate
almost all N-linked oligosaccharides from glycoproteins. PNGase F is an amidase, which
cleaves between the innermost GIcNAc and asparagine residues of high-mannose, hybrid and
complex oligosaccharides. On the other hand, endoglycosidase H is a recombinant glucosidase
that cleaves within the high-mannose chitobiose core and some hybrid oligosaccharides of N-
linked glycoproteins.

For the expression and purification of both recombinant proteins, the same method was used,
as well as for the comparison and verification of these, obtaining 6.7 mg/ml and 5.4 mg/ of
PNGase and Endo H correspondingly, SDS gels of 15% polyacrylamide to verify the proteins
according to their molecular weight, which indicated the respective 29kDa and 36kDa, it was

also verified again with an anti-His Western Blot, demonstrating that the isolation, expression
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and purification methods were precise and specific for the development of the previously

mentioned proteins.

Keywords: Protein expression, purification, PNGase, Endo H, identification, transformation

and isolation.
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CAPITULO1

1. INTRODUCCION

En los ultimos afios, el uso de proteinas recombinantes se ha expandido rapidamente, lo que
hace que las enzimas sean importantes en este trabajo. Hasta el momento no se ha
desarrollado ninguna tecnologia de expresion que reuna las caracteristicas de un sistema de
expresion eficiente, econdémico y seguro y que permita expresar todo tipo de proteinas. La
mayoria de las proteinas se producen actualmente en células procaridticas (principalmente
Escherichia coli) y en un pequefio nimero de lineas celulares de mamiferos bien
caracterizadas, como las células de ovario de hamster chino (CHO). También se utilizan
otros sistemas, pero son menos comunes, tales como sistemas "in vitro" libres de células,
algas, otras bacterias, levaduras, células de insectos en cultivo, células de plantas en cultivo,

otras células de mamiferos en cultivo, plantas y animales transgénicos (1).

A pesar de la disponibilidad de diversos métodos y sistemas de expresion,cada uno de ellos
tiene sus propias ventajas y limitaciones. E. coli es ampliamente usado porque es un sistema
bien caracterizado, con tiempos de produccion muy cortos, escalable, simple, barato y con

aprobacion regulatoria (2).

Sin embargo, la mayor limitacion es la incapacidad de producir proteinas glicosiladas. Para
estas proteinas, se han logrado avances significativos en los sistemas de expresion en células
de mamiferos cultivadas, lo que permite altos niveles de produccion y alta calidad del
producto, ademés de la aprobacidon regulatoria. La seleccion del sistema de expresion
adecuado depende de la productividad, bioactividad, propdsito y caracteristicas
fisicoquimicas de la proteina de interés. En el campo de la biotecnologia farmacéutica,
realizando la obtencion de proteinas recombinantes, los investigadores estan constantemente
desafiados a mejorar y optimizar los sistemas de expresion existentes, y también a desarrollar

enfoques novedosos para hacer frente a las demandas de producir proteinas complejas (3).
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El objetivo de este trabajo fue desarrollar e implementar un protocolo para aislamiento
purificacion y expresion de Péptido: N-glicosidasa F de Flavobacterium meningosepticum 'y
mannosil-glicoproteina  endo-B-N- acetylglucosaminidasa (endoglycosidasa H) de
Streptomyces plicatus, empleando el vector pBluescript KS. Para asi, posteriormente, estos
desarrollos podrian ser transferidos a la industria y/o instituciones académicas, ya sea
proporcionando las proteinas de interés o los procesos y técnicas de produccion.
1.1. Enunciado del problema
Aislamiento, purificacion y expresion de Péptido: N-glicosidasa F de Flavobacterium
meningosepticum y mannosil-glicoproteina endo-f-N- acetilglucosaminidasa
(endoglycosidasa H) de Streptomyces plicatus a partir de Escherichia coli, empleando
el vector pBluescript KS.
1.2. Objetivo
1.2.1. Objetivo general
Aislar purificar y expresar los péptidos: N- glicosidasa F de Flavobacterium
meningosepticum y mannosil-glicoproteina endo-f-N-acetilglucosaminidasa
(endoglycosidasa H) a partir de Streptomyces plicatus, empleando el vector
pBluescript KS en el laboratorio del Instituto de Bioquimica en la Universidad

de Libeck.
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1.2.2. Objetivos especificos
1. Transformar el ADN plasmidico a diferentes lineas celulares.
2. Realizar satisfactoriamente la expresion en cultivo bacterial de Endo H y
PNGase en ambas muestras.
3. Elaborar una correcta y especifica purificacion de las proteinas
recombinantes.
4. Analizar los resultados y compararlos
1.3. Antecedentes

e Utilizando E. coli como organismo huésped, los principales aspectos
metodologicos que deben considerarse para asegurar niveles suficientes de
expresion de proteinas recombinantes bioldgicamente activas. De manera similar,
la manipulacion del ADN recombinante basada en los ultimos conocimientos en
gendmica, protedmica y bioinformatica ha aumentado exponencialmente el nlimero
de proteinas producidas por vias recombinantes. Aspectos metodologicos de la
expresion de proteinas recombinantes en Escherichia coli. Andrés Gonzilezy
Maria F. Fillat. Instituto de Investigacion Sanitaria Aragon. Espafia 2018 (23).
. Nuevas tecnologias que superen las dificultades asociadas a los sistemas de
expresion procaridticos y permitan distinguir entre la gama de bacterias mas
utilizadas y aquellas que representan bacterias alternativas prometedoras para la
produccion de la proteina de interés Innovacion estratégica. Esta revision de la
literatura proporcion6 una descripcion técnica muy completa de los sistemas de
expresion de proteinas heterdlogas que existen en torno al uso de bacterias y que
impactan las industrias farmacéutica y biotecnologica. Las bacterias como sistema
de expresion de proteinas heterdlogas terapéuticas: una revision bibliogréfica.

Universidad de Antioquia. Medellin- Colombia. 2014 (24).
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. La expresion de proteinas recombinantes es una herramienta necesaria para
la investigacion de proteinas en la era posgendémica. Aunque existen muchos
sistemas para expresar proteinas recombinantes de los dominios eucariotas y
eubacterianos en organismos, hay pocos o ningun sistema disponible para arqueas.
Se desarrolld un sistema de expresion de proteinas recombinantes utilizando la
arqueona metanogénica Methanosarcina acetivorans. Este sistema utiliza el
promotor CDH altamente regulado, permite la expresion de proteinas
recombinantes con una fusion de proteinas 6xHis opcional y permite una
purificacion rapida. Se desarrolld un protocolo para el cultivo a granel de alta
densidad de M. acetivorans en un biorreactor de acero inoxidable configurado como
pHauxostato. Expresion of recombinant proteins in the Methane-producing
Archaeon Methanosarcina Acetivorans Sheridan Rose Macauley. The University of

Maryland 2005 (25).
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CAPITULOII

2. MARCO TEORICO

2.1 Proteinas

Las proteinas son moléculas grandes y complejas que realizan muchas funciones
importantes en el cuerpo. Realizan la mayor parte de su trabajo dentro de las células y
son necesarios para la estructura, funcion y regulacion de los tejidos y érganos del
cuerpo. Las proteinas estdn formadas por cientos o miles de pequefas unidades
llamadas aminodcidos unidos entre si en largas cadenas. Hay 20 aminoécidos
diferentes que se pueden combinar para formar proteinas. La secuencia de aminoéacidos
determina la estructura tridimensional inica de cada proteina y su funcion especifica
4).

2.1.1. Proteinas Recombinantes

Una proteina recombinante es un tipo de proteina modificada cuyo cédigo esta
codificado por un ADN recombinante. Basicamente, un ADN recombinante se
compone de dos segmentos de ADN unidos en un plasmido (que generalmente
se encuentran en las bacterias). Cuando el ADN recombinante se inserta en el
plasmido bacteriano, traduciran este ADN en proteinas que llevaran los nuevos
conjuntos de caracteristicas. La tecnologia del ADN recombinante es posible
debido a la gran similitud que existe en casi todo el material genético de los

organismos vivos (es decir, estructura quimica similar).

Sin embargo, no significa que cuando se inserta un ADN recombinante en un
huésped, necesariamente se expresara y se producird la proteina. Para hacer esto,
el ADN del organismo de origen necesita encontrar un vector y ese vector sera

el que impulsard la replicacion del ADN en el huésped (11).
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2.1.2. ADN recombinante

El ADN recombinante es una molécula de ADN que ha sido modificada para
contener genes de multiples fuentes mediante recombinacion genética o técnicas
de laboratorio. En el laboratorio, las bacterias pueden transformarse con ADN
recombinante. La recombinacidon genética ocurre durante la meiosis en un
proceso llamado cruce. En primer lugar, el gen de interés se puede replicar
facilmente insertdndolo en un plasmido bacteriano y permitiendo que la bacteria
se reproduzca normalmente. Un plasmido es un pequefio anillo de ADN. Una
vez que los cientificos conocen la secuencia exacta del plasmido, pueden abrir
el anillo utilizando proteinas especiales llamadas enzimas de restriccion. Una
vez abierto el plasmido, puede insertar el gen de su eleccion. Si todas las
secuencias correctas estan presentes, las bacterias que hayan absorbido el
plasmido producirédn la proteina codificada por el ADN recombinante. Ademas,
cuando las bacterias se reproducen, sus genes también se reproducen. Las
bacterias pueden duplicar su niumero en una hora, lo que da como resultado
grandes poblaciones bacterianas que pueden producir grandes cantidades de

productos con fines cientificos, médicos o industriales (26).
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Figura 1:
ADN Recombinantes

Nota: BioExplorer. (11).

2.1.3. Expresion genética

La expresion génica es el proceso que permite obtener proteinas a partir de
genes. Los genes son secuencias de nucledtidos de ADN que codifican la
informacion necesaria para la sintesis de proteinas. Esta sintesis tiene lugar en
dos pasos: transcripcion y traduccion. La transcripcion tiene lugar en el nucleo
y en ella una de las dos hebras que conforman la doble cadena de ADN sirve de
molde para que una secuencia concreta se copie a una molécula de ARN de
cadena sencilla. Posteriormente, este ARN sale fuera del nucleo y lleva el
mensaje —la secuencia de nucledtidos— hasta los ribosomas, de ahi el nombre de
ARN mensajero (ARNm). La traduccion es un proceso citoplasmatico en el que
la molécula de ARNm se descodifica para generar una cadena especifica de
aminoacidos, llamada polipéptido (la proteina). La correspondencia existente
entre nucleotidos (ARNm) y aminoacidos (proteina) es lo que se denomina

codigo genético (12).
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El pmer aminoacido es Cada codon codifica para un tnico aminodcido, siguiendo el codigo genético

siempre: metionina Polipéptido

CHIOINNOVA
e

Figura 2:
Expresion genética

Nota: BIOINNOV A, (12).
2.2. Endo H
La Endoglycosidasa H (Endo H) es una glucosidasa recombinante clonada de
Streptomyces plicatus y sobre expresada en E. coli. Endo H escinde el nucleo de
quitobiosa de manosa alta y un numero limitado de oligosacaridos hibridos de
glicoproteinas N-ligadas. No escinde glicanos complejos. La escision enzimatica tiene
lugar entre los dos residuos de N-acetilglucosamina en el nucleo de diacetilquitobiosa
del oligosacarido, dejando un residuo de N-acetilglucosamina en la asparagina. Esto
contrasta con la PNGasa F, que escinde todos los oligosacédridos unidos a asparagina

(13).
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2.2.1. Definicion de la unidad
Una unidad se define como la cantidad de enzima requerida para eliminar >95 %
del carbohidrato de 10 pg de RNasa B desnaturalizada en 1 hora a 37 °C en un
volumen de reaccion total de 10 pl (13).
2.2.2. Peso Molecular
La Endo H tiene un peso molecular de aproximadamente 29 kDa (13).
2.2.3. Aplicaciones
* Determinacion del estado de glicosilacion de proteinas.

» Caracterizacion de la estructura de los glicanos (14).

p— N,N'-diacetylchitobiose core
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Hybrid e 6/6 e Mannose

Structure G—iv—o/?'r.”—’.—:: O Galactose
‘ @ siaac Acid
L ‘
Complex ‘ 6 i\o 6
oyean  @~@-I" "~ ~o-H-H
Structure :
o-o-me- -

Figura 3:

Glicosilacion de proteinas con endoglicosidasa H

Nota: Promega, (14).
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2.2.4. Estructura

Figura 4:
Estructura de Endo H

Nota: Bank RCSB, (7).

2.3. PNGase
PNGase F es una glucosidasa recombinante clonada de Elizabethkingia miricola y sobre
expresada en E. coli. La PNGase F tiene un peso molecular de 36 kDa. La PNGasa F cataliza
la escision de los oligosacaridos unidos por N entre los residuos de GlcNAc y asparagina mas
internos de los oligosacaridos complejos, hibridos y con alto contenido de manosa de las
glicoproteinas unidas por N (ver figura). La PNGasa F no eliminara los oligosacaridos que
contienen fucosa central ligada a alfa-(1,3) que se encuentra comunmente en las glicoproteinas

vegetales (15).
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2.3.1 Definicion de la unidad
Una unidad de PNGasa F catalizara la desglicosilacion de 1 nanomol de ribonucleasa
B desnaturalizada (RNasa B) en un minuto a 37 °C. Una unidad Promega equivale a 1
miliunidad IUB (15).

2.3.2 Peso Molecular

La PNGasa F tiene un peso molecular de aproximadamente 36 kDa. PNGase F se
suministra como liquido en Tris-HCI 20 mM (pH 7,5 a 25 °C), NaCl 50 mM y EDTA

5 mM a una concentracion de 10 000 u/ml (15).
2.3.3. Aplicaciones
»  Caracterizar si la proteina esta glicosilada
* Determinacion de la ubicacion de la glicosilacion en la proteina.
*  Caracterizacion de la estructura de los glicanos

»  Trafico de proteinas (15).
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)
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Figura S:
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Glicosilacion de proteinas con PNGase

Nota: PNGase, (15).
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2.3.4. Estructura

Figura 6:

Estructura de PNGase F

Nota: Bank RPD, (9).

2.4. Vector pBLUESCRIPT KS
Todos los fagémidos pBluescript II tienen una longitud de 2961 pb. La estructura de
estos fagémidos es muy similar a la de pTZ19R/U excepto por los MCS y los promotores
que flanquean al MCS. Los fagémidos pBluescript II estan disefiados para la clonacion
de ADN, la secuenciacion didesoxi de ADN, la mutagénesis in vitro y la transcripcion

in vitro en un solo sistema. Las series de vectores pBluescript II SK y KS representan
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dos orientaciones del MCS dentro del gen lacZ que codifica el fragmento N-terminal de
beta-galactosidasa (KS representa la orientacién del MCS en la que la transcripcion lacZ
procede de Kpnl a Sacl, mientras que SK, de Sacl a Kpnl). Los simbolos (+) y (-) en los
fagémidos pBluescript II indican la orientacion de la region intergénica (IG) del fago f1
clonado que lleva las secuencias requeridas en cis para el inicio y la terminacion de la
sintesis de ADN del fago fl y para el empaquetado del ADN en particulas de
bacteriofago. La sintesis de ADN monocatenario requiere las proteinas de los genes I,
Xy V codificadas por fagos y se inicia en ori (+). Se procede en la direccion indicada.
La conversion de cadenas de ADN monocatenarias en cadenas dobles no requiere que
ninguno de los genes del fago funcione. La sintesis de ADN se inicia mediante un
cebador de ARN de 30 nucle6tidos sintetizado por la ARN polimerasa del huésped y
que comienza en ori (-). Los fagémidos pBluescript II contienen: fl (IG): la region
intergénica del fago f1; rep (pMB1): el replicon pMBI1 responsable de la replicacion del
fagémido. La region indicada es suficiente para promover la replicacion. La replicacion
del ADN se inicia en la posiciéon 1213 (+/- 1) y avanza en la direccion indicada; bla
(ApR): gen que codifica la beta-lactamasa que confiere resistencia a la ampicilina. Los
nucleotidos 2833-2765 (cadena complementaria) codifican un péptido sefial; lacZ: parte
terminal 5' del gen lacZ que codifica el fragmento N-terminal de la beta-galactosidasa.
Este fragmento permite la deteccion azul/blanca de fagémidos recombinantes. El
polipéptido LacZ correspondiente a la beta-galactosidasa natural y esencial para la
deteccion azul/blanca termina en la posicion nt 460 (cadena complementaria). Otros

codones en el mismo marco de lectura provienen del ADN f1 (15).
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2.5. Células competentes

El ADN recombinante es una molécula de ADN que ha sido modificada para contener
genes de multiples fuentes mediante recombinacion genética o técnicas de laboratorio.
En el laboratorio, las bacterias pueden transformarse con ADN recombinante. La
recombinacion genética ocurre durante la meiosis en un proceso llamado cruce. Los
cientificos pueden utilizar esta caracteristica del ADN para diversos fines. En primer
lugar, el gen de interés puede replicarse facilmente insertdndolo en un plasmido
bacteriano y permitiendo que la bacteria se reproduzca con éxito. Un plasmido es un
pequeiio anillo de ADN. Una vez que los cientificos conocen la secuencia exacta del
plasmido, pueden abrir el anillo utilizando proteinas especiales llamadas enzimas de
restriccion. Una vez abierto el plasmido, puede insertar el gen de su eleccion. Si todas
las secuencias correctas estan presentes, las bacterias que hayan absorbido el plasmido
producirdn la proteina codificada por el ADN recombinante. Ademas, cuando las
bacterias se reproducen, sus genes también se reproducen. Las bacterias pueden duplicar
su numero en una hora, lo que da como resultado grandes poblaciones bacterianas que
pueden producir grandes cantidades de productos con fines cientificos, médicos o
industriales (26, 27).
24.1. E. Coli DHSalfa
Las células competentes Thermo Scientific DH5a son células de E. coli
quimicamente competentes y altamente eficientes que son ideales para crear
bancos de genes o generar bibliotecas de ADNc utilizando vectores derivados
de plasmidos. El marcador ¢80dlacZAM15 proporciona complementacion o del
gen de la B-galactosidasa de pUC o vectores similares para permitir la deteccion
de colonias de color blanco azulado en placas de agar bacteriano que contienen

Bluo-Gal o X-Gal. Las mutaciones RecAl y endA1 en células DH5a mejoran
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la estabilidad de la insercion y la calidad del ADN plasmidico extraido (28).

a) Aplicaciones

Las células competentes DH5a son adecuadas para una variedad de aplicaciones

que requieren una alta eficiencia de transformacion:

* Clonacion de ADN eficiente a partir de reacciones de generacion de ADNc
y PCR

* Elmarcador recAl facilita el trabajo con ADN dificil de transformar

» Ideal para generar bibliotecas de ADNc con vectores derivados de
plasmidos

* Mutagénesis dirigida al sitio.

Genotipo

F-p80lacZA M15 A (lacZY A-argF) U169 recAl endAl hsdR17 (rK-mK+)

phoA supE44 A-thi-1 gyrA96 relAl (28).

24.2. BD21

* Las células competentes BL21 son una cepa multiuso cominmente
utilizada para la expresion de proteinas de slto nivel y una facil induccion.

«  Expresion de proteinas de alto nivel y facil induccion.

*  Se puede utilizar con sistemas de expresion de proteinas de ARN
polimerasa distintos de T7.

*  Permite el control més estricto de la expresion de proteinas para proteinas
extremadamente toxicas.

* Adecuado para expresar proteinas de todas las especies, incluidos los
mamiferos.

* Ideal para la expresion de proteinas dificiles, especialmente cuando el sesgo

de codones es un problema
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* Aumenta la eficiencia de transformacion con el fenotipo Hte.
*  Derivado de la linea celular competente BL21-Gold de alto rendimiento de

Agilent (28).

2.5. Transformacion

La transformacion es el proceso por el cual un organismo adquiere ADN exoégeno. La
transformacion puede darse a cabo de dos maneras: transformacion natural y
transformacion artificial. La transformaciéon natural describe la captacion e
incorporacion de ADN desnudo del entorno natural de la célula. La transformacion
artificial abarca una amplia gama de métodos para inducir la captacion de ADN
exdgeno. En los protocolos de clonacion, se utiliza la transformacion artificial para
introducir ADN recombinante en la bacteria huésped (E. coli). El método mas comun
de transformacion artificial de bacterias implica el uso de cationes divalentes (por
ejemplo, cloruro de calcio) para aumentar la permeabilidad de la membrana de la
bacteria, haciéndola quimicamente competente, aumentando asi la probabilidad de
adquisicion de ADN. Otro método artificial de transformacion es la electroporacion, en
la que las células reciben una descarga eléctrica para crear agujeros en la membrana
bacteriana. Con una membrana celular recientemente comprometida, el ADN en
transformacion puede pasar libremente al citosol de la bacteria. Independientemente del
método de transformacion que se utilice, el crecimiento de bacterias después de la
transformacion permite la reparacion de la superficie bacteriana y la seleccion de células
recombinantes si el ADN recién adquirido transmite resistencia a los antibidticos a las

células transformadas (29).
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2.6. Incubacion y crecimiento celular

Respecto al crecimiento de microorganismos, hay que recordar que es sindnimo de
multiplicacion y hace referencia a un aumento en el nimero de células. Por lo tanto, el
crecimiento microbiano es un aumento en el nimero de células microbianas dentro de

una poblacion.

La tasa de proliferacion es el aumento del numero de células o de la masa celular por
unidad de tiempo. El tiempo de generacion es el tiempo que tarda una célula en
convertirse en dos células, o el tiempo que tarda una poblacion de microorganismos en
duplicarse.Este tiempo varia mucho dependiendo de los microorganismos y de las

condiciones ambientales como la temperatura (30).

La curva de crecimiento tipica de un organismo unicelular en laboratorio la podemos

ver representada en esta grafica. Las curvas de crecimiento son distintas segun el tipo

de microorganismo y segun variemos las condiciones del cultivo, pero, a pesar de ello,
todas ellas tienen en comun una serie de fases:

e Fase de las o fase de latencia: es una fase de adaptacion. Se corresponde con la
primera parte de la curva, y en ella el nimero de UFC permanece practicamente
constante.

e Fase logaritmica o exponencial: es la fase en la cual los microorganismos se
multiplican con rapidez. Durante cada intervalo de duplicacion se producen tantas
nuevas células como se habian producido anteriormente de manera acumulada. La
fase continia mientras no existan factores limitantes del crecimiento. En los
cultivos discontinuos el factor que hace que cese el crecimiento puede ser el

agotamiento de nutrientes, la acumulacion de productos metabdlicos toxicos o una
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combinacion de ambos. Una vez que esto ocurre el cultivo pasa a la

e Fase estacionaria en la cual no varia el nimero de microorganismos. En los cultivos

en laboratorio posteriormente tiene lugar la

e Fase de muerte en la cual el nimero de microorganismos comienza a disminuir (31).

FASES DE CRECIMIENTO
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Figura 7:

Fases del crecimiento celular
Nota: ComBase, (30).
2.7. Minipreparados
Una miniprep es una técnica que nos permite aislar ADN plasmidico de cultivos
bacterianos. El ADN aislado es de alta pureza y puede usarse para secuenciacion,
digestion o PCR. Al igual que para la limpieza de PCR y la extraccion de gel, la mayoria
de los laboratorios utilizan kits para realizar minipreparaciones. Los minipreps suelen
ser ideales para la clonacion basica, ya que solo requieren pequefios volimenes de
células cultivadas y producen una gran cantidad de ADN de alta calidad para la mayoria
de las aplicaciones posteriores. También existen kits Midiprep y Maxiprep que
producen mayores volimenes de ADN purificado, pero requieren cultivos bacterianos

mucho mas grandes. Durante la minipreparacion, lisaremos las bacterias cultivadas en
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cultivo del dia anterior y purificaremos los plasmidos transformados de ellas. La tarde
antes de la minipreparacion, use la punta de una pipeta para inocular de 3 a 5 ml de
medio LB + antibidtico con una sola colonia de la transformacion de su reaccion.
Incubar el cultivo durante la noche a 37 °C en una incubadora con agitacion

(normalmente ~250 rpm) (31).

2.8. Cultivos celulares
Las bacterias son componentes importantes de la ecologia. Son esenciales para nuestra
salud y la salud de nuestro medio ambiente, desempenian un papel fundamental en la
produccion de alimentos y brindan a los bioingenieros las herramientas para aplicar sus
habilidades y establecer conexiones. Sin embargo, también pueden ser perjudiciales y
provocar danos y enfermedades. La capacidad de cultivar microorganismos dafiinos es
un elemento esencial para aprovechar su poder, identificar las causas mas dafinas y
mejorar nuestros conocimientos y habilidades. Este articulo describe algunas de las
complejidades del cultivo bacteriano y los factores que influyen en las condiciones del

cultivo, problemas comunes y muchos ejemplos de aplicaciones (32).

2.9. IPTG
IPTG o isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido es un analogo molecular de la alolactosa
que induce la expresion génica eliminando el represor del operén lac. La alolactosa es
un isémero de la lactosa que se forma cuando la lactosa ingresa a las células. Acta
como un inductor que inicia la transcripcion de los genes del operdn lac. El gen del
operdn lac codifica una proteina importante en la descomposicion de la lactosa. El
metabolismo de la lactosa ocurre cuando la glucosa estd ausente y la lactosa esta
presente en grandes cantidades. Para reponer las fuentes de energia, las células

descomponen la lactosa de forma natural (32).
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2.9.1. Lac operon
El El operon Lac es una region del ADN de E. coli que contiene tres genes (lacZ,
lacY y lacA). En el genoma de E. coli se agrupan tres genes que operan bajo un
unico promotor. Un promotor es el sitio donde la ARN polimerasa comienza la
transcripcion de un gen. En la deficiencia de lactosa, el represor se une al
operador Lac, bloquea la ARN polimerasa e impide la transcripcion genética.
El operador Lac es un sitio de control negativo dentro del ADN que se
superpone con el promotor Lac. En ausencia de glucosa y presencia de lactosa,
la alolactosa se une al represor lac y libera alolactosa del operador lac. Al igual
que la alolactosa, el IPTG provoca la liberacion del represor Lac. Esto hace que

la ARN polimerasa se una al promotor y comience la transcripcion del gen (32).

2.9.2. Induccion con IPTG

La induccion de IPTG es un método para regular la sintesis de proteinas

activando la transcripcion del operdn lac.

Requiere dos actores clave:

e (¢lulas: la cepa de expresion
Durante la inducciéon de IPTG, las células deben producir la ARN
polimerasa T7 necesaria para la transcripcion de genes; por ejemplo, puede
utilizar la cepa de E. coli BL21(DE3). BL21(DE3) tiene el gen lac que
codifica el represor lac, Lacl. Después de la induccion de IPTG, esta cepa
expresa la ARN polimerasa T7 (33).

e Vector
En el paso de clonacidn, se clona el gen de interés en un vector particular,

como el vector pET, y se transforman las células de E. coli con el ADN
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recombinante (34).
Para expresar su gen de interés, su vector debe tener varios elementos clave:

e Un gen de resistencia a los antibidticos: para seleccionar las células
transformadas.

e El gen lacl: para sintetizar el represor lac, Lacl.

e Sitio LacO: un sitio que contiene una secuencia del operador lac. En
ausencia de IPTG, Lac se une a este sitio para impedir la expresion de su
gen de interés (33).

e Promotor T7 (u otros promotores reconocidos por la ARN polimerasa T7):
para iniciar la transcripcion de su gen de interés. Este promotor es adyacente
al sitio LacO. Por lo tanto, cuando Lac se une al sitio LacO, evita la union
de la ARN polimerasa T7 al promotor T7.

e ORF (Open Reading Frame): un sitio donde clonas tu gen de interés (34).

LacO site T7 Promoter

L VECTOR
Antibiofic

resistance
marker

Figura 8:

Induccion con IPTG

Nota: Briand, et al, (34).
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2.10. Lisis Celular

La lisis celular es un proceso importante tanto en la extraccicon de componentes
internos de la celula ademés que desencadena la muerte celular. Consiste en la rotura
de la membrana celular de células o bacterias y provoca la salida de organulos o
material celular. Esta rotura puede ocurrir por medios quimicos, fisicos o incluso por
infeccion de virus.

En los laboratorios biotecnoldgicos se practica la desintegracion o lisis celular con el
fin de romper las membranas o paredes celulares y asi liberar moléculas bioldgicas
como organulos o proteinas. El material celular lisado (o extraido) se separa para
llevar a cabo nuevas aplicaciones o investigaciones.

Los métodos de lisis celular que se usan son diversos. Desde la sonificacion (por
medio de ondas que rompen la pared celular) o la homogeneizacion liquida (las
membranas se rompen al pasar por espacios muy reducidos) o incluso por medio de

detergentes (39).

2.11. Ultrasonificacion

Estas fuerzas cortantes pueden romper material fibroso y celuldsico en particulas mas
finas y romper las paredes de las células, lo que libera mas material intracelular, como
almidoén o azucar, en el medio. Ademads, el material de la pared celular se fragmenta
en pequenas particulas.

Este efecto se puede utilizar para procesos de fermentacion, digestion y otros procesos
de transformacion de la materia organica. Después de moler y pulverizar el material,
los ultrasonidos consiguen que un mayor contenido tanto de material intracelular, por

ejemplo, almidén, como de restos de la pared celular, se encuentren més disponibles
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para las enzimas que convierten el almidon en azlcares. También logran aumentar la
superficie expuesta a las enzimas durante la licuefaccion o la sacarificacion. Esto
normalmente incrementa la velocidad y el rendimiento de la fermentacion con
levadura y otros procesos de conversion para, por ejemplo, multiplicar la produccion

de etanol a partir de biomasa (40).
2.12. Purificacion

2.12.1. Purificacion His Taq

Una etiqueta de histidina, o etiqueta de poli histidina, es una cadena de residuos de
histidina en el extremo N o C de una proteina recombinante. Puede haber de cuatro a
diez residuos en una cadena, aunque comunmente hay seis residuos de histidina, una
etiqueta de hexahistidina. Algunas proteinas recombinantes estan disefiadas para tener
dos etiquetas de hexahistidina. La purificacion con etiqueta His utiliza la técnica de
purificacion de cromatografia de afinidad de metal inmovilizado o IMAC. En esta
técnica, los iones de metales de transicion se inmovilizan en una matriz de resina
usando un agente quelante como el acido iminodiacético. El ion mas comun para la
purificacion con etiqueta his de una proteina recombinante es Ni2+, aunque también
se utilizan Co2+, Cu2+ y Zn2+. El his-tag tiene una alta afinidad por estos iones
metalicos y se une fuertemente a la columna IMAC. La mayoria de las otras proteinas
en el lisado no se uniran a la resina o se unirdn débilmente. El uso de un his-tag e
IMAC a menudo puede proporcionar una proteina recombinante relativamente pura
directamente a partir de un lisado crudo (17).

El imidazol compite con la etiqueta his para unirse a la resina cargada con metal y,
por lo tanto, se usa para la elucion de la proteina de una columna IMAC. Por lo
general, se agrega una concentracion baja de imidazol a los tampones de lavado y de

unidn para interferir con la unién débil de otras proteinas y para eludir cualquier
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proteina que se una débilmente. Luego, la proteina etiquetada con His se eluye con
una concentraciéon mas alta de imidazol.
Ni2+ se usa mas cominmente para la purificacion de his-tag, ya que brinda un alto
rendimiento. El uso de Co2+ puede dar una mayor pureza, pero con un menor
rendimiento. Bio-Rad tiene resinas his-tag y kits de purificacion his-tag que estan
precargados con Ni2+ para una purificacion rdpida y facil de proteinas his-tag.
También estan disponibles resinas sin carga y kits que se pueden cargar con Co2+ u
otros iones metalicos divalentes o trivalentes. Los kits sin carga brindan a los usuarios
la opcion de probar diferentes metales para determinar si uno brinda mayor pureza o
rendimiento para una proteina recombinante marcada con His en particular (18).
2.12.1.1. Funciones de purificacion His-tag
Para la purificacion de his-tag, una his-tag mas larga o dos etiquetas de
hexahistidina proporcionan una mayor afinidad por la matriz. A medida que
aumenta el nimero de residuos de histidina, el tampon de elucion requiere
una mayor concentracion de imidazol para eliminar las proteinas unidas de
la columna. Una uniéon mas fuerte puede ser una ventaja cuando la mezcla de
proteina cruda contiene proteinas no deseadas que tienen una alta afinidad
por la resina IMAC cargada. La mayoria de las proteinas no recombinantes
se unen mas débilmente que una cadena larga de histidinas y, por lo tanto,
eluyen a una concentracion mas baja de imidazol.
Una unién mas fuerte a una columna IMAC puede ser particularmente util
cuando las proteinas recombinantes marcadas con his provienen de una
fuente eucaridtica (18).
En general, hay menos proteinas con fuerte afinidad por los metales de

transicion en lisados de procariotas que de eucariotas. El uso de dos etiquetas
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de hexahistidina combinadas con Co2+ (o Zn2+) puede reducir la afinidad
de unidon de muchas de estas proteinas en relacion con la proteina etiquetada
con his.

Si el imidazol no es adecuado para la elucion, se puede reducir el pH de la
columna his-tag para eluir la proteina recombinante. Bajar el pH hace que los
iones metalicos se protonen y luego se extraigan de la columna. Todas las
resinas his-tag de Bio-Rad son estables a un pH de 1 a 14 y se pueden utilizar
con cualquier protocolo que implique un cambio de pH.

Cuando se preparan lisados crudos para la purificacioén de proteinas marcadas
con His, a menudo se deben incluir uno o mas detergentes o agentes
desnaturalizantes o reductores en el tampon de lisis. Todos los kits de
purificacion de proteinas his-tag de Bio-Rad son compatibles con todos los
tipos comunes de detergentes y agentes desnaturalizantes y reductores. No
hay efecto sobre la union o elucion de la resina IMAC en presencia de estos
compuestos (19).

b) Beneficios de la purificacion His-Tag

La gama Bio-Rad de kits, columnas y medios de purificacion his-tag estan
optimizados para altos niveles de purificacion a velocidades de flujo rapidas.
Debido a los bajisimos niveles de fuga de iones metalicos de nuestros medios
de afinidad, no hay problema con la contaminacién de las muestras por iones
metalicos cuando se utiliza una columna o kit de purificacion his-tag de Bio-
Rad. Todas las resinas son estables a pH bajo, compatibles con detergentes y
agentes desnaturalizantes y reductores, tienen una alta resistencia mecéanica

y se pueden usar con caudales rapidos (20).
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Figura 9:

Purificacion His Taq
Nota: Lifesciences. (35).

2.12.12. Cromatografia de exclusion de tamafio
La cromatografia de exclusion molecular (SEC), también conocida como
filtracion en gel, es la mas suave de todas las técnicas de cromatografia. La
SEC separa moléculas por diferencias de tamafo a medida que pasan a
través de una resina empaquetada en una columna. A diferencia de técnicas
como la cromatografia de intercambio i6nico (IEX) o la cromatografia de
afinidad (AC), las moléculas no se unen a la resina de cromatografia, lo que
significa que la composicion del tampoén no afecta directamente la
resolucion (el grado de separacion entre picos). En consecuencia, una
ventaja significativa de la SEC es que se pueden variar las condiciones para
adaptarse al tipo de muestra o a los requisitos para una mayor purificacion,

analisis o almacenamiento sin alterar la separacion (36).
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2.13. SDS-Page

SDS-PAGE se utiliza para el analisis de proteinas.Este tipo de electroforesis utiliza

geles a base de poliacrilamida como medio de separacion.Aproximadamente 1,4 g de
SDS se unen por cada g de proteina, por lo que la proteina tiene una distribucion de
carga constante.Durante la preparacion de la muestra, se agrega un exceso de SDS a
la proteina y luego la muestra se calienta a 95 °C, lo que altera la estructura secundaria
y terciaria al romper los enlaces de hidrégeno y estirar las moléculas.
Al final de esta preparacion, la proteina cargada de SDS tiene forma elipsoidal.
Ademas de la resistencia al SDS, los complejos proteicos cinéticamente estables
también se caracterizan por su estabilidad frente a proteasas y una larga vida media.
Para la separacion, cargue la muestra desnaturalizada en un gel de poliacrilamida y
coloquela en el electrolito apropiado.
Luego se aplica un voltaje, lo que hace que la muestra cargada negativamente se
mueva a través del gel.
Al final del proceso, todas las proteinas se clasifican por tamafio y pueden visualizarse
mediante otros métodos (tinciones como la tincion de Coomassie o la tincion con
plata, o pruebas inmunologicas como el Western blot).
Ademéas de la muestra, normalmente se cargan marcadores de tamafio en el gel.
Esta formado por proteinas de tamafio conocido, lo que nos permite estimar el tamafio
de las proteinas en la muestra real (37).

2.14. Western Blot
La Western blot es una técnica importante en biologia celular y molecular, esta
permite a los investigadores identificar proteinas especificas a partir de mezclas
complejas de proteinas extraidas de las células.
Esta técnica utiliza tres elementos para realizar esta tarea:

* Separacion por tamafio
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* Transferencia a superficies solidas

» Etiquetar las proteinas diana utilizando anticuerpos primarios y secundarios
apropiados para su visualizacion.

La transferencia Western se utiliza a menudo en la investigacién para separar e
identificar proteinas. Esta técnica utiliza electroforesis en gel para separar una mezcla
de proteinas segiin su peso o tipo molecular. Estos resultados se transfieren a la
membrana, produciendo bandas para cada proteina. Luego, la membrana se incuba
con un anticuerpo marcador especifico para la proteina de interés. Los anticuerpos no
unidos se eliminan, dejando so6lo los anticuerpos unidos a la proteina de interés. Los
anticuerpos unidos se detectan, revelando la pelicula. S6lo una banda debe ser visible
porque el anticuerpo solo se une a la proteina de interés. El grosor de la banda

corresponde a la cantidad de proteina presente. (38).

2.15. Hipotesis
Dado que la endoglycosidasa H y el Péptido: N-glicosidasa F son proteinas
importantes para diferentes actividades en la Industria Farmaceutica asi como en la
Biotecnologia Farmacéutica y siendo posible su purificacion expresion y aislamiento;
entonces es probable qué, se pueda hacer un protocolo con la clonacion del inserto
respectivo en el vector pP BLUESCRIPT KS, asimismo su purificacion por His Taq, gel
filtracion y aislamiento para obtener las proteinas por combinacién de métodos

enzimaticos y ultrasonificacion, para la correcta obtencion de ellas.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA

REPOQSITORIO DE

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

CAPITULOIII
3. METODOLOGIA
3.1. Campo de Verificacion

3.1.1. Ubicacion Temporal

El presente trabajo se realizo entre el mes de febrero a agosto de 2023

3.1.2. Ubicacion Espacial

El presente trabajo se realizo en el Instituto de Bioquimica, en la Universidad de
Liibeck, en la cuidad de Liibeck, en Alemania.
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Figura 10:
Ubicacion del trabajo de investigacion

Nota: Google Maps. Universitiit zu Liibeck

3.2. Materiales

3.2.1 Vectoresy Material genético

El vector pBluescript KS tanto como el inserto para expresion de endo H y

PNGase, fueron otorgados por el laboratorio de Bioquimica de la Universidad

de Liibeck.
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3.2.2 Material biolégico y quimico

»  Células competentes E.Coli DH5alfa

*  Células competentes BD21

*  Primer de secuenciacion T7

*  Ampicilina Stock 100mg/ml

»  Isopropil p-d-1-tiogalactopiranosido 1M

*  Medio LB

* Agar LB

*  Geles de poliacrilamida

»  Protein Ladder Marker

*  Anti His (5:10000)

*  Horseradish peroxidase

* Leche

* Geles de poliacrilsamida 15% (ver preparacion en anexo)

*  Buffer para cargar muestras en SDS-Page (ver preparacion en anexo)
3.2.3 Equipos

»  Termomixer

*  Placas Petri

» Incubadora a 37 y 25 grados

*  Hielo

*  Bolas de vidrio para esparcir el cultivo

»  Tubos de plastico para cultivo

*  KIT Plasmid isolation kits, NucleoSpin®

*  Frascos de cultivo de 3L

»  Frascos para centrifugadora

*  Rotor JLA.S1

*  Rotor JA25.50

*  Vasos beakers

»  Espatulas

*  Magneto

»  Ultrasonicador

»  Filtro de membrana 0.45mm

»  Akta pure
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*  Columna HisTrap HP

*  Micropipeta (2;5,100y 1000mL)

*  Columna HiLoad® 26/600 Superdex® 200 pg
*  Concentradores AMICON

*  Nanodrop

3.2.4 Buffers
Buffer lisis
¢ 50mM Tris pH8
* 5% Glicerol
*  25mM Imidazol
e 250mM NaCl
*  Proteasa Inhibidor (500uL in 1000uL)
* DNAse (10uL in 1000uL)

Buffer para HisTrap
Buffer A1

50mM Tris pHS8
25mM Imidazol
250mM NaCl

Buffer BI

50mM Tris pH8
250mM Imidazol
250mM NaCl

Buffer para SEC

50mM Tris pH8
250mM NaCl
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3.3 Metodologia

3.3.1 Transformacion del plasmido a células competentes E. Coli
DHS5alfa

Las células DH5alfa fueron proporcionadas en alicuotas de 100ul en ependorf de

1,5mL, por el laboratorio anteriormente mencionado y fueron guardadas en
ultracongeladora a -80°C. Por lo que el primer paso fue recoger hielo en un pocillo
luego se colocd las células y se esperd aproximadamente 5 minutos a que se
descongelen. Seguidamente se coloc6 3ul de los plasmidos correspondientes y
se mezclo suavemente para luego dejarlo incubar en hielo por 15 a 20 minutos.
Se puso el ependorf con esta mezcla en el termomixer a 42°C por 50 segundos
para producir un shock de calor por 50 segundos, se coloc6 nuevamente en hielo
y se dejo incubar por 3 minutos.

Seguidamente se coloc6 250mL de medio LB previamente autoclavado, y se dejo
nuevamente en el termomixer por 45 minutos a 37°C con una agitacion de
500RPM.

Después de esta incubacion, se tom6 150ull y se puso en la placa Petri con agar
LB previamente preparado e implementado con ampicilina 100ug/ml, y con
ayuda de las bolas de vidrio, se esparcio6 el liquido hasta que se vio seco.

Dejar en incubadora a 37°C por 16 horas (Se puede aprecir en la imagen 11 como

se dbeiran de ver depues de la las 16 horas de incubacion.
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Figura 11:

Colonias de la transformacion a células DH5alfa

3.3.2 Recolectar colonias y preparar cultivos previos
Después de la incubacion de 16 horas de los platos agar, se deben observar
algunas colonias. Se prepararon tubos para cultivo celular con 5ml de medio LB
implementado con 100ug/mL ampicilina. Se colocé una colonia por tubo y se
dej6 incubar a 37°C con agitacion de 220RPM por 18 horas (Se puede observar

en la imagen 12 los diferentes tubos para las Minipreps)

Figura 12 :
Incubacion con una colonia por tubo para la preparacion de Minipreps
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3.3.3 Preparar Minipreps de plasmido (Plasmid isolation Kits,
NucleoSpin® Plasmid)
Este paso se realiz6 con el Kit Plasmid isolation kits, NucleoSpin® Plasmid, por
lo que se siguio el protocolo y las recomendaciones del fabricante, descritas a
continuacion.
Después del tiempo de incubacion, se centrifugo durante 1 minuto a 11.000 x g.
Se descarto el sobrenadante y se removio6 la mayor cantidad de liquido posible.
Se agreg6 500 pL de tampon Al. Se re suspendio el sedimento celular

completamente agitando en vortex o pipeteando hacia arriba y hacia abajo. Se

debe asegurar que no queden grumos de células antes de agregar el tampdon A2
Se agreg6 500 pL de tampdén A2. Se mezcl6 suavemente invirtiendo el tubo 6—8
veces. No se recomendo agitar para evitar el corte de genémico ADN. Se incubo
a temperatura ambiente hasta 5 min o hasta que el lisado parezca claro.

Se agregd 600 puL de tampdon A3. Se mezclod bien invirtiendo el tubo de 6 a 8 veces
hasta que las muestras azules se vuelvan incoloras: No se debe de agitar para
evitar el corte de gendmica

Se asegurd de neutralizar completamente para precipitar todo el proteina y ADN
cromosodmico. Las muestras deben de girar completamente incoloro sin rastros de
azul del Buffer A2.

Se centrifugar durante 10 min a 11.000 x g a temperatura ambiente

Se colocd una columna NucleoSpin® Plasmid/Plasmid en un tubo de recogida (2
mL) y se decant6 el sobrenadante del paso 3 en la columna. Se centrifugd por 1
min a 11.000 x g. Se desecho el fluido y se colocd la columna de plasmido
NucleoSpin® de nuevo en la coleccion tubo.

Se agregd 500 pL de tampon AW, opcionalmente precalentado a 50 °C y se
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centrifugo durante 1 min a 11.000 x gramo. Se desech¢6 el fluido y coloco la
columna NucleoSpin® Plasmid/Plasmid en el tubo de recoleccion.

Se afiadié 600 pL. de Buffer A4 (complementado con etanol) y se centrifugo
durante 1 min a 11.000 x g. Se desechd el fluido y se coloc6d la columna
Plasmido/Plasmido de vuelta al tubo vacio de recogida.

Se centrifugo durante 2 min a 11.000 x g y se desecho el tubo de recogida, se
colocd la columna en un tubo ependorf de 1,5 ml y se agregd 50 pL de Buffer AE
precalentado a 70 °C. Se incubo durante 2 min a 70 °C. Y se centrifugo durante 1

min a 11.000 x g (10).

3.3.4 Secuenciacion de Endo H y PNGase por el método de Sanger

Se enviaron 5 muestras de ADN de Endo H y PNGase para su secuenciacion a
LGC genomics-Berlin, como primer paso se realizd la medicion de la
concentracion y calidad del material genético.

Se mand6 a secuenciar 9ul del pldsmido a 100ng/ml mezclados con 5ul del

primer T7.
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Se esperd a los resultados para comparar y alinear con ayuda del programa
Blenching si los resultados obtenidos son los mismos que los datos
proporcionados por los organismos internacionales. Si es asi, se puede continuar,

con el siguiente paso.

pT 447- Endo H
3835 bp

Cap

b‘"ding site‘
lac promoter | |
bl lac promote’ \

lac promot-er 4

Figura 13:

Diagrama de plismido a comparar Endo H
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Figura 14:

Diagrama de plasmido a comparar PNGase F

3.3.5 Transformacion el plasmido en células competentes BD21DE3

Después de verificar y asegurarse de estar usando el plasmido indicado, se pudo

empezar con la transformacion a células BD21DE3

Estas células fueron proporcionadas en alicuotas de 100ml en ependorfde 1,5mL,
por el laboratorio anteriormente mencionado y fueron guardadas en el
refrigerador -80°C. Por lo que el primer paso es recoger hielo en un pocillo, se
coloca las células y se esper6 aproximadamente 5 minutos a que se descongelen.

Seguidamente se colocd 2ul. de los pldsmidos correspondientes, se mezcld

suavemente y se dejo incubar en hielo por 15 a 20 minutos
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Se puso el ependorf con esta mezcla en el termomixer a 42°C por 50 segundos
para producir un shock de calor. Después de los 50 segundos, se coloco
nuevamente en hielo y dejar incubar por 3 minutos.

Seguidamente se coloco 250mL de medio LB previamente autoclavado, y se dejo
nuevamente en el termomixer por 45 minutos a 37°C con una agitacion de
500RPM.

Después de esta incubacion, se tomd 150ull y se puso en la placa Petri con agar
LB previamente preparado e implementado con ampicilina 100ug/mL y con
ayuda de las bolas de vidrio, se esparcio6 el liquido hasta que se vio seco.

Se dejo en incubadora a 37°C por 12 horas (En la Figura 15 se puede ver las

colonias obtenidad, despues de esta incubcacion)

Figura 15:

Colonias de la transformacion a células BD21DE3
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3.3.6 Preparacion del cultivo primario
Anterior a este paso se prepard y se autoclavo 3L de LB medio al igual que 2
frascos de 250mL y 3L. Seguidamente se colocd SO0mL de medio LB
suplementado con ampicilina 100ug/mL en uno de los frascos y dos o tres

colonias. Se dej6 incubar las colonias por 12-16 horas a 37°C:

3.3.7 Cultivo secundario a 1,5L
Se coloco 1,5L en cada uno de los frascos de cultivo de 3L.Se saco el cultivo
primario en la campana de extraccion y se puso 25mL en cada frasco y se tapd
la boca del frasco con papel aluminio. Se dejoé incubar por aproximadamente 2

horas

3.3.8 Induccion con IPTG
Después de 2 h de incubacion a 37 grados hasta un OD de 0,6 (utilizando de
blanco el medio LB puro), se indujo cada frasco con 1mL de isopropil f-d-1-

tiogalactopirandsido (0,6mM), se incubo 18 horas aproximadamente a 25 grados

3.3.9 Reconstitucion del pellet y lisis
Después se centrifugo con el rotor JLA.81 a 4500g por 20 minutos, y se colecta
el pellet (como se puede observar en la Figura 16 y 17). Se reconstituye el pellet
con 100mL de Buffer lisis (Figura 18). Se colocd un magneto en el cuarto frio y
se deja mezclar por 30 minutos aproximadamente (Figura 19). Seguidamente se
coloca por 10 minutos en el ultrasonicador con 70% de amplitud, 2 segundo
apagado y 1 segundos prendido, teniendo en cuenta mantener el preparado en
hielo (Figura 20). Despues se centrifugo por 45 minutos a 50000g con ayuda del

rotor JA25.50 y seguidamentes se filtr6 con el filtro de membrana 45mm, se
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Figura 16:

Cultivos vaciados en los frascos para centrifugar

Figura 17:

Pellet obtenido de la centrifugacion
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Figura 18:

Reconstitucion del pellet con buffer lisis

Figura 19:

Mezcla agitando en el cuarto frio con magneto
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Figura 20:

Mezcla siendo ultrasonica para mejorar la lisis

3.3.10 Purificacion His Taq
Se realizd la purificacion His Taq con una columna HisTrap FF de SmL
(CV=5,027mL). Se utiliz6 un flujo de SmL/min en el sistema. Se activo dos
sefales UV, 280nm para detectar la proteina y 254nm. Se realizé las
siguientes fases:
-Equilibracion: Con 10mL totales con el buffer Al a un flujo de SmL/min
-Aplicacion de la muestra: Se pompeo la prueba con un tubo muestra a un
flujo de ImL/min, hasta que se detecte aire (la presencia de este indicara el
fin de la etapa de absorcidon) ademas se finaliza la inyeccion de la muestra
con ImL de buffer Al
-Lavado de columna: Se lavo con buffer Al a un flojo de SmL/min con

150mL
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-Primera elucion: Se eluyo con el buffer B1, con una elucién isocratica, y
se recolecto en tubos de 3ml, a un flujo de 1mL/min.

-Segunda elucion: Se eluyo nuevamente isocraticamente con buffer Bl y se
recolecto en tubos de 3ml, a un flujo de 0,2mL/min.

-Tercera elucion: Se eluyd nuevamente isocraticamente con buffer B1 y se
recolecto en tubos de 3ml, a un flujo de 2mL/min.

-Equilibracion de la columna: Se equilibro con buffer Al a un flujo de

SmL/min con 30mL.

3.3.11 Purificacion de exclusion de tamafio
Se realizd la purificacion por exclusion de tamafio con una columna
HiLoad26/600 Superdex 75pg (CV=318,557). Se utiliz6 un flujo de
1,5mL/min en el sistema. Se activé dos sefiales UV, 280nm para detectar la
proteina y 214nm. Se realiz6 las siguientes fases,hacer Equilibracion: Con
320mL totales con el buffer Al a un flujo de 1,5mL/min. Aplicacion de la
muestra: Se pompeo un loop de 15 mL para inyectar la muestra a un flujo
de 1,5mL/min, y se vacio el loop con un lavado de 20mL con buffer SEC:
Primera elucion: Se eluyo6 con el buffer A2, con una elucion isocratica, y se
recolecto en tubos de 3ml, a un flujo de 1,5mL/min con 220mL, se empezo
arecolectar la fraccion a partir de 120mL Segunda elucion: Se eluy6 con el
buffer A2, con una elucidn isocratica, y se recolecto en tubos de 3ml, a un

flujo de 1,5mL/min con 80mL.
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CAPITULO IV
4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Resultados
Se logro insertar el plasmido Endo H y PNGase en la bacteria E. Coli, esto se ha podido

evidenciar en las imagenes 21 a la 24.

Template
Z FWD pT 447-Endo
HE

GCGCCGGTGAAACAGGGTCCGACCAGCGTGGCGTATGTGGAAGTGAATAACAATAGCATGCTGAATGTGGGTAAAT,

! |
782 790 8ee 812 820 83e 842 852

| | !
780 792 8e2 812 82e 830 842 8

v Z FWD endol
(13770AA-673.2ip) &

Length: 1128
Mismatches: 1
Palrwise Identity: 99.91%

GCGCCGGTGAAACAGGGTCCGACCAGCGfGGCGTATGTGGAAGTGAATAACAATAGCATGCTGAATGTGGG%AAAR

|
782 792 8ee 812 820 83e 842 852

|
132 142 152 16e 172 182 192

500 1,000 1,502 2,000 2,500 3,200 3,‘522
Figura 21:
Alineacion del plasmido base Endo H con los resultados obtenidos en la Secuenciacion

con programa Benchling

En la figura 21 se puede observar el programa Benchling con “Template” de plasmido
Endo H y su alineacion con el resultado del ADN obtenido en la tranformacion y
purificacion del mismo, la secuencia enviada se ve perfectamente alineada (no hay lineas
rojas que indicarian desconcordacia) con el plasmido base, también se observa el

cromatograma de la secuenciacion.
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EndoH CTGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGA 60
Result ——cccemcmcmcmmmm e e 0
EndoH CCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCG 120
Result @ -\ 0
EndoH CCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGAT 180
Result = = —eem e 0
EndoH TTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTG 240
Result = = ——-mmmmmm e 0
EndoH GGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATA 300
Result =  ——cccmcmcmmmmmmmmrm e e 0
EndoH GTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATT 360
Result =  =—cccmcmmmmmmmmmmm e e 0
EndoH TATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAAT 420
Result = - 0
EndoH TTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGCTTACAATTTCCATTCGCCATTCAGGCTGCG 480
Result = = e 0
EndoH CAACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGG 540
Result —--mmmmmmmmmm e e 0
EndoH GGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTG 600
Result = = —-cemmmmmmm e e 0
EndoH TAAAACGACGGCCAGTGAGCGCGCGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGAGCTCCA 660
Result = = —-ememmemme e e 0
EndoH CCGCGGTGGCGGCCGCTCTAGAAAGAAGGAGATATACCATGAAAAAGACGGCAATTGCGA 720
Result = = ———————eu- CGCTCTAGAAAGAAGGAGATATACCATGAAAAAGACGGCAATTGCGA 47

khkkkkkhkkkkkhkkkhkhkhkhkkhhhkkkhkhhkhkhkhkkhkhkkdkkhkkhkkkhkkkkkkk
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EndoH
Result

EndoH
Result

EndoH
Result

EndoH
Result

EndoH
Result

EndoH
Result

EndoH
Result

EndoH
Result

EndoH
Result

EndoH
Result

EndoH
Result

EndoH
Result

EndoH
Result

EndoH
Result

TCGCAGTCGCCCTGGCGGGCTTCGCGACGGTGGCCCAAGCGGAATTCGCGCCGGCGCCGG
TCGCAGTCGCCCTGGCGGGCTTCGCGACGGTGGCCCAAGCGGAATTCGCGCCGGCGCCGG

khkkkkkkhkhhkhkhhkhkkhhhkhkhkhkhhkhkhkhhkhkhhhkhkkhkhkhhkhkhkhkkkhkhhhkhkhkkhkkkkkkk

TGAAACAGGGTCCGACCAGCGTGGCGTATGTGGAAGTGAATAACAATAGCATGCTGAATG
TGAAACAGGGTCCGACCAGCGTGGCGTATGTGGAAGTGAATAACAATAGCATGCTGAATG

khkkkkkkhkhkkkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhhkhkhhhhkkhkhkhkhkhhkhhkkkhhhkhkhkkkhkkkkkk*

TGGGTAAATATACCCTGGCGGATGGCGGTGGCAATGCGTTTGATGTGGCGGTTATCTTTG
TGGGTAAATATACCCTGGCGGATGGCGGTGGCAATGCGTTTGATGTGGCGGTTATCTTTG

khkkkkkkhkhhkhkhhkhkkhhkhkhkhkhhkhhkhhkhhhhhkhkhkhkkhkhkhkhhkkhkhhhkhhkhkhkkkkkkk

CCGCGAATATCAATTATGATACCGGCACCAAAACCGCCTATCTGCATTTTAATGAAAATG
CCGCGAATATCAATTATGATACCGGCACCAAAACCGCCTATCTGCATTTTAATGAAAATG

khkhkkkkkhkkhkkhkhkhkkkhhkhkhkhkhkkhkkhkhkhhkhkhhhhkkhkhkhkhkhkhkhhkkkhhhkhkhkkkhkkkkkk*

TGCAGCGCGTGCTGGATAACGCGGTTACCCAGATTCGCCCGCTGCAGCAGCAGGGCATTA
TGCAGCGCGTGCTGGATAACGCGGTTACCCAGATTCGCCCGCTGCAGCAGCAGGGCATTA

khkhkkkhkkhkhhkhkhhkhkkhhkhkhkhkhhkhhkhhkhkhhhhkhkhkhhkhkhkhkhkkkhkhhhkhhkhkhkkkkkkk

AAGTGCTGCTGAGCGTGCTGGGCAACCATCAGGGCGCCGGCTTTGCGAATTTTCCGAGCC
AAGTGCTGCTGAGCGTGCTGGGCAACCATCAGGGCGCCGGCTTTGCGAATTTTCCGAGCC

khkkkkkkhkhkkhkhhkkkhhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhhhhkkhkhkhkhkhhkhhkkhkhkhhkhkhkhkhkkkkkkk

AGCAGGCCGCGAGCGCGTTTGCCAAACAGCTGAGCGATGCCGTTGCGAAATATGGTCTGG
AGCAGGCCGCGAGCGCGTTTGCCAAACAGCTGAGCGATGCCGTTGCGAAATATGGTCTGG

khkhkkkhkkhkhhkhkhhkhkkhhhkhkhkhkhhkhhhkhhkhkhkhhkhkhkhhkhkhkhkhkhkkkhkhhhkhkhkhkkhkkkkkkk

ATGGTGTTGATTTTGATGATGAATATGCGGAATATGGTAATAACGGCACCGCCCAGCCGA
ATGGTGTTGATTTTGATGATGAATATGCGGAATATGGTAATAACGGCACCGCCCAGCCGA

khkkkkkkhkhkkhkhkhkkhhkhkhkhkhkkhkkhkhkhhkhkhhhhkkhkhkhkhkhkhkhhkkhkhhhkhkhkkkhkkkkkk*

ATGATAGCAGCTTTGTGCATCTGGTTACCGCCCTGCGTGCGAATATGCCGGATAAAATTA

ATGATAGCAGCTTTGTGCATCTGGTTACCGCCCTGCGTGCGAATATGCCGGATAAAATTA
e T

TCAGCCTGTATAATATTGGCCCGGCGGCGAGCCGTCTGAGCTATGGTGGCGTTGATGTGA
TCAGCCTGTATAATATTGGCCCGGCGGCGAGCCGTCTGAGCTATGGTGGCGTTGATGTGA

khkkkkkkhkhkkhkhkhkkkhhkhkhkhkhkhkkhkhkhhkhkhhhhkkhkhkhkhkhkhkhhkkhkhhhkhhkkkhkkkkkkk

GCGATAAATTTGATTATGCCTGGAACCCGTATTATGGCACCTGGCAGGTGCCGGGCATTG

GCGATAAATTTGATTATGCCTGGAACCCGTATTATGGCACCTGGCAGGTGCCGGGCATTG
e e T

CGCTGCCGAAAGCGCAGCTGAGCCCGGCGGCGGTTGAAATTGGTCGCACCAGCCGTAGCA
CGCTGCCGAAAGCGCAGCTGAGCCCGGCGGCGGTTGAAATTGGTCGCACCAGCCGTAGCA

khkkkkkkhkhkkkhkhhkkkhhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhhhhkkhkhkhkhkhhkhhkkhkhkhhkhhkkkhkkkkkkk

CCGTGGCCGATCTGGCGCGTCGCACCGTTGATGAAGGCTATGGCGTGTATCTGACCTATA

CCGTGGCCGATCTGGCGCGTCGCACCGTTGATGAAGGCTATGGCGTGTATCTGACCTATA
e T

ACCTGGATGGTGGCGATCGCACCGCGGATGTTAGCGCCTTTACCCGCGAACTGTATGGCA
ACCTGGATGGTGGCGATCGCACCGCGGATGTTAGCGCCTTTACCCGCGAACTGTATGGCA

khkhkkkkkkhkkkhkhhkkkhhkhkhkhkhkkhkkhkhkhkhkhkhhhhkkhkhkhkhkhkhkhhkkhkhkhhkhkhkkkhkkkkkkk
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EndoH GCGAAGCGGTGCGCACCCCGGGATCCCACCACCATCATCATCACCATCATTAACTCGAGG 1620
Result GCGAAGCGGTGCGCACCCCGGGATCCCACCACCATCATCATCACCATCATTAACTCGA-G 946
khkkkhkkhkkhkhkhkkhkhkkhkhkkhkkhkhkhhkkhkkhkhkhhkhkhhkhhkhkhhkhhhkhkhkhhhkhkhkhhhkhkhkkhhkhkhkhkhkkhkkk %
EndoH GGGGGCCCGGTACCCAGCTTTTGTTCCCTTTAGTGAGGGTTAATTGCGCGCTTGGCGTAA 1680
Result GGGGGGCCCGGTACCCAGCTTTTGT—— === ——mmmmm e e e e e 971
kkkkk *k * * % * k% *
EndoH TCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATA 1740
Result - - - - - - ———— 971
EndoH CGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTA 1800
Result — - - - - = e e 971
EndoH ATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAA 1860
Result —_— - - - - - e e 971
EndoH TGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCG 1920
Result _— - - - - - e e 971
EndoH CTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAG 1980
Result _— - - - - - e c e mc e c e e m— e 971
EndoH GCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAA 2040
Result - - - - - - ————— - 971
EndoH GGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTC 2100
Result - - - - - - ————— - 971
EndoH CGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACA 2160
Result —-— - - - - - ———— - 971
EndoH GGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCG 2220
Result —-— - - - - - ——— - 971
EndoH ACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCT 2280
Result -— - - - - - ——— - 971
EndoH CATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGT 2340
Result _— - - - - - e e e e e 971
EndoH GTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAG 2400
Result _— - - - - e e e e e el 971
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EndoH TCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGC 2460
Result = - - ————————————— 971
EndoH AGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTAC 2520
Result = == - ————————————— 971
EndoH ACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGA 2580
Result = == - ————————————— 971
EndoH GTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGC 2640
Result = - - ————————————— 971
EndoH AAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACG 2700
Result = - - ————————————— 971
EndoH GGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCA 2760
Result = - - ————————————— 971
EndoH AAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGT 2820
Result = = @~ - ————————————— 971
EndoH ATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCA 2880
Result = =~ - ————————————— 971
EndoH GCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACG 2940
Result = = @~ - ————————————— 971
EndoH ATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCA 3000
Result = = -~ - ————————————— 971
EndoH CCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGT 3060
Result = -~ - ————————————— 971
EndoH CCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGT 3120
Result = = -~ - ————————————— 971
EndoH AGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCA 3180
Result = = = - ————————————— 971
EndoH CGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACA 3240
Result = = @~ - ————————————— 971
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EndoH TGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGA 3300
Result = = @~ 971
EndoH AGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACT 3360
Result = = ———-emmmmmm e 971
EndoH GTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGA 3420
Result = = = 971
EndoH GAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCG 3480
Result = = == e 971
EndoH CCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTC 3540
Result = = @~ 971
EndoH TCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGA 3600
Result = = ———-emmmmmm e 971
EndoH TCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAAT 3660
Result = = —————mm 971
EndoH GCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTT 3720
Result = = ———-emmmmmmm e 971
EndoH CAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGT 3780
Result = = @~ 971
EndoH ATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCAC 3835
Result = = ———-mmmmmmmm e 971

L
Figura 22

Resultado de 1a Endo H en formato Fasta

En la Figura 22 se puede observar el formato fasta de tanto el Endo H base como el
resultado que se mando a secuenciar.

El inserto empieza en la base 699 con la sefial OmpA y termina junto con la
etiqueta de Histidina termina en 1610. El segmento tiene una longitud de 912 pares
de bases, ya que la clonacion no fue realizada por mi persona, solo se sabe que esta
fue realizada en la zona multiclonadora (MCS) del vector. Y al momento que se
envid a secuenciar a LGB Genomics Berlin, se tom¢ el primer T7 promoter (SmM)
forward para la secuanciacion del segmento, el cual empieza en el par de base 626,

y termina en 644, donde luego se aprecia el inicio de la secuenciacion recibida.
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. | Template

Z :“D;“”5 GCGCCGGCCGATAACACCGTGAATATTAAAACCTTTGACAAAGTTAAAAATGCGTTCGGTGATGGCCTGAGCCAGA
PNGase &
782 799 8ee 812 8‘28 8‘38 8-‘12
782 790 8ee 812 8‘28 8‘38 8-“#2
» [ FWD pngil] -
{png[1].abl) &
Length: 1195
Mismatches: 9
Palrwise Identity: ‘
99.25%

GCGCCGGCCGATAACACCGTGAATATTAAAACCTTTGACAAAGTTAAAAATGCGTTCGGTGATGGCCTGAGCCAGA
2 782 792 8e0 812 8‘22 8‘32 8-‘12

122 132 142 152 162 172 182 192

|
522 1,000 1,500 2,000 2,522 3,022 3,502

Figura 23:
Alineacion del plasmido base PNGase H con los resultados obtenidos en la

secuenciacioncon programa Benchling

En la figura 23 se puede observar el programa Benchling con “Template” de plasmido PNGase y su
alineacion con el resultado del ADN “pngl” obtenido en la tranformacion y purificacion del mismo, la
secuencia enviada se ve perfectamente alineada, en la parte final , después de la etiqueta de Histidina
se pueden observar algunas lineas rojas de desalinecion, pero esto se le puede atribuir a la misma
secuenciacion por Sanger, ya que al exceder el tamafio de secuenciacion para analizar de 1000 pares
de bases, el cromatograma y la secuenciacion al final no sean muy exactos, pero lo importate es que

hasta la etiqueta de Histidina sali6 limpia la alineacion.
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PNGaseF
Result

PNGaseF
Result

PNGaseF
Result

PNGaseF
Result

PNGaseF
Result

PNGaseF
Result

PNGaseF
Result

PNGaseF
Result

PNGaseF
Result

PNGaseF
Result

PNGaseF
Result

PNGaseF
Result

PNGaseF
Result

PNGaseF
Result

PNGaseF
Result

PNGaseF
Result

CCGCGGTGGCGGCCGCTCTAGAAAGAAGGAGATATACCATGAAAAAGACGGCAATTGCGA
------------------------------ GATATACCATGAAAAAGACGGCAATTGCGA

EEXXAEEETXZXT XX XL TEITXE XTI TRRRETEZR

TCGCAGTCGCCCTGGCGGGCTTCGCGACGGTGGCCCAAGCGGAATTCATGGCGCCGGLCG
TCGCAGTCGCCCTGGCGGGCTTCGCGACGGTGGCCCAAGCGGAATTCATGGCGCCGGCCG

FEEEZT XX XX T EIXTX A XTI AXEATIIIXA XXX A XL T IIAA XA EIX XXX XXIT R KRR

ATAACACCGTGAATATTAAAACCTTTGACAAAGTTAAAAATGCGTTCGGTGATGGCCTGA
ATAACACCGTGAATATTAAAACCTTTGACAAAGTTAAAAATGCGTTCGGTGATGGCCTGA

FEEEZTFF XX T XXX XX ETXXIXIXAXRAZXEITXRXXA TR XX TIXIXRR XX EEIXXRXRRZXZT R R R TR RS

GCCAGAGCGCCGAAGGCACCTTCACCTTCCCGGCGGACGTTACCACGGTTAAAACCATTA
GCCAGAGCGCCGAAGGCACCTTCACCTTCCCGGCGGACGTTACCACGGTTAAAACCATTA

FEEEEZTF XXX T XXX T XXX XXX ETXEITXAXXATXT AR EETIXXRA XX EEIX XXX XXX R R R TR S

AAATGTTTATTAAGAACGAATGCCCGAATAAAACGTGTGATGAGTGGGACCGCTATGCCA
AAATGTTTATTAAGAACGAATGCCCGAATAAAACGTGTGATGAGTGGGACCGCTATGCCA

FEEEEZT XX XX T XXX T T XXX T I XXX TXT XA XX TEIXIXRXR XX EEIX XXX XX R R R RS
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PNGaseF
Result

PNGaseF
Result

PNGaseF
Result

PNGaseF
Result

PNGaseF
Result

PNGaseF
Result

PNGaseF
Result

PNGaseF
Result

PNGaseF
Result

PNGaseF
Result

PNGaseF
Result

PNGaseF
Result

PNGaseF
Result

PNGaseF
Result

PNGaseF
Result

PNGaseF
Result

ACGTGTACGTCAAGAATAAAACCACCGGCGAATGGTATGAGATCGGCCGTTTTATCACGC
ACGTGTACGTCAAGAATAAAACCACCGGCGAATGGTATGAGATCGGCCGTTTTATCACGC

FEEEE R T TR R T T R AT RA TR R E IR EIRR R TR E R R R TR

CGTATTGGGTGGGTACCGAAAAACTGCCGCGCGGCCTGGAGATCGATGTTACGGACTTCA
CGTATTGGGTGGGTACCGAAAAACTGCCGCGCGGCCTGGAGATCGATGTTACGGACTTCA

FEEEXXXEEETEIXIXFEETXEIT XA AETXITXRAATXIXRXRXXTEIX XX XX TEX XXX ZX TR R R TR S

AAAGCCTGCTGAGCGGCAACACCGAACTGAAGATCTATACCGAAACCTGCCTGGCAAAAG
AAAGCCTGCTGAGCGGCAACACCGAACTGAAGATCTATACCGAAACCTGCCTGGCAAAAG

FEEEET R EET R EET R FAETEETRRA TR R EEIR R ER IR R TZIR R R RS

GCCGCGAATATAGCGTCGATTTTGATATTGTGTACGGTACCCCGGATTACAAGTACAGCG
GCCGCGAATATAGCGTCGATTTTGATATTGTGTACGGTACCCCGGATTACAAGTACAGCG

FEEE TR TR AT TR AT T R RR TR R E IR R ZEIRR RTINS

CGGTGGTTCCGGTGATCCAATACAATAAAAGCAGCATTGACGGCGTGCCGTACGGTAAAG
CGGTGGTTCCGGTGATCCAATACAATAAAAGCAGCATTGACGGCGTGCCGTACGGTAAAG

FEEEX XX EEETEIXI XXX ETEEIT XA AETTTTXRAA XXX XX TEIXI XA XX EEX XXX XX R Rk TR ER

CACACACGCTGGGTCTGAAAAAGAACATCCAGCTGCCGACCAACACCGAAAAAGCCTATC
CACACACGCTGGGTCTGAAAAAGAACATCCAGCTGCCGACCAACACCGAAAAAGCCTATC

FEEEXXFEEETEZXI XXX ETXEITXFAETXXTXRAATXXIXRXRXXTEIIXRF XX EEX XXX ZXZT R AR TR S

TGCGTACCACGATCAGCGGCTGGGGTCATGCCAAACCGTATGATGCAGGCAGCCGCGGTT
TGCGTACCACGATCAGCGGCTGGGGTCATGCCAAACCGTATGATGCAGGCAGCCGCGGTT

FEEEET R T TR AT R F AT TR RR TR AT IR R EEIRR RIS

GCGCGGAATGGTGTTTTCGTACCCACACCATCGCAATTAATAATGCGAACACGTTCCAGC
GCGCGGAATGGTGTTTTCGTACCCACACCATCGCAATTAATAATGCGAACACGTTCCAGC

FEEEE R T TR R TR ET T TFRR T TR R IR R ZEIRR R ER R R RS

ATCAGCTGGGTGCCCTGGGCTGCAGCGCAAACCCGATTAACAATCAAAGCCCGGGCAATT
ATCAGCTGGGTGCCCTGGGCTGCAGCGCAAACCCGATTAACAATCAAAGCCCGGGCAATT

FEEEXXXFEEETEIXI XXX EEEIT XX AT XRXRA TR XX IR XXX EEX XXX T XZT R R R TR RS

GGGCACCGGATCGCGCGGGCTGGTGTCCGGGTATGGCCGTGCCGACCCGTATTGATGTTC
GGGCACCGGATCGCGCGGGCTGGTGTCCGGGTATGGCCGTGCCGACCCGTATTGATGTTC

FEEXXXXFEXEETEIXIXFXEZXEITXFAETXXTXRAATXXIXRFRXXRTEIIXR XXX ZEZXXRXR XXX ZT R AR TRES

TGAATAACAGCCTGACGGGTAGCACGTTTAGCTATGAATACAAATTTCAGAGCTGGACCA
TGAATAACAGCCTGACGGGTAGCACGTTTAGCTATGAATACAAATTTCAGAGCTGGACCA

B o

ACAACGGCACCAATGGTGACGCCTTTTATGCCATCAGCAGCTTTGTCATTGCCAAAAGCA
ACAACGGCACCAATGGTGACGCCTTTTATGCCATCAGCAGCTTTGTCATTGCCAAAAGCA

FEEEE R EEET R E TR E TR R ET TR R EEITR R ZIRR R ER R R R TR

ACACCCCGATTAGCGCGCCGGTGGTCACCAACGGATCCCACCACCATCATCATCACCATC
ACACCCCGATTAGCGCGCCGGTGGTCACCAACGGATCCCA-CACCATCATCATCACCATC

FEEXXXXXETEIXIXXXETXEIZTX XTI XRAATXXIXRXEXRELTEIRER XXX XXXZXTT R AR ETZES

ATTAACTCGAGGGGGGGCCCGGTACCCAGCTTTTGTTCCCTTTAGTGAGGGTTAATTGCG
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PNGaseF CTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGT TATTGTCTCATGAGCGGATAC 3900
Result =  ----------mmmmmrmr e 1054
PNGaseF ATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGT TCCGCGCACATTTCCCCGAAAA 3960
Result = - e 1054
PNGaseF GTGCCAC 3967
Result  ------- 1054
Figura 24:

Resultado de 1a PNGase en formato Fasta

En la Figura 24 se puede observar el formato fasta del plasmido PNGase asi como el
resultado que se mandd a secuenciar. En esta imagen como en la se observa inserto
empieza en la posicion 699 con la sefal peptidica OmpA y termina con la etiqueta
de Histidina termina en 1742. En este plamido, asi como el previamente visto en “Endo
H” no se realizo la clonacion personalmente, pero se sabe que fue PNGase insertada en el
sitio MCS del vector pBluescript KS. Y asi mismo fue secuenciada con el primer SmM

T7 promoter forward, para ser enviado a LGC Genomics Berlin para su secuenciacion

El teoria se podria considerar como primer resultado positivo en la primera
transformacion de los plasmidos a las células E. Coli, al observar colonias en los
platos de Agar LB suplementado con ampicilina, este paso es indispensable para
continuar con los pasos siguientes.

Se observo varias colonias, ya que, al ser practicamente un plasmido limpio y puro,
la formacion de esta fue muy favorable.

El segundo resultado se obtuvo de la correcta preparacion de miniprep.

Después de la incubacion de 16 horas, se prepard segln las instrucciones del kit
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Plasmid isolation kits, NucleoSpin® Plasmid los plasmidos.
Se prepararon 2 miniprep por cada ejemplar, y los resultados de la medicion con el
Nanodrop fue:

PNGse F: 320,4 ng/uL

Endo H: 452,6 ng/uL
Y por eso es que en las imagenes anteriores se pudo ver la correcta alineacion e
insercion del plasmido.
Al conseguir ambos resultados positivos y exactos se pudo proseguir con el siguiente
paso. La transformacién a células BD21DE3. Se realizd el mismo proceso de
transformacion de plasmido a células y se incubo por solo 12 horas a conseguir
colonias separadas. El objetivo fue exactamente no tener muchas colonias, para asi
ser mas facil la recoleccion de estas. Con estos resultados se empez6 ya a hacer las
incubaciones a mayor escala.
Entrando a la siguiente etapa de expresion de proteinas, se obtuvo un buen pico en

la purificacion his taq, dando a entender la presencia de esta en la solucion a purificar.

20230805 Endo H Purification His Trap FF 5 ml 004

mAU s UV 1_280
| s CoONd
1600 //' ‘ s CONC B
/ s— UV 2_254
/
1400- /
/
/l
12001 Of4 4

80| | /

1000 / l
‘.
|

600 /

400 / |
/ 51.06
200 40.82 |
= I\
o . ot JU——7 A=
Coturnm Wasir AL Elution [l Cot.o—EquilibratiomAtr———
0 10 20 30 50 60 70 80 %0 100 mi

40
Figura 25:

Resultado de la purificacion Endo H en His Taq
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En la figura 25 previamente mencionada de la purificacion se observo dos picos
ambos con UV de 280 y con UV de 254 para detectar la proteina, ambos fueron
atraidos por la columna de His Tagq, por lo que se corrié un gel de poliacrilamida

para saber cudl pico correspondia la proteina deseada.

Figura 26:

Lisado Endo H en gel de poliacrilamida en detector de imagenes

En la figura 26 se puede observar un gel de poliacrilamida de 15% donde el
primer carril se coloco al marcador, en el segundo el lisado SuL y el tercero 8uL,
cabe resaltar que este fué previamentre diluido de la siguente forma. Del lisado total
100mL se extrajo 20 pL y se mezclo con SuL del buffer de carga (descrito en Anexo
4), después se cargo estas dos concentraciones para coomprarlas primeramente si la
proteina estaba presente y si esta al aumentar la concentracion tambien esta aumentaba.
Para observar con claridad, los geles fueron tefiidos con Coomassie blue y después
llevados a un equipo detector, para darle una mejora a la precision de los mismos y
distinguir bien los componentes. En el gel mencionado, la proteina se ve clara en el
tercer carril con 8uL, naturalmente esta anda acompafiada de todos los demas

contaminantes del mismo buffer de lisado, partes celulares, entre otros.
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Figura 27:

Gel purificacion Endo H en His Taq con detector de imagenes

En la figura 27 se puede apreciar un gel de poliacrilamida en el que el primer carril se
dispuso para el marcador de pesos protéicos y de los carriles 2 al 5 se refieren a las
fracciones eluidas del primer pico, y del carril 6 al 10 se refiere a las fracciones eluidas
en el segundo pico del cronograma. Todas las fracciones fueron previamente diluidas,
de cada fraccion original se extrajo 20uL y se mezclo con Syl del buffer de carga
(Revisar anexo 4) y se coloco 8uL en cada carril para correr el gel.

Para observar con claridad, los geles fueron tefiidos con Coomassie blue y después
llevados a un equipo detector, para darle una mejora a la precision de los mismos y
distinguir bien los componentes.

Al observar estos resultados, se dispuso a seleccionar todas las fracciones que
correspondieran al segundo pico para la cromatografia de exclusion de tamafio, ya que

el peso molecular de esta proteina rondalos 29kDa.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




N5 . UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE i CATOLICA

TESIS UCSM —¢2 DE SANTA MARIA

20230806 Endo H 20mM Tris 250 mM NaCl Hi Load 26 600 75 001
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Figura 28:

Cromatografia de exclusion de tamafio para Endo H

En la figura 28, ya es posible apreciar un buen pico que indicaria a la proteina
Endo H pura en el segundo pico, ya que el primero y el ultimo son agregados

o impurezas, mismas que se observaron en el gel de poliacrilamida 15%

El resultado de la purificacion His Taq PNGase fue:

20230806 PNGase F Purification His Trap FF 5 ml 001

mAU — UV 1_280
s Cond
s Conc B
w— UV 2_254
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Figura 29:

Purificacion PNGase en His Taq
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Asimismo, se realiz6 la purificacion de la proteina PNGase, de la misma manera que
se realiz6 en Endo H. En la purificacion se observo dos picos ambos con UV de 280
y con UV de 254 para detectar la proteina, por lo que se corrid6 un gel de

poliacrilamida para saber cudl pico correspondia la proteina deseada.

Gel de poliacrilamida para PNGase:

Figura 30:

Lisado PNGase en gel de poliacrilamida en detector de imagenes

En la figura 30 se puede observar un gel de poliacrilamida de 15% donde el primer
carril se coloc6 al marcador, en el segundo el lisado 8uL y el tercero SuL, y el cuarto
3uL nuevamente, este fué previamentre diluido deigual forma que el lisado de Endo
H; 20 pL del lisado total se mezclo con SuL del buffer de carga y seguidamente se
colocd estas tress concentraciones para coompararlas.

Para observar con claridad, los geles fueron tefiidos con Coomassie blue y después llevados

a un equipo detector, para darle una mejora a la precision de los mismos y distinguir bien los

componentes.

En el gel se muestra a la proteina clara en el tercer carril con 8uL,pero tambein es
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visible en 5 y 3uL, naturalmente como era el lisado esta vino acompaifiada de todos

los demas contaminantes del mismo buffer de lisado, partes celulares, entre otros.

Primer pico Segundo pico
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Figura 31:

Gel purificacion PNGaseF en His Taq con detector de imagenes

En la figura 31 se observé los dos picos que marcaban que marcan diferentes
componentes, el primer carril se dispuso para el marcador de pesos protéicos y de los
carriles 2 al 5 se refieren a las fracciones eluidas del primer pico, y del carril 6 al 9
se refiere a las fracciones eluidas en el segundo pico del cronograma, de estos
resultados se dispuso a seleccionar todas las fracciones que correspondieran al
segundo pico para la cromatografia de exclusion de tamafio, ya que el peso molecular
de esta proteina ronda los 36kDa. Nuevamente cabe mencionar que para correr cada
una de las fracciones estas fueron previamente diluidas, 20 pL del lisado total se
mezclo con SuL del buffer de carga y seguidamente se colocd estas tress
concentraciones para coompararlas. Para observar con claridad, los geles fueron
teflidos con Coomassie blue y después llevados a un equipo detector, para darle una

mejora a la precision de los mismos y distinguir bien los componentes.
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Resultado de 1a cromatografia de exclusion de tamafio:

20230806 PNGase F 20mM Tris 250 mM NaCl Hi Load 26 600 75 001
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Figura 32:

Purificacion PNGase en His Taq

En la figura 32, al igual que en la proteina Endo H es posible apreciar un buen pico
que indicaria a la proteina PNGase F pura en el segundo pico (el mas grande), ya que

el primero y el ultimo son agregados o impurezas, mismas que se observaron en el

gel de poliacrilamida 15%.

Al término de estas purificaciones de exclusion de tamafio, se corrid un gel mas de

poliacrilamida para asegurar la presencia y la pureza de la proteina.
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PNGase EndoH

Figura 33:

PNGase y Endo H después de la cromatografia de exclusion de tamaiio

En la figura 28 se observd un gel de poliacrilamida al 15% donde el marcador de
proteinas se encuentra en el carril 1 y en los carriles 2 y 3 las muestras correspondientes
a las proteinas PNGase y EndoH, se observa asi sus respectivos pesos moleculares de
36kDa y 29kDa. Este gel fue realizado de igual forma que los anteriormente
mencionados.

Se pudo observar claramente que las proteinas obtenidas estan intactas y no hay ningun
tipo de agregados o contaminantes o agregados.

Teniendo un resultado de 6,7mg/ml de proteina PNGase y 5,4mg/ml de proteina Endo
H, a las cuales se les agrego Glicerina y se guardo a -20 grados centigrados para su
posterior uso.

Ademés, para la completa verificacion se realizé un Western Blot Anti His Taq (Figura

34)
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Figura 34:
Western Blot PNGase y Endo H

En el Western Blot se observd ambas reacciones en las correctas posiciones,
perteneciendo a PNGase y Endo H correspondientemente. E1 Western Blot se realizo
con primer anticuerpo Anti-His (1:10000) y de segundo anticuerpo HRP (1:10000)
ambos diluidos en leche 5% y los lavados se realizo6 con PBST, ademas que la

revelacion se hizo con ayuda del Kit de revelacion Western Blot TMB.
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4.2. Discusion
A nivel tedrico, los pasos necesarios para obtener una proteina recombinante son
bastante sencillos. Se toma el gen de interés, se clona en cualquier vector de expresion
que tenga a su disposicion, se transforma en el huésped de eleccion, se induce y luego
la proteina esté lista para su purificacion y caracterizacion. En la practica, sin embargo,
pueden salir mal decenas de cosas. El crecimiento deficiente del huésped, la formacion
de cuerpos de inclusion, la inactividad de las proteinas e incluso la falta de obtencion
de proteinas son algunos de los problemas que a menudo se encuentran en el futuro
(43).
Desde la clonacion se debe considerar todo tipo de promotor y sefial polipetidica, en
el caso de este trabajo se uso de guia tanto para la clonaciéon como en algunos detalles
para la expresion a Garcia et al, en su trabajo de purificacion de PNGase F, donde para
su insercion de PNGasa F en el vector se disefio un promotor T7 basado en Escherichia
coli, para proporcionar una fuente de alto rendimiento de enzima recombinante.
Cuando se expreso intracelularmente, la enzima se produjo en un estado
en gran medida insoluble, sin embargo, cuando se expresa como una fusion con la
secuencia lider de ompA gene
(ATGAAAAAGACGGCAATTGCGATCGCAGTCGCCCTGGCGGGCTTCGCGA
CGGTGGCCCAAGCQG), la PNGasa F marcada con hexahistidina se procesd y
exportd eficientemente al E. coliperiplasma, es por eso que en este trabajo se repitid
este procedimiento para asegurar con la sefial ompA una ejor expresion, dicha sefial
también fue mostrada al momento de mandar la secuenciar a LGC Genomics Berlin.
El mismo vector con la misma sefial ompA fue utilizado en Endo H, obteniendo para

ambos buena expresion como estaba en dicha informacién indicado (42).
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La expresion de proteinas se llevd a cabo en células BL21 (DE3) cultivadas en cultivo
con agitacion a 378C. La expresion de los promotores T7 de los plasmidos se indujo
mediante la adicion de IPTG 0.6 mM a los cultivos, ya que Luz Yurany Moreno
recomendo induccion a 0.5mM (45), mientras que Garcia et al , recomienda a mayores
concentraciones (1mM), ya que se esta utilizando un medio enriquesido y ademas se
dejara incubar conla induccion por 18 horas (42).

La ventaja de elegir células procariotas es su crecimiento rapido como una principal
ventaja, ademads de su facil preparacion y bajo costo. En medios de sales de glucosa y
dadas las condiciones ambientales Optimas, su tiempo de duplicaciéon es de
aproximadamente 20 min.

Tambien es importante recalcar que la etiqueta elegida para ambas proteinas His Taq
fue gracias al trabajo de Garcia et al, ya que, al ser pequenas, es menos probable que
las etiquetas peptidicas interfieran cuando se fusionan con la proteina. Sin embargo,
en algunos casos pueden provocar efectos negativos sobre la estructura terciaria o la
actividad biologica de la proteina quimérica fusionada. En el caso de este proyecto el
posicionamiento de la etiqueta en el extremo C-terminal con una cola de Histidinas,
ademds que nos ayuda a una futura deteccion, ya que hay anticuerpos comerciales
disponibles, la proteina recombinante marcada se puede detectar mediante
transferencia Western a lo largo de las pruebas de expresion, lo cual es
extremadamente util cuando los niveles de las proteinas deseadas no son lo
suficientemente altos como para ser detectados mediante SDS-PAGE,también las
etiquetas permiten la purificacion por afinidad en un solo paso, ya que hay disponibles
resinas que unen las etiquetas de manera firme y especifica. La variacion que le dimos
en este trabajo fue el numero de cola de Histidinas, ya que le agregamos 8 His en vez

de 6His, para obtener mas afinidad a la columan al momento de la purificacion.
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Por el lado del anfitrion para la correcta expresion son las cepas BL21 y BL21(DE3)
altamente recomendada., por lo que en el presente trabajo se siguio esta técnica (42).
Asimismo, para la lisis y extraccion proteica, se tuvo que comparar muchos procesos,
ya que hay varias opciones de realizarla, lisis con detergente, lisis por congelacion-
descongelacion, choque osmotico, ultrasonidos, métodos mecanicos y digestion
enzimdtica. La mas recomendada fue choque osmotico, con alta concentracion de
azucares, por MV Magliano y Garza Ramirez, pero ya que esta técnica demanda mas
tiempo y trabajo, se decidi6 probar con lisis enzimatica, ya que se utilizé un buffer
lisis, ademas con métodos mecénicos y de ultrasonidos. Para el buffer lisis fue muy
importante el uso del coctel inhibidor de proteasas a una concentracion minima de 1X
para evitar la degradacion proteolitica durante la lisis celular y la extraccion de
proteinas, ya que enateriormente se realizo este experimento sin el coctel y se obtuvo
muy bajo rendimiento con PNGase F, por lo que no se repitid no se repitio el incorrecto

porcedimento con Endo H (43).
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Figura 35:
Purificacion His Taq con PNGase sin coctel del inhibidor de proteasas

Al recoger las células despues de la centrifugacion, se pudo observar un pelet de buen
tamafio, por lo que tomo tiempo disolverlo y para asegurarnos de este preceso, se
realizo previamente unos minutos de agitacion con magnetos en el cuarto frio, para
despues someterlo a ultrasonificacion para asegurar un lisis completa y correcta.

De forma general, la purificacion de proteinas se puede dividir a partir de su forma de
expresion en dos grandes grupos que determinan la estrategia a seguir: purificacion de
proteinas solubles e insolubles. Las proteinas recombinantes en E. coli pueden ser
expresadas de dos formas fundamentales: secretadas al medio extracelular (solubles)
o expresadas en el interior de la célula, donde pueden ser localizadas en el espacio
periplasmatico o en el citoplasma celular. Muchos de los polipéptidos recombinantes
producidos en altos niveles en E. coli se localizan en el citoplasma en forma insoluble
y compacta, formando cuerpos de inclusion, aunque en ocasiones puede encontrarse
de forma soluble. Las extracelulares son generalmente mas estables (a menudo como

resultado de los puentes disulfuro) y por lo general son moléculas pequenas (43).
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En el caso de las proteinas solubles expresadas intracelularmente es necesaria la
ruptura de las células que la contienen. Existen varios métodos para lograr esto, como
son: ciclos de congelacion/descongelacion repetidos, ultrasonido, homogenizacion por
alta presion o permeabilizacion con solventes organicos. El método a escoger
dependera de cuan fragil sea la proteina y de cuédn resistente sea la célula que se
requiere romper. Los contaminantes en los extractos proteicos pueden incluir una
variedad de macromoléculas (4cidos nucleicos, lipidos, polisacaridos y otras
proteinas) asi como una serie de pequefias moléculas. Estas ultimas se pueden
facilmente separar de las proteinas por métodos basados en la talla molecular, tales
como la didlisis, la ultrafiltracion o la filtracion en gel., este método fue utilizado para
el ultimo paso de la purificacion, por la comodidad y facilidad de este (44).

En el estudio de Garcia et al para la expresion de alto rendimiento en Escherichia coli
y purificacion de la glicoamidasa PNGasa F bacteriana, utilizaron el mismo plasmido
para la expresion que el presente proyecto, pero utilizaron la técnica por Witholt, con
5% del volumen de cultivo original de sacarosa 0,5 M helada en Tris-HCI1 0,1 M,
EDTA 1 mM, pH 8 y adicion al final de MgCl2, pero dicha técnica implica mas tiempo
y mas cuidados, es por lo que en el presente trabajo se opto por técnicas mecénicas o
ultrasonicas,pero se debe recalcar que en ese trabajo se obtuvo un poco mas de proteina
(8mg para 1L de cultivo celular bacteriano). Incluso en la investigacion de Luz Yurany
Moreno se menciona el uso del Cell Distroptur o Dounser como elemento de ayudar a
la lisis, siempre y cuando se utilicen inhibidores de proteasas y solo 1Bar, que puede
también ser una alternativa rapida y eficiente (45).

Por otro lado, en Anthony L. Tarentino, se clono un inserto de Endo F1 en el vector

plasmidico Bluescript, las células de Escherichia coli transformadas expresaron muy
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bien la actividad Endo F1, pero la enzima aparentemente no fue procesada ni secretada
en el medio como ocurre normalmente en Flavobacterium meningosepticum, pero a
parte de que no fue exitosa, se utilizo un método muy complicado y de larga duracion
de Plummer and Tarentin, ademas de una columna SuperPac Pep-S para la
purificacion, lo que solo nos limita a estar seguros de que el vector continua siendo el
mismo y es erecomenadado tanto para Endo H como para PNGase, pero al usar esta
misma técnica de Tarentino et.al, con PNGase, fue efectiva, se logro incluso cristalizar

la proteina (47).

Por ultimo, en este proyecto no se realizé ninguna actividad enziméatica para ninguna
de ambas proteinas, ya que para comprobar la presencia de ellas se utilizo un Western
Blot, que al dar positivo, nos dio la seguridad de que el trabajo estaba correcto. Ademas
tampoco se realizo ningun proceso para obtener proteina antiva, ya que el estudio de
Garcia et al mostro para PNGase una actividad de la enzima recombinante idéntica a
la de la nativa y no se ve afectada por la etiqueta de hexahistidina u otros residuos de

aminoacidos adicionales (42).
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CONCLUSIONES

PRIMERA: Se logr6 desarrollar la correcta transformacion de los plasmidos de PNGase y
Endo H a las lineas celulares E. Coli DH5alfa y DB21DE3, ya que para ambos
plasmidos se obtuvo colonias, que, al ser mandadas a secuenciar, se alinearon
perfecto con las entregadas por los organismos internaciones NCBI.

SEGUNDA: Luego del proceso de transformacion, se realizé una correcta expresion de las
proteinas, gracias tano como al medio enriquecido en nutrientes como a la
correcta induccion del mismo

TERCERA: Asimismo, se logré elaborar un correcta y precisa técnica para re suspender el
pellet obtenido y extraer toda la proteina, ademas del correcto método de
purificacion con His Taq y cromatografia de exclusion de tamafio.

CUARTA: Finalmente, con el objetivo de analizar y comparar los resultados, se corroboro
después de la ultima cromatografia, en el gel de poliacrilamida la presencia de
la proteina, gracias a su peso molecular y asimismo para volver a corroborar la

misma, en el Western Blot, se observo las reacciones correctamente.
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RECOMENDACIONES

PRIMERA: Esta investigacion serd beneficiosa para el sector de la industria farmacéutica
y tiene fines cientificos de poder usar o adaptar este protocolo a diferentes
proteinas recombinantes, que actualmente ofrecen una via rapida y eficaz
para la produccién de proteinas, ademas de ser econdmica y sostenible para
los laboratorios, para producir més proteinas recombinantes.

SEGUNDA: Se recomienda realizar continuamente trabajos experimentales ya que hay
posibilidades de aumentar el rendimiento, quizd aumentando la
concentracion de imidazol en el buffer de elucion, o incluyendo en el buffer
glicerol para proteger a la proteina, ademas de hacer una programacion en el
equipo Akta que en el momento que se eluya la proteina lo haga a un flujo
mas lento, para asi tener proteina concentrada al final de la elucion.

TERCERA: La presencia de dos picos en un primera His Taq puede ser un poco
confundible, es por eso que es indispensable correr un gel de poliacrilamida
con cada uno de los pasos a los que estd expuesta la proteina, asi si en algun
momento se pierde, seamos capaces de rastrearla y ver en que procedimiento
se perdio.

CUARTA: Se recomienda también en estudios posteriores hacer un analisis enzimatico,y
comparar con que otros parametros o variables se puede obtener enzimas mas
activa, ya que hay que tener en cuenta que nuestra proteina, es también una
enzima y estas son mas sensibles a diferentes cambios tanto en el ambiente

como en la conservacion.
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QUINTA: Segun la bibliografia consultada, hay otras formas de hacer lisis tanto quimica
como en procesos fisicos, hay estudios que recomiendan un equipo Douser o
un cell distruptor, también podria ser parte de futuros estudios, comparar los
resultados de ambas técnicas.

SEXTO: El éxito del proyecto se debe a también un anterior intento que no se utilizd
inhibidor de proteasa y no se realizo la correcta destruccion celular,
confirmando la importancia de diferentes sustancias y materiales para poder

realizar una correcta reconstitucion del pellet y lisis del mismo.
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ANEXO 1:

GELES ORIGINALES

Gel purificacion Endo H en His Taq (Coomassie blue)

Gel purificacion PNGaseF en His Taq (Coomassie blue)
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ANEXO 2:

PROGRAMA DE PURIFICACION EN EL AKTA PURE EN HIS TRAPFASES
DEL METODO: FASES DEL METODO CROMATOGRAFIA HIS TRAP

Method Phases

Method Settings

Equilibration

v

Sample Application

v

Column Wash

v

Elution

v

Elution

v

Elution

v

Equilibration

81

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




&% UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE (P Ul

TESIS UCSM —2 DE SANTA MARIA

Configuracion el método His Trap

Method Settings @

Column selection | Result Name & Location.... |
Show by technique | Affinity 2 ‘ Start Protocol
Column type HisTrap FF, 5ml 22 ‘ Method Notes
Show only suggested columns Column Properties...
Unit selection
Column volume 5.027| ml Method Base Unit | Volume |

Pressure limit pre-column MPa [0.02 - 20.00)
Pressure limit defta-column MPa [0.02 - 20.00)

e
.

Flow Rate Unit

Use flow restrictor Monitor settings
UV variable wavelengths
Colurn posinoa | | uvi [190-700] nm
M uv2 [190- 700] nm
Flow: rate ml/min [0.000 - 25.000} Cuva 98| 1100 7005 o

Control the flow to avoid overpressure :
Note! UV monitors with fixed
ted

r . gth are not p:
Inlet A (A1 v in this view

Inlet B ‘B1 ~ Enable pH monitoring

Enable air sensor alam
Inlet A

Inlet B
[[] Sample inlet
Column Logbook

Enable logging of

[[] Column Performance Test

cP

Fases del método
Equilibracion

Equilibraion @

Reset UV monitor (recommended if the equilibration occurs before the purification).

Use the same flow rate as in Method Settings Use the same inlets as in Method Settings

Flow rate mlimin [0.000 - 25.000] Inletd [ A1 T

InletB | B ~| [ 00| %B[00-1000]

Fill the system with the selected buffer

Equilibrate until

(@) the total volume is mi
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Introduccion de la muestra
Sample Application @

[[] Use the same flow rate as in Method Settings

Flow rate mi/min  [0.000 - 50.000]

Sampleinlet |1 v|

(O Inject sample from loop

O Inject fixed sample volume ~ 50.00 ml

(® Inject sample directly onto column

(® Inject all sample using air sensor
[[] Set maximum volume to 1000.00 ml

[ Finalize sample injection ml

Note! Buffer inlet on Sample Inlet valve will
be used to finalize sample injection

Lavado de la columna

ColumnWash @

[[] Use the same flow rate as in Method Settings

Wash sample flow path with buffer

[[] Prime sample inletwith  6.00

\tWash sample flow path with
buffer after sample application

Note! Buffer inlet on Sample Inlet
valve will be used to wash the
sample flow path

Use the same inlets as in Method Settings

Flow rate mlimin [0.000 - 25.000]

InletA | A1

v

Inlet B | B1

v| | 00

% B[0.0- 100.0

[] Fill the system with the selected buffer

Wash until

(®) the total volume is ml

(O the following condition is met

Stable UV
UV less than 0.0 mAU [-6000.0 - 6000.0]
Stability time 1.00| min [0.02 - 1000.00]
Accepted UV fluctuation 0.10| mAU [0.00 - 6000.00]

Maximum wash volume 100.54| mi [0.00 - 999993.0]

Fractionate Fractionation setting

(® in waste (do not collect)  Fractionation type
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Primera elucion

Elution ®

[[] Use the same flow rate as in Method Settings Use the same inlets as in Method Settings

Flow rate mi/min [0.000 - 25.000] InletA | A1 v
InletB | B v
Upflow i
(® Isocratic elution
Volume mi % B [0.0- 100.0) Fill the system with the selected buffer
(O Gradient elution
Start at 0.0/ % B [0.0- 100.0} Fill the systen = selected buffe
| [Btep withil = 1000| 2000 Add Seamen

Note: A gradient delay is automatically added, provided that the last gradient segment is linear

Fractionate Fractionation settings
(O in waste (do not collect)  Fractionation type fileed volume fractionation el
O using outlet valve Fractionation destination Imitubes v
@ e fra:ctlon SR Pezk fractionation destination |96 desp well plate
| Fraction collector v
: | s wains ml[0.0- 3.0]
(O peak to loop i
* Pezk fractionation volume 2,000 mli[0.00-2.20]
[] Start fractionation after 503 ml (only for isocratic elution)
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Segunda elucion

Elution @
[[] Use the same flow rate as in Method Settings [ Use the same inlets as in Method Settings
Flow rate [ 0.200] mlimin [0.000 - 25.000] InletA  [A1 v

Inlet B B1 v
Upflow i

(@) Isocratic elution

Volume mi % B [0.0- 100.0] Fill the system with the selected buffer

(O Gradient elution
Start at 0.0 % B [0.0- 100.0} Fill the system with the selected buffer
- Target %B Len
1 [Step with fil v 7 7169.0 ‘ 20.00 AGd Segment

Note: A gradient delay is automatically added, provided that the |ast gradient segment is linear

Fractionate Fractionation settings
O in waste (do not collect)  Fractionation type | Fixed volume fractionation v| | Advanced
O using outlet valve Fractionation destination |3 mltubes =g

(® using fraction collector

; Peak fractionation destination | 96 deep well plate
| Fraction collector v

Fixed fractionation volume ml[0.0-3.0]

O peak to loop i o
& Pezk fractionation volume 200 mi[0.00-2.20]
[[] Start fractionation after 503 ml (only for isocratic elution)
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Tercera elucion
Elution ®

[[] Use the same flow rate as in Method Settings
Flow rate ml/min ~ [0.000 - 25.000]

Use the same inlets as in Method Settings

Inlet A Al v
Inlet B B1 v
Upflow i

v

(@ Isocratic elution

Volume | 20.00] ml [ 100.0] % B [0.0- 100.0) [ Fill the system with the selected buffer
(O Gradient elution
Start at 00 % B [0.0-100.0] Fill the system with the selected buffer
Step with fi = 1000 2000 T egen
Elele Seamen

Note: A gradient delay is automatically added, provided that the Iast gradient segment is linear

Fractionate

O in waste (do not collect)

O using outlet valve

(@) using fraction collector
Fraction collector /|

O peak to loop i
[[] Start fractionation after

Fractionation settings

Fractionation type | Fixed volume fractionation | Advanced
. Settings...

Fractionation destination | 3ml tubes v| b

Peak fractionation destination |96 deep well plate

Fixed fractionation volume

ml[0.0- 3.0]

Pezk fractionation volume 200 mi[0.00-2.20]

503 ml (only for isocratic elution)

Equilibracion de la columna

Equilibration @
[[] Reset UV monitor (recommended if the equilibration occurs before the purification).

Use the same flow rate as in Method Settings
Flow rate ml/min [0.000 - 25.000]

Use the same inlets as in Method Settings
InletA | Al

v]

v] |

Fill the system with the selected buffer

Inlet B | B1 0.0{ % B[0.0-100.0]

Equilibrate until

(@) the total volume is ml
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ANEXO 3:
PROGRAMA DE PURIFICACION EN EL AKTA PURE EN FILTRACION DE GEL
CONFIGURACION DEL METODO DE FILTRACION DE GEL O SEC

Method Phases

Method Settings

Equilibration

v

Sample Application

v
Elution
v
Elution
Configuracion del método
Method Settings @
Column selection hesukName &iocatlon ‘
Show by teclvicue [SEE | | StatProtocol..
| =
Column type | HiLoad 26/600 Superdex 75 pg | Method Notes...
[] Show only suggested columns VColurm Properties...
Unit selection
Column volume 318.557| ml Method Base Unit w‘ e
Pri limit | MPz[0.02-20.00] i/
essure limit pre-column [ JE ! Flow Rats Uit
[ Pressure limit detta-column MPa [0.02 - 20.00]
Use flow restrictor Monitor settings
. UV variable wavelengths
Column position 3 v UV 1 [190- 700] nm
Juv2 254| [190-700] nm
Flow rate mi/min [0.000 - 25.000] i L0
Control the flow to avoid overpressure
Note! UV monitors with fixed
> length are not pr ted
Inlet A \AZ ¥| in this view
Inlet B ‘731 | Enable pH monitoring
Enable air sensor alam
Inlet A
[] Sample inlet
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Equilibracion de la columna

Equilibration ®

Reset UV monitor (recommended if the equilibration occurs before the purification).

Use the same flow rate as in Method Settings Use the same inlets as in Method Settings
Flow rate ml/min [0.000 - 25.000] nletA [ A2 v]
InletB | B1 ~| | 00| %B[0.0-1000]

[] Fill the system with the selected buffer

Equilibrate until

(®) the total volume is 320.00| ml

Introduccion de la muestra

Sample Application @
Use the same flow rate as in Method Settings

Flow rate miimin ~[0.000 - 25.000]

(@ ket somgiie Somfop Fill the loop using | Manual load v|
Loop type Capillary loop g2

O Inject sample directly onto column

Loop position 3 |
Sample inlet 51

Fill loop with 060 ml

Empty loop with ml

Sample volume 16.00 ml

Use the same inlets as in Method Settings

InletB [ B1 v| [ 00
[] Fill the system with the selected buffer

%

[] Interrupt sample application at UV 0.0, mAU [-6000.0 - 6000.0]
Fractionate Fractionation settings
(® in waste (do not collect) ~ Fractionation type Fixed volume fractionation A
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Primera elucion

Elution @
Use the same flow rate as in Method Settings Use the same inlets as in Method Settings
Flow rate mi/min [0.000 - 25.000] Inlet A
Inlet B B1 v
OUpflow i

(@) Isocratic elution

Volume ml % B [0.0- 100.0] [] Fill the system with the selected buffer

(O Gradient elution
Start at 0.0/ % B [0.0- 100.0] Fill the system with the selected buffer
Target %8 | Lengt
linear = 000 637114 A"

Note: A gradient delay is automatically added, provided that the |ast gradient segment is linear

Fractionate Fractionation settings
(O in waste (do not collect)  Fractionation type \ Fixed volume fractionation v
O using outlet valve Fractionation destination | 3mltubes v|!

(® using fraction collector

3 Peak fractionation destination |96 deep well plate
| Fraction collector v ‘

Fixed fractionation volume ml[0.0-3.0]
O peak to loop i

X Pezk fractionation volume 200 mi[0.00-2.20]

[A Start fractionation after ml  (only for isocratic elution)

89

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




&%, UNIVERSIDAD
REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM -« DE SANTA MARIA

Segunda Elucion

Elution ®
[] Use the same flow rate as in Method Settings [] Use the same inlets as in Method Settings
Flow rate miimin  [0.000 - 25.000] nletA | A2 v|

InletB | B1 v|
[JUpflow i

v

(@ Isocratic elution
Volume ml % B [0.0- 100.0] [ Fill the system with the selected buffer
(O Gradient elution

Start at 0.0 % B [0.0-100.0} Fill the system with the selecied buffer

= et %0 engt

1 'Il_inear iv 7 iOOO [ 637115 AddSegment

Note: A gradient delay is automatically added, provided that the Iast aradient segment is linear

Fractionate Fractionation sattings

(® in waste (do not collect) ~ Fractionation type Fixed volume fractionation

(O using outlet valve

Fractionation destination 36 deep well plate
ing fracti || o T i
O using fraction collector Peak fractionation destination |56 deep well plate i
Fraction collector =
Fixed fractionation volume
(O pezk to loop i

Pezk fractionation volume

Start fractionstion after 6371 ml (only for isocratic elution)
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ANEXO 4:
PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL MONTAJE DEL SISTEMA
DEELECTROFORESIS
. Se utilizara un gel plano de 1,5 mm de grosor.
. Montar el “sandwich” con dos placas de vidrio (uno tiene un rebaje) y los dos
“separadores” en vertical entre ellas y a ambos lados.
. Introducirlo en el soporte formador de geles. Sujetar el conjunto.
. Se empleara un gel separador con un 15 % de acrilamida y un gel acumulador con un
4,8% de acrilamida. Los geles se preparan mezclando, en un vaso de precipitados,
los componentes indicados en la tabla (el persulfato y el TEMED inician la reaccion de
polimerizacion, por lo que se deben ariadir en ultimo lugar) y rapidamente proceder
al llenado con la mezcla (las cantidades indicadas dan para dos geles). La solucion de
acrilamida/bisacrilamida se debe utilizar con guantes y pipetear con propipeta.
Primero se polimeriza el gel separador . Para ello se rellena, con la
mezcla todavia liquida, el espacio entre las dos placas hasta unos 3 cm del borde
superior del cristal corto, usando una pipeta pasteur. Ailadir encima una pequena
cantidad de agua destilada (esto hace que la superficie del gel quede recta). Esperar a
que polimerice el gel (entre 30 y 60 min, observar la mezcla sobrante en el vaso).
Volcar para retirar el agua destilada. Secar con un papel de filtro. Aniadir sobre este gel
separador la mezcla (ver tabla) del gel “acumulador” y antes de que polimerice
introducir en la parte superior el “peine”, que formara en el gel acumulador los pocillos
para luego poder aplicar las muestras. Se guarda el gel en la camara fria hasta el dia
siguiente.
Gel separador (15%):
* Agua destilada 3,53 mL

» Acrilamida/Bisacrilamida 7,5 mL

o Tris I MpHS8,8 3,75 mL

* SDS 10% 150 uL

e TEMED 7,5 uL

» Persulfato amonico (100 mg/I ml) 75 uL

Gel concentrador:
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Agua destilada 5,8 mL

» Acrilamida/Bisacrilamida 1,65 mL

* Tris 0,5 M pH 6,8 2,5 mL

* SDS 10% 100 uL

« TEMED 6,5 uL

* Persulfato amonico (100 mg/ 1 ml) 94 uL (41)

Buffer para cargar muestras en SDS-Page

Para preparar el disolvente base, agregue 3 ml de SDS al 20 % para agregar 3,75 ml
de tampon Tris 1 M a pH 6,8 en un recipiente adecuado.

Agregue 9 mg de azul de bromfenol, 1,16 gde DTT (o 2,4 ml de B-mercaptoetanol) y
mezcle bien.

Agregue 4,5 ml de glicerol a la solucion y mezcle bien.

Completar hasta un volumen final de 15 ml con dH20 y volver a mezclar bien.

Conservar a 4°C. Diluir para usar (40).
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