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RESUMEN

La ATP sintasa mitocondrial de las algas cloroficeas ha perdido una serie de subunidades clésicas que
estan involucradas en la formacion del cuello lateral (estator) de la enzima y en la dimerizacién de la
misma. En compensacion, ha adquirido 9 subunidades novedosas, de origen evolutivo desconocido, que
han sido llamadas ASA1 a ASA9. Algunas de estas subunidades estdn involucradas en la formacién de un
dimero estable y en la formacién del estator de la enzima. En el presente trabajo, se realiz la
amplificacion del gen asa8, a partir de una genoteca de cDNAs del alga Polytomella sp. en el vector
AZAPII, utilizando la técnica de PCR. El ¢cDNA de la proteina de interés se cloné en el vector pPGEM-T
Easy y posteriormente en el vector de expresion pQE30. Se determinaron las condiciones Optimas de
sobreexpresion, mediante la induccién con IPTG, de la proteina recombinante en la cepa de E. coli XL1-
Blue. Las proteinas recombinantes, conteniendo una extension de hexahistidinas, fueron purificadas a
partir de los cuerpos de inclusion mediante tratamiento con guanidina:HCI y posteriormente por
cromatografia de afinidad en columnas de niquel-dcido nitrilotriacético. Por tultimo, se generaron
anticuerpos convencionales en conejo contra la proteina recombinante los cuales reconocieron
especificamente tanto a la proteina recombinante como a la subunidad ASA8 de la ATP sintasa

mitocondrial aislada del alga incolora Polytomella sp.



ABREVIATURAS

ASA Proteinas Asociadas a la ATP Sintasa

BN-PAGE Electroforesis azul nativa en gel de poliacrilamida

cDNA ADN complementario
CoA Coenzima A
ETF Flavoproteina transportadora de electrones

F,F,-ATP Complejo V (ATP sintasa)

FADH, Dinucleétido de flavin adenina (reducido)

Fe/S Centros hierro-azufre

FMN Mononucleétido de flavina

IPTG Isopropil-B-D-tiogalactopirandsido

ME Microscopia electrénica

M, Masa molecular (Molecular ratio)

OSCP Proteina que confiere sensibilidad a oligomicina (oligomycin-sensitivity conferring
protein)

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa

Pi Fosfato inorgdnico

Q Ubiquinona

SDS-PAGE  Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida

X-Gal 5-Bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactdsido

i



1. INTRODUCCION

1.1. Las mitocondrias

Las mitocondrias son organelos que existen en gran cantidad en casi todas las células eucariotas.
Generalmente hay entre 100 y 2000 mitocondrias por célula y juntas ocupan hasta el 25% del volumen
celular (Koolman y Rohm, 2004). Las mitocondrias tienen una funcién muy importante dentro de las
células eucariotas ya que son los organelos encargados de la obtencion de energia celular para impulsar
los procesos metabdlicos mediante el ATP producido por la fosforilacion oxidativa. Ademads de
producir ATP, se relacionan con procesos de muerte celular, de envejecimiento y con diversos procesos
patalégicos. Las mitocondrias y los cloroplastos son los tnicos organelos capaces de llevar a cabo las
funciones esenciales de la célula, como la transformacién y el almacenamiento de la energia, la
replicacion y la expresion de la informacion. Las mitocondrias tienen un genoma propio y son capaces
de dividirse por fisién binaria; son uno de los componentes celulares mejor caracterizados estructural y
funcionalmente. En 1890, Altman desarrollé nuevas técnicas para fijar y tefiir tejidos (fuscina 4cida),
fue la época de las tinciones especificas que permitieron establecer la naturaleza quimica de algunos
componentes de las mitocondrias en la célula. Posteriormente, Michaelis en 1900, introdujo la
coloracién supravital y estableci6 la capacidad 6xido-reductora del organelo mediante el uso del verde

Jano (Gémez-Lojero y Gutiérrez-Cirlos, 2002).

El nimero y la forma de las mitocondrias, asi como el nimero de sus crestas varian mucho de un tipo
celular a otro. Los tejidos con un metabolismo oxidativo muy intenso, como el musculo cardiaco el
higado, el rifién y el cerebro, tienen mitocondrias con muchas crestas. La forma de las mitocondrias
dentro de un tejido varia de acuerdo con su estado funcional, es decir, son organelos pldsticos y méviles

(Koolman y Réhm, 2004).



1.2. Origen de las mitocondrias

Desde el descubrimiento de las mitocondrias, a principios del siglo XX, la idea de que éstas se
encuentran relacionadas de alguna manera con las bacterias fue expresada por varios autores (Scheffler,
1999). Esto se fortalecié con el descubrimiento del ADN mitocondrial. La teoria endosimbidtica
postulada por Margulis, en el afio de 1967, propone que las células eucariotes en un principio fueron
organismos anaerobios, carentes de mitocondrias. Debido a un aumento de los requerimientos
energéticos de la célula primitiva, junto con un aumento substancial en la concentraciéon de oxigeno
atmosférico, se facilito el establecimiento de una relaciéon simbidtica estable entre una -
proteobacteria con capacidad para realizar las reacciones de 6xido-reduccién acopladas a la sintesis de
energia quimica (ATP) y una célula protoeucariote en una etapa temprana de la evolucién. Esto pudo
haber sucedido hace aproximadamente 1.5 x 10’ afios, antes que ocurriera la divergencia evolutiva entre
animales y plantas (Figura 1) (Margulis, 1970; Carabez-Trejo y Sandoval, 2002; Gonzélez-Halphen et

al., 2003).
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1.3. Estructura de las mitocondrias

La ultraestructura de la mitocondria fue inicialmente descrita por Palade y Sjostrand en 1952-1953. El
arquetipo mitocondrial consiste en dos sacos membranales, uno inmerso en otro (Gémez-Lojero y
Gutiérrez-Cirlos, 2002); mide aproximadamente 1 x 2 um y es una estructura de doble membrana que
forma dos compartimientos, uno externo, delimitado por ambas membranas (espacio intermembranal) y
otro interno, delimitado por la membrana interna (matriz mitocondrial) (Koolman y Rohm, 2004). El
aspecto de la membrana externa al microscopio electrénico corresponde al de una estructura lisa
continua, mientras que la membrana interna presenta una serie de pliegues formando las crestas

mitocondriales (cristae mitocondriales), nombre acufiado por Palade; tanto la membrana externa como

la interna tienen el mismo grosor, aproximadamente 90 A y una estructura unitaria (Figura 2) (Carabez-

Trejo y Sandoval, 2002).

La membrana externa es ficilmente permeable a pequefias moléculas (M, < 5000) e iones, los cuales se
mueven libremente a través de canales transmembranales compuestos por una familia de proteinas
integrales de membrana, llamadas porinas. La membrana interna es impermeable a la mayoria de las
moléculas pequefias e iones, incluido el protén (HY); las unicas especies que cruzan la membrana

interna son aquellas para las que existen transportadores especificos (Figura 2) (Nelson y Cox, 2005).

Una diferencia importante en la composicidon quimica entre la membrana interna y la externa es que en
la membrana externa el colesterol es abundante, mientras que la membrana interna contiene, de manera
exclusiva, el fosfolipido cardiolipina y una pequefia cantidad de esteroles y esfingolipidos; los
principales constituyentes lipidicos son la fosfatidil colina, fosfatidil inositol y fosfatidil etanolamina

(Cérabez-Trejo y Sandoval, 2002; Chdvez y Zazueta, 2002).

En la mitocondria se aloja la enzima inicial de la biosintesis del grupo hemo (5-aminolevulinato
sintasa) (Koolman y Rohm, 2004). En la membrana interna se alojan los complejos de la cadena

respiratoria y la ATP sintasa, mientras que en la matriz mitocondrial se encuentran diversas cantidades



de enzimas solubles involucradas en el catabolismo energético, ADN mitocondrial y complejos para la

replicacion, transcripcion y traducciéon de ADN (Figura 2).
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1.4. Relacion con el metabolismo celular

El descubrimiento de Eugene Kennedy y Alberts Lehninger en 1948 de que las mitocondrias son el
sitio en donde se realiza la fosforilacidén oxidativa en los eucariotes marco el inicio de la fase moderna

de los estudios sobre las transducciones bioldgicas de energia (Nelson y Cox, 2005). La localizacién en



la mitocondria de las enzimas del ciclo de los dcidos tricarboxilicos, de la B-oxidacién, de la oxidacion
de los cuerpos ceténicos y de la fosforilacién oxidativa, es decir, de todas las rutas de oxidacidn,
excepto la glucdlisis, fue realizada en el periodo de 1948-1951 por Lehninger (Gomez-Lojero y
Gutiérrez-Cirlos, 2002). Todos los pasos oxidativos en la degradacion de glicidos, grasas y
aminodcidos convergen en esta etapa final en la que la energia de la oxidacién impulsa la sintesis de
ATP; asi mismo en la mitocondria convergen otras rutas metabdlicas como el ciclo de la urea, la

biosintesis del grupo hemo y la del ubiquinol [coenzima Q] (Figura 3) (Scheffler, 1999).

Las mitocondrias se consideran las fabricas de la célula debido a que producen la mayor parte del ATP
que ésta requiere, ya que el metabolismo aerdbico es capaz de extraer alrededor de 30 moléculas de
ATP por molécula de glucosa que se oxida hasta CO, y H,O, mientras que en el metabolismo
anaerdbico solo se pueden extraer dos moléculas de ATP por molécula de glucosa (Gémez-Lojero y
Gutiérrez-Cirlos, 2002). Ademas, Las mitocondrias junto con el reticulo endoplasmatico cumplen la

funcién de almacenar calcio intracelular (Figura 3) (Koolman y R6hm, 2004).
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1.5. Cadena respiratoria y sintesis de ATP

En 1938, en Dinamarca, Herman Kalkar publicé sus experimentos en los que separd el proceso
glicolitico del de fosforilacion asociado al transporte de electrones (Gomez-Lojero y Gutiérrez-Cirlos,
2002). El proceso de fosforilacion se lleva a cabo en la mitocondria; alojados en la membrana interna
mitocondrial se encuentran los cinco complejos multiproteicos que participan en este proceso: el
complejo I (NADH:ubiquinona oxidorreductasa), el complejo II  (succinato:ubiquinona
oxidorreductasa), el complejo III (ubiquinol:citocromo ¢ oxidorreductasa), el complejo IV (citocromo c
oxidasa) y el complejo V (ATP sintasa). Ademds de estos complejos oligoméricos, dos componentes de
estructura mds sencilla, la ubiquinona (Q) y el citocromo c¢ soluble (una hemoproteina pequeia),
participan como distribuidores de electrones en la membrana y en el espacio intermembranal,

respectivamente (Figura 4) (Gonzalez-Halphen y Vazquez-Acevedo, 2002).

La cadena transportadora de electrones esta constituida por grupos prostéticos oxidorreductores: grupos
hemo, grupos fierro-azufre (Fe/S), mononucledtidos de flavina (FMN), flavin adenin dinucleétidos
(FAD) y atomos de cobre, los cuales se encuentran siempre asociados a estructuras proteicas, ya sea de
forma covalente o no covalente. Su funcién es llevar a cabo la oxidacion de equivalentes reductores
como NADH, succinato y FADH, provenientes del ciclo de Krebs, transportando los electrones a la

molécula de O, para formar agua (Gonzélez-Halphen y Vazquez-Acevedo, 2002).

Los electrones se dirigen a la cadena respiratoria por diferentes vias. En la oxidacién del NADH + H*
por el complejo I, llegan hasta la ubiquinona (Q) a través del FMN y de los centros Fe/S. Los electrones
procedentes de la oxidacion del succinato, de la acil-CoA y de otros sustratos, entran por medio de la
succinato deshidrogenasa u otras deshidrogenasas mitocondriales; todos ellos son transferidos hasta la
ubiquinona a través del FADH, unido a la enzima y por una flavoproteina transportadora de electrones
(ETF). El anillo quinoide de la coenzima oxidada se reduce y forma la dihidroubiquinona, que a su vez
transfiere los electrones al complejo 111, el cual los cede al citocromo ¢, por medio de dos grupos hemo

del tipo b, uno del centro Fe/S y otro del hemo c,. El citocromo ¢ transporta los electrones al complejo



IV que contiene como componentes redox activos dos centros con cobre (Cu, y Cug) y los grupos hemo
a'y hemo a;, a través de los cuales los electrones llegan finalmente hasta el oxigeno. Por la donacion de
dos electrones del O, se produce -al menos formalmente- el anién O,, que une dos protones y forma
agua (Figura 4) (Koolman y R6hm, 2004). Los electrones provenientes de la [B-oxidacién de los dcidos

grasos también pueden entrar en la cadena respiratoria a través de Q (Nelson y Cox, 2005).

Las reacciones que llevan a cabo los complejos I, III y IV estdn acopladas a la translocacion vectorial
de protones por lo que se pueden considerar bombas de 6xido-reduccién, que producen un gradiente
electroquimico. Por cada molécula de H,O formada, se bombean alrededor de diez protones en el
espacio intermembranal. Esto provoca que la concentracién de H" aumente en este espacio y por lo
tanto el pH disminuye en un valor aproximado a una unidad (Koolman y Réhm, 2004). El modelo
quimiosmoético propuesto por Mitchel en 1961 indica que la energia electroquimica inherente a la
diferencia en la concentracién de protones y a la separacion de cargas a través de la membrana
mitocondrial interna, esto es la fuerza protén-motriz, impulsa la sintesis de ATP a medida que los

protones fluyen de manera pasiva a través de la ATP sintasa (Nelson y Cox, 2005, Yoshida ez al., 2001).
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Figura 4. Cadena respiratoria y sintesis de ATP. La cadena respiratoria conduce los electrones a partir de la oxidacién de
equivalentes reductores hacia el O,. Los complejos I, IIl y IV bombean protones hacia el espacio intermembranal creando
un gradiente electroquimico, el cual es utilizado por el complejo V para llevar a cabo la sintesis de ATP. Modificada de
http://www.genome.jp/kegg/pathway/map/map00190.html




1.6. Complejo V (F,F, ATP sintasa)

Las ATPasas de transporte se encuentran distribuidas a lo largo de los organismos, desde las bacterias a
las células eucariotes; operan asociadas a las membranas bioldgicas y su propdsito es movilizar
diferentes tipos de iones o moléculas a través de dichas membranas utilizando la energia del ATP.
Existen 4 clases de estas ATPasas: P, V, Fy ABC (Pedersen, 2005). La F,F,-ATP sintasa mitocondrial
juega un papel preponderante en la fosforilaciéon oxidativa. A pesar de que numerosas enzimas
hidrolizan el ATP en la célula, el 90% de la sintesis en condiciones aerobias lo realiza la ATP sintasa;
ésta es un complejo enzimdtico ampliamente distribuido en la naturaleza, se localiza en la membrana
plasmaética de las bacterias, en la tilacoidal de los cloroplastos y en la membrana interna mitocondrial
(Dominguez-Ramirez y Tuena de Gémez-Poyou, 2005). Este complejo enzimético estd constituido por
dos dominios oligoméricos, un sector soluble llamado factor F; y un sector membranal denominado F,
(Alfonzo et al., 1981). Evolutivamente, el complejo bacteriano presenta la composicién mas simple, ya
que consta solamente de ocho subunidades diferentes, 3 de Fo: a, b, y co.15) y 5 subunidades diferentes

de F: alfa;, beta;, gamma, delta y épsilon (Figura 5).

Figura 5. Representacion de la ATP sintasa
de Escherichia coli. Se observan las
subunidades de Fy: a, b, y el anillo de ¢ y las
subunidades de F,: alfa;, beta;, gamma, delta
y épsilon. Modificada de Weber (2006).



El complejo F,Fy-ATP sintasa mitocondrial es uno de los nanomotores rotatorios mds espectaculares
descritos hasta ahora; estd formado mecénicamente por dos rotores, en F, las subunidades y, 6 y €
(subunidades de mitocondria de corazén de bovino) giran acordes con el segundo rotor en F, formado
por el polimero de subunidades ¢ (Dominguez-Ramirez y Tuena de Goémez-Puyou , 2005). Otras
subunidades constituyen los elementos fijos del motor (el estator): la subunidad a, el centro catalitico
[alfas/beta;] y el pilar periférico [OSCP/ b/d/Fs] y las subunidades supernumerarias [A6L/e/f/g]
(Golden y Pedersen, 1998; Ko et al., 2000; Walker y Dickson, 2006). Algunas de estas subunidades
estan involucradas en la estabilizacion del complejo dimérico, tales como las subunidades e y g (Figura
6) (Brunner et al., 2002; Fronzes et al., 2006). Las subunidades adicionales juegan un papel regulatorio,

tal es el caso de la proteina inhibidora IF, (Gledhill y Walker, 2005).

Figura 6. Esquema del Complejo V
mitocondrial. Se enumeran las subunidades del
rotor central: y, 6, y € que gira conforme al
anillo de subunidades c; del estator: la subunidad
a, el centro catalitico [alfas/beta;], el pilar
periférico [OSCP/b/d/Fs] y las subunidades
supernumerarias [A6L/e/f/g]. Tomado de Walker
y Dickson (2006).



1.7. Sintesis de ATP

Existen seis sitios potenciales de unién de nucleé6tidos en el dominio F;: tres sitios no cataliticos en las
subunidades alfa y tres sitios cataliticos principalmente en la subunidad beta (Boyer, 1997). La
estructura de los segmentos cataliticos muestra un alto grado de conservacion en la filogénia con un
72% de identidad entre las subunidades de mayor masa molecular de las mitocondrias de bovino y la

enzima de Escherichia coli (Dominguez-Ramirez y Tuena de Gémez-Poyou, 2005).

El flujo de protones generado por la cadena respiratoria a través de la subunidad a ocasiona el
movimiento rotatorio del anillo de subnidades c¢. En el mecanismo propuesto por Junge en 1997 los
protones pasan a través de un hemicanal formado por las subunidades ¢, lo que produce la rotacién del
anillo de subunidades ¢ embebido en la membrana y, concomitantemente, el del cuello central

[gamma /delta / épsilon] (Figura 7) (Stock et al., 2000).

H+
I
Subunidad a | Subunidades ¢
Y o
:—ﬁ)
I
|
| i
A
H+

Figura 7. Mecanismo propuesto por
Junge, en 1997, para la traslocacién de
protones. Los protones fluyen a través de
la subunidad a y el hemicanal formado por
las subunidades ¢, lo que produce la
rotacion de las subunidades c. Modificado
de Stock et al. (2000).

En un ciclo completo, tres movimientos secuenciales de 120° de la subunidad gamma inducen cambios
conformacionales consecutivos en las tres subunidades cataliticas beta, originando la unién de sustratos
(ADP + Pi), la sintesis de ATP, y la liberacion del ATP recién sintetizado al medio (Figura 8) (Itoh et

al., 2004).
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Energia—120
rotacion de ¥

Formacicn de ATP
an sitio T

Figura 8. Sintesis de ATP. La rotacién de la subunidad y induce cambios conformacionales en la subunidad catalitica 3,
llevando a cabo la sintesis de ATP. Modificado de http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/bookres.fcgi/meb/ch16£30.gif

1.8. Algas cloroficeas

La algas verdes (Chlorophyta) viven en ambientes marinos costeros formando parte del plancton o
sujetas al fondo (bentos). También son abundantes en agua dulce, en lagos y rios, en ambientes
terrestres (rocas, lodos, troncos de arboles) y algunas son capaces de vivir en ambientes extremos
(montafas y nieve). Actualmente se considera que las algas verdes evolucionaron en dos grandes linajes
o clados. Uno de ellos, el clado cloroficeo (= clado UTC; ulvoficeas, trebouxioficeas y cloroficeas) y el
clado charoficeo (= clado C, charoficeas). El primero incluye flagelados unicelulares (Chlamydomonas)
y colonias (Volvox), formas filamentosas ramificadas o no ramificadas, algas macroscépicas marinas
(Ulva, Codium), algas del suelo (Chlorella), epifitos terrestres (Trentopohlia) y ficobiontes (Trebouxia),
mientras que el segundo contiene desde organismos unicelulares (Micrasterias), filamentos (Spirogyra)
hasta talos complejos parenquimatosos (Chara). Las algas verdes de este clado (charoficeas) son las
que presentan mayor nimero de caracteres compartidos con los embridfitos (plantas terrestres), y

derivan del mismo linaje ancestral que los bridfitos y plantas vasculares (Cubas, 2008).

Chlamydomonas es un género de algas verdes unicelulares, que se encuentran distribuidas ampliamente
en el mundo, en suelos, aguas dulces, océanos e incluso en la nieve. Las algas de este género tienen
pared celular, cloroplastos y dos flagelos anteriores. Se han descrito mas de 500 especies diferentes. La
mas utilizada en la experimentacion de laboratorio es Chlamydomonas reinhardtii, constituida por

células haploides. Puede crecer en medios simples de sales inorgédnicas, utilizando la fotosintesis como
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proveedora de energia. Sin embargo, también puede crecer en oscuridad, con acetato como fuente
alterna de carbono. Cuando hay ausencia de fuente de nitrégeno, las células haploides de tipo opuesto
se fusionan formando una zigospora diploide que forma una pared muy gruesa para protegerse de las
condiciones adversas. Cuando estas condiciones mejoran, el zigoto diploide se separa mediante

meiosis, liberando 4 células haploides que contindan con vida vegetativa (http://www.chlamy.org). Se

cuenta con la secuencia completa del genoma nuclear, cloroplastidico y mitocondrial de C. reinhardtii

(Smith y Lee, 2008).

Algunas algas incoloras estdn relacionadas con las algas verdes dado que comparten caracteristicas
morfoldgicas y etapas en el ciclo de vida. Un ejemplo es el alga Polytomella sp que se encuentra
relacionada con C. reinhardtii (Figura 9); ambos géneros han reducido el tamafio de su secuencia de
ADN mitocondrial, que codifica para un ndmero limitado de proteinas de la cadena respiratoria.
Polytomella es un alga unicelular, de forma ovoide, con cuatro flagelos; es incolora ya que carece de
cloroplastos, lo que permite un mejor estudio de la estructura mitocondrial y, al igual que C. reinhardtii,

tiende a enquistarse en condiciones desfavorables del medio.

Figura 9. C. reinhardtii y Polytomella sp. La primera es
un alga fotosintética, mientras que la segunda es un alga
incolora, Ambos géneros pertenecen a la familia
Chlamydomonadaceae.

http://bpl.blogger.com/ DZH2cmCoois/Rw-
OYR_zsKI/AAAAAAAADaM/LtXdx_Wo3W4/s1600-

h/chlamydomonas.jpg y
http://128.128.175.211/fedora/get/data:288628/Locallmage
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1.9. Dimerizacion y subunidades ASA

En comparacién con otras F,F,-ATPasa, la ATP sintasa de las algas cloroficeas Chlamydomonas
reinhardtii y Polytomella sp. presenta una estructura diferente a la del resto de los eucariotes, ya que en
primer lugar migra en geles BN-PAGE como dimeros estables de 1,600 kDa (van Lis et al., 2003; van Lis
et al., 2005; Dudkina et al., 2005). Aunque se postula que la ATP sintasa es dimérica in vivo (Schigger,
2002), el complejo V mitocondrial de diversos organismos como hongos, plantas y mamiferos suele
migrar como un mondémero de 550 a 600 kDa en geles azules nativos (BN-PAGE) (Schigger, 1994). A
partir de un estudio de microscopia electrénica (ME), se observé que el dimero del complejo V de

Polytomella sp presenta una forma distinta al dimero aislado a partir de mitocondrias de bovino (Figura

10) (Dudkina et al., 2005; Dudkina et al., 2006; Minauro-Sanmiguel et al., 2005).

Figura 10. Dimero de ATP sintasa de Polytomella sp y de bovino. (a) Microscopia electrénica (ME) del dimero de F,F,-ATPasa
de Polytomella sp, se observa la robustez del pilar periférico; (b) esquema del dimero de Polytomella sp; (c-h) ME del dimero
aislado de mitocondrias de bovino, se observa un pilar periférico pequefio; (i) esquema del dimero de ATP sintasa de bovino.
Modificado de Dudkina et al. (2005) y Minauro-Sanmiguel et al. (2005).

A partir de diversos estudios, se encontrd que la ATP sintasa de C. reinhardtii contiene 14 subunidades,
con masas moleculares entre 7 y 60 kDa (van Lis et al., 2003, Funes et al., 2002, Cardol et al., 2005).

También contienen extensiones en el extremo amino terminal de la subunidad alfa de aproximadamente 20
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residuos, asi como otra en el extremo carboxilo terminal de la subunidad beta con cerca de 64

aminodcidos (Figura 11) (Franzén y Falk, 1992; Nurani y Franzén, 1996).

Figura 11. Modelo del sector F; de C
reinhardtii. Modelo realizado en robetta
(http://robetta.bakerlab.org/) con base en
las secuencias reportadas para alfa y beta

(Franzén y Falk, 1992; Nurani y Franzén,
1996) modeladas sobre las coordenadas
cristalograficas de la enzima de bovino.

Siete de las subunidades codificadas en el genoma de Chlamydomonas son las subunidades cldsicas «, B,
Y, 6, a (ATP6), ¢ (ATP9), y OSCP. Sin embargo, no se han detectado homélogos de las subunidades €, b,
d, e, f, g, IF,, A6L, y F6. Por el contrario, se identificaron siete nuevos polipéptidos, los cuales reciben el
nombre de subunidades ASA (por las siglas en inglés correspondientes a proteinas asociadas a la ATP
sintasa), numeradas sucesivamente como ASA1, ASA2, ASA3, ASA4, ASAS, ASA6, y ASA7, de acuerdo
con la nomenclatura del genoma de C. reinhardtii. Estas nuevas subunidades no tienen homélogos en los
bancos de datos, lo que sugiere que ciertas proteinas atipicas estdn asociadas con la ATP sintasa

mitocondrial de las algas cloroficeas (Cardol et al., 2005).

La composicion polipeptidica del complejo V del alga incolora Polytomella sp. es muy similar a la de C.
reinhardtii. Ademds se encontrd la subunidad épsilon y dos nuevas subunidades ASA8 y ASA9. Esta ATP
sintasa atipica tiene un patron electroforético caracteristico en geles SDS-PAGE (Figura 12) (Vazquez-

Acevedo et al., 2006).
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Subunidad Masa molecular
(kDa)
ASAI 60.6
B (ATP2) 591
o (ATP1) 56.8
ASA2 455
ASA3 36.3
ASA4 312
y (ATP3) 30.8
a (ATP6) 246
OSCP (ATP5) 96
ASA7 195
6 (ATP16) 18.6
ASAS5 143
ASA6 133
ASAS 10.0
ASA9 9.0
€ (ATP15) 83
¢ (ATP9) 73

ASA1
Beta

e Alf

e ASA2
ASA4

ASA3
J

0scp

4—4 a2 (ATPS)

a4

= Delta

ASAT
¢ > ASAS

e ASAG
o
ASA8

ASAS

4—\"“--
wlan

Figura 12. Composicién peptidica de la F,;Fy-ATPasa mitocondrial de
Polytomella sp y su patrén electroforético en un gel SDS-PAGE. Las masas
moleculares se calcularon a partir de la secuencia de la proteina madura de
C. reinhardtii. Modificado de Vazquez-Acevedo et al. (2006). El dato de
ASA9 se tomo6 de van Lis et al. (2007).

¢ (ATPS)

Las subunidades ASA solamente estdn presentes en el grupo de las algas cloroficeas y no se encuentran en

otras algas cercanamente relacionadas, como las ulvoficeas, las prasinoficeas y las trebuxioficeas

(Véazquez-Acevedo et al., 2006). Experimentos de disociacion por altas temperaturas y de tratamiento de

la enzima con agentes entrecruzadores llevaron a la propuesta de un modelo estructural de la ATP sintasa

de las algas cloroficeas, donde se propone que las subunidades ASA1 a 9 participan en la estructura del

segundo cuello periférico (estator) y en la dimerizacion de la enzima (Figura 13) (Vazquez-Acevedo et al.,

2006; Cano-Estrada, 2007).
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ASAN ASA3

Figura 13. Modelo de la estructura dimérica de la F,F,-ATPasa mitocondrial de Polytomella sp. Modificado de Cano-Estrada
(2007).
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2. JUSTIFICACION

Para poder llevar a cabo estudios mas profundos sobre la estructura de la ATP sintasa mitocondrial de
algas cloroficeas es necesario generar anticuerpos contra las diferentes subunidades del complejo.

En el laboratorio 324 norte del Instituto de Fisiologia Celular (UNAM) se han obtenido anticuerpos
convencionales contra las subunidades de alta masa molecular, como a, B, ASAl, ASA2, ASA3 y
ASAA4; sin embargo, ha sido dificil obtener anticuerpos contra las subunidades de baja masa molecular.

Una alternativa es generar anticuerpos a partir de proteinas recombinantes.

3. OBJETIVOS

Clonar el cDNA del gen que codifica para la subunidad ASAS8 de la F,F,-ATPasa mitocondrial del alga

incolora Polytomella sp.

Expresar la proteina ASAS8 en Escherichia coli y purificar la subunidad resultante con el fin de generar

anticuerpos especificos contra dicha subunidad.
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4. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Se amplific6 por PCR el cDNA de la subunidad ASAS8 a partir de una genoteca de cDNA de Polytomella sp. El
producto amplificado se clon6 en vectores de replicacién y de expresion en bacterias. La proteina se expreso en
Escherichia coli cepa XL1-Blue mediante la induccién con IPTG. La proteina recombinante, conteniendo
extensiones de hexahistidinas, se purificé mediante cromatografia de afinidad en columnas de niquel-acido

nitrilotriacético. Se generaron anticuerpos especificos contra dicha subunidad. Esta secuencia se muestra en la

Figura 14.
Genoteca de PCR G PCR
CDNAS del Aﬁqnplificado g Gelr-'A°°" GEM-T
Polimerasa oll p -
alga Polytomella sp sl Taq P Ligar | Easy Vector
Polimerasa Promega
+dNTP’s
Transformar DH5-alfa
Y
pGEM-Gen
DH5-alfa
Induccion pQE30_Gen Transformar QE30-G Clonar
-Gen|
conIPTG | | XL1-BLUE |<*— pDH5 If -
-alta pQE30
Qiagen

Cromatografia

de afinidad en Proteina _
columnas ———= |recombinante| —— | Anticuerpos
de niquel-acido pura en conejo
nitrilotriacético.

Figura 14. Secuencia experimental para generar los anticuerpos en conejo a partir de la genoteca de Polytomella sp.
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5. MATERIALES Y METODOS
Todas las centrifugaciones fueron realizadas en una centrifuga Sorvall RC5BPlus con un rotor
FIBERLite F21-8x50 y en caso de muestras pequefias (>1.5 mL) en una microcentrifuga Eppendorf
MiniSpinPlus.
5.1. Amplificacion del gen asa8 de Polytomella sp y clonacion en el vector pGEM-T Easy
5.1.1. Diseiio de oligonucleétidos
Con base en la secuencia del gen asa8 de Polytomella sp se disefiaron los oligonucleétidos para

amplificacion por PCR.

ASAS8 Forward: (57-37) y Nhel

GCG GCTAGCATGGTCCTCGGTGAGGTCTAC (Tm 70.3°C)

ASAS Reverse: (57-37) HindIII

GCGAAGCTTTAGTGACCACCAGCAGTGTAAG (Tm 63.6°C)

5.1.2. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La amplificacion por PCR del gen se realiz6 a partir de una genoteca de cDNA del alga Polytomella sp
utilizando el Qiagen Tag PCR kit, sustituyendo la 7Tag polimerasa incluida por la ACCUZYME DNA

Polymerase de Bioline (Cuadro 1).

Cuadro 1. Mezcla de reaccién para la amplificacion del gen asa8

Volumen (uL)

Genoteca 2
ASAS8-F (305 pg/uL) 2
ASAS8-R (250 pg/uL) 2
Amortiguador PCR10X (15 mM MgCl,) 5
Amortiguador Q 10
dNTPs(10 mM cada uno) 2
Polimerasa (2.5 U/uL) 0.5

H,O 26.5
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Se experimenté con diferentes temperaturas de alineamiento, nimero y duracién de los ciclos, y se

determinaron las condiciones dptimas para una buena amplificacién (Cuadro 2).

Cuadro 2. Condiciones de amplificacion para el gen asa8 a partir de la

genoteca de cDNA de Polytomella sp

Proceso Temperatura Duracion No. de repeticiones
°O) (min)

Desnaturalizacion 94 3 1

Desnaturalizacién 94 1

Alineamiento 50 2 40

Elongacion 72 2

Elongacién 72 10 1

5.1.3. Adicion de adenina al

extremo del producto de PCR

El vector pGEM-T Easy estd especialmente disefiado para la ligacion de productos de PCR (Figura 15).

Contiene extremos de timinas en el centro del sitio multiple de clonacién, por lo que para un mejor

rendimiento en la ligacién es conveniente que el producto de PCR contenga nucleétidos de adenina en

ambos extremos de la cadena.

Xmn |

Scal 1890

2009
Nael
2707
f1 ori
Amp'
pGEM®-T Easy lacZ
Vector T T

(3015bp)

ori

T

Apal
Aat ll
Sphl
BstZ |
Necol
BstZ |
Not |
Sac |l
EcoR|

Spel
EcoR|
Not |
BstZ |
Pst 1
Sal |
Ndel
Sac |
BstX |
Nsil

SPé

Figura 15. Esquema del pGEM-T Easy Vector de Promega
Tomado de www.promega.com/tbs/tm042/tm042.pdf
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El producto se separé en un gel de agarosa al 1% en amortiguador TAE y se observd la banda de
aproximadamente 300 pb que fue purificada con el Qiagen QIAquick Gel Extraction Kit (Apéndice A).
Posteriormente, se realizo la adicion de un nucleétido adenina en ambos extremos de la cadena

utilizando el Qiagen Tag PCR Kkit.

Cuadro 3. Mezcla de reaccion para la adicion de
adenina utilizando el Qiagen Tag PCR Kit

Volumen (pL)
Amortiguador PCR10X (15 mM MgCl,) 5
Amortiguador Q 10
dNTPs (10 mM cada uno) 1
Taq (5 U/uL) 0.5
H,O 5.5

La reaccién se llevd a cabo a 72 °C durante 30 min. El producto de la reaccién fue purificado con el
Qiagen QIAquick PCR Purification Kit (Apéndice A) y ligado en el vector pPGEM-T Easy Vector de

Promega.

5.1.4. Ligacion en el Vector pGEM-T Easy Vector de Promega

Una vez purificado el producto de PCR, se midié su concentracion utilizando un espectrofotometro
Thermo Scientific NanoDrop 1000; se obtuvo una concentraciéon de 95 ng/uL y con base en ésta se

calcul6 el volumen a utilizar para la reaccién de ligacidn, la que se incubé toda la noche a 16°C.

Cuadro 4. Mezcla de reaccién para la ligacién en el vector

pGEM-T Easy de Promega

Volumen (pL)
Amortiguador de ligacion 2X 5
pGEM-T Easy Vector (50 ng/uL) 1
DNA (95 ng/uL) 0.5
T4 DNA ligasa (3 U/uL) 1
H,O 2.5
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5.1.5. Transformacion en E. coli DH5«

Una vez ligado en el vector pGEM, el producto se utiliz6 para transformar la cepa E. coli DH5Q
utilizando ampicilina a 100 pg/mL como marcador de selecciéon (Apéndice A); se sembré en cajas Petri

con medio LB + IPTG y X-Gal para diferenciar las colonias que tuvieran presente el inserto en el vector

de las que sélo adquirieron el vector.

5.2. Clonacion del gen en el vector de expresion

El sistema de expresion utilizado fue el pQE30 Vector de Qiagen (Figura 16). Este pldsmido permite la
expresion de proteinas recombinantes en E. coli mediante la induccién con IPTG; ademds la proteina
recombinante adquiere una etiqueta de 6 histidinas (His-tag) que permiten una purificacién de la

protefna recombinante mediante columnas de Ni**-dcido nitriloacético.

indlll

BamHI
phl
acl

nl

SI’F‘I')‘IUI

Sall

Pstl

| H

PT5 ~lac O~ lac O—RBS éxHis glll{@ie Stop Codons

S
%S
K

©
E
=<
[

l

* bQE30 - -
PQE-31 AC
pQE32 -G

Ampj Silliy

pQE-30, pQE-31,
pQE-32
3.4kb

Col EV

Figura 16. Esquema del sistema pQE30, pQE31 y pQE32 de Qiagen.
Tomado de www1.giagen.com/literature/pgesequences/pge3x.pdf
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5.2.1. Reaccion de ligacion en el vector pQE30 de Qiagen

Una vez que se confirmé la secuencia obtenida del gen, se realizé una restriccién secuencial con las
enzimas BamHI y HindIII del vector pQE30 y de la construcciéon pGEM-ASAS para liberar el inserto
(Apéndice A). El producto de las reacciones se corrid en un gel de agarosa 1% en amortiguador TAE

para visualizar los fragmentos cortados (Figura 17).

pGEM
M ASA8

Figura 17. Restricciones de la construccién pGEM-
ASAS y del vector pQE30 con las enzimas BamHI y
HindIII.

Ambos fragmentos de interés (pQE30 cortado y ASAS liberado) se purificaron a partir de la banda del

gel (Qiagen QIAquick Gel Extraction Kit).

5.2.2. Desfosforilacion del Vector pQE30

Una vez cortado y purificado, el vector pQE30 se llevd a cabo una reaccién de desfosforilacion con la

enzima fosfatasa alcalina (Roche), con el fin de evitar la religacion del vector solo.

Cuadro 5. Mezcla de reaccion para desfosforilar el vector pQE30

Volumen (pL)
Amortiguador 10X 3.2
DNA 28
Fosfatasa alcalina (3 U/uL) 1

23



Se incubd a 37 °C durante 20 min y posteriormente se purificé con el sistema Qiagen QIAquick PCR

Purification para posteriormente poder llevar a cabo la ligacion.

5.2.3. Ligacion en el vector pQE30

Para la ligacion se utiliz6 la enzima T4 DNA ligasa de Invitrogen (Cuadro 6). La reaccion se incubé a

16 °C toda la noche.

Cuadro 6. Mezcla de reaccion para la ligacion en el vector pQE30

Volumen (pL)
Amortiguador de ligacién 10X 2.8
pQE30 (153 ng/uL) 8
ASAS8 (21 ng/uL) 16
T4 DNA ligasa (3 U/uL) 1

Posteriormente, se transformo la cepa E. coli DH5x para guardar la construccion y replicar el plasmido

utilizando ampicilina a 100 pg/mL como marcador de seleccion.

5.2.4. Sintesis de oligonucleotidos para secuenciar en pQE30

Con base en las secuencias utilizadas por Steven et al. (2006), se disefiaron los oligonucledtidos para

secuenciacion en el vector pQE30.

pQE-promoter region sequencing primer (5'-3")
CCCGAAAAGTGCCACCTG

Tm 56.7 °C

pQE-reverse sequencing primer
GTTCTGAGGTCATTACTGG

Tm 49.8°C
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5.3. Sobreexpresion de la proteina recombinante en E. coli

5.3.1. Transformacion de la cepa E. coli XL1-Blue

Una vez que se confirmé la secuencia del gen en el vector pQE30, éste se utilizd para transformar la
cepa E. coli XL1-Blue, utilizando ampicilina (100 pg/mL) y tetraciclina (40 ug/mL) como marcadores

de seleccidn, ya que la cepa XL1-Blue presenta resistencia a tetraciclina.

Se realiz6 una preparacion de ADN por columna de Qiagen (Apéndice A) con una de las colonias
transformantes y se realizO una restriccidon secuencial, inicialmente con la enzima HindIl y
posteriormente con BamHI, para visualizar el inserto (Figura 18). Se seleccioné esa clona para llevar a

cabo la sobreexpresion por induccién con IPTG.

PQE30
M ASAS8

Figura 18. Restriccién secuencial
del ADN plasmidico de la clona
transformante XL1-Blue con las
enzimas BamHI y HindIII.

Se desarroll6 un cultivo de 5 mL. de medio LB adicionado con ampicilina y tetraciclina hasta alcanzar
una densidad 6ptica de 0.5 a A de 600 nm; se tomaron alicuotas de 800 puL y se agregaron 200 uL de
glicerol estéril para guardar la clona a -70 °C y utilizarla como cultivo de inicio en ocasiones

posteriores.
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5.3.2. Induccion con IPTG

Para los experimentos de induccién se inocularon 3 mL de medio LB adicionado con ampicilina y
tetraciclina con 3 uL. de los gliceroles iniciales en 6 tubos Falcon de 15 mL; adicionalmente 2 tubos
Falcon con 3 mL de medio LB adicionado con tetraciclina, se inocularon con la cepa XL1-Blue como
controles negativos; todos los tubos se incubaron a 37 °C, 250 rpm, durante 18 h. Una vez transcurrido
el tiempo se transfiri6 el cultivo a un tubo Falcon de 50 mL y se agreg6 IPTG a una concentracion final

de 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1 y 2 mM para los tubos con la construcciéon y 0.1 mM a los tubos controles.

Todos los tubos se incubaron durante 6 h a 37 °C y 250 rpm. Transcurrido este tiempo se tomaron
alicuotas de 200 uL de cada tubo, se centrifugaron durante 2 min a 5000 rpm para sedimentar las

células y se mantuvieron a 4 °C.

A las muestras se les agregaron 10 uL. de solucién digestora, calentando a 50 °C durante 2 min y se

analizaron por SDS-PAGE de von Jagow (Apéndice B). Los geles fueron tefiidos con azul de Comassie.

5.3.3. Analisis de fracciones

Para ubicar la localizacién de la proteina recombinante se realiz6 el andlisis de las fracciones obtenidas
luego de la sonicacion. Para esto, se inoculé un volumen de 20 mL de medio LB, adicionado con
ampicilina y tetraciclina, con 10 pL de los gliceroles iniciales y se incubaron a 37 °C, 250 rpm, durante
18 h. Una vez transcurrido el tiempo se transfiri6 el cultivo a un matraz Erlenmeyer estéril de 250 mL y
se agregd IPTG a una concentracién final de 0.1 mM y se incubé a 37 °C, 250 rpm durante 6 h.
Enseguida se realiz6 la ruptura de las células por sonicacion como se describe a continuacion.

1) Se centrifugé el cultivo a 6000 rpm durante 10 min para bajar las células

2) Se resuspendi6 el botén en 15 mL de PBS

3) Se agregaron 10 uL. de solucién de PMSF 0.1 M como inhibidor de proteasas

4) Se sonic6 a 50 % a una potencia de 3 watts en pulsos de 1 min

5) Se repiti6 dos veces el paso 4 dejando enfriar el sonicador durante 1 min

6) Se tomaron alicuotas de 100 y 200 uL del cultivo sonicado y centrifugar a 5000 rpm durante 10
min
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7) Se separ6 el boton y el sobrenadante

8) Se tomaron alicuotas de 100 y 200 uL del cultivo sonicado y se centrifugd a 10000 rpm durante
10 min

9) Se separaron el botén y el sobrenadante

A partir de las muestras tomadas se precipitaron las proteinas presentes en fraccion del sobrenadante

como se describe a continuacion.

1) Se agregaron 400 uL. de MeOH y se agité en vortex

2) Se agregaron 100 uLL. de CHCIl; y se agit6 en vortex

3) Se agregaron 300 uL de H,O y se agit6 en vortex

4) Se centrifugé a 14000 rpm durante 5 min

5) Se retir6 la fase acuosa y orgdnica con mucho cuidado (las proteinas precipitadas se encontraron
en la interfase)

6) Se agregaron 300 uL de MeOH y se agité en vortex

7) Se centrifugé a 14000 rpm durante 5 min

8) Se retiré el MeOH

9) Se dej6 secar al aire

A todas las muestras tomadas se les agregaron 10 uL de solucion digestora y se analizaron en geles

SDS-PAGE.

5.4. Purificacion de la proteina recombinante

Debido a que la mayoria de la proteina recombinante producida en E. coli se encontré en cuerpos de
inclusion, se llevé a cabo la purificacion de la proteina a partir de éstos con el fin de obtener una buena

cantidad de proteina para generar anticuerpos.

Se inocul6 un volumen de 20 mL de medio LB adicionado con ampicilina y tetraciclina, con 10 pL de
los gliceroles iniciales, se incubaron a 37 °C, 250 rpm, durante 18 h. Posteriormente se transfirié el
cultivo a un matraz Erlenmeyer estéril de 250 mL y se agregd IPTG a una concentracién final de 0.1
mM vy se incubd a 37°C, 250 rpm durante 6 h. Enseguida se realiz6 la sonicacion con las condiciones
indicadas anteriormente centrifugando toda muestra a 10000 rpm durante 10 min para concentrar los

cuerpos de inclusion.
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La purificacién a partir de cuerpos de inclusion se realizé de la siguiente manera:

1y
2)
3)
4)
5)

6)
7)
8)
9)

Se resuspendio el botén en 20 mL de amortiguador de guanidina 6 M

Se colocé en agitacion suave toda la noche a 4 °C

Se centrifugé a 12000 rpm durante 5 min

Se recolect? el sobrenadante en un tubo nuevo

Se agregaron 1000 pL de la resina (resina de niquel unido a Sefarosa marca Amersham
Biosciences)

Se adicioné imidazol a una concentracién de 10 mM

Se colocé en agitacion suave durante 2 h a 4 °C

Se lavé la columna con PBS

Se agreg6 la muestra entera a la columna y se dejo6 asentar la resina

10) Se eluy¢ la fase movil*

11) Se lavo la columna con 20 mL de amortiguador de guanidina 6 M adicionado con imidazol a 60

mM*

12) Se prepararon 3 mL de amortiguador de guanidina 6 M adicionando imidazol a las

concentraciones de 70, 80, 90, 100, 120 y 140 mM

13) Se eluy¢ la resina con cada uno de los amortiguadores preparados en el paso 12, de forma

ascendente de la concentracién de imidazol*

*Se tom6 una muestra de 200 uL

A partir de cada una de las muestras tomadas se precipitaron las proteinas presentes y se analizaron por

SDS-PAGE.

5.4.1. Purificacion de la proteina para generar anticuerpos

Se desarroll6 un cultivo de 100 mL de LB adicionado con ampicilina y tetraciclina en un matraz

Erlenmeyer de 250 mL. Se utiliz6 un in6culo de 100 pL de los gliceroles iniciales. Se incub6 a 37 °C,

250 rpm, durante 18 h. Una vez transcurrido el tiempo se transfiri6 el cultivo a un matraz Erlenmeyer

estéril de 1000 mL y se agregd IPTG a una concentracién final de 0.1 mM, se incub6 a 37°C, 250 rpm

durante 6 h. Inmediatamente se realizd la sonicacidn con las condiciones mencionadas anteriormente

centrifugando toda la muestra a 10000 rpm durante 10 min para concentrar los cuerpos de inclusion.
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La purificacion por columna se realizé de igual manera a la descrita anteriormente, tomando en cuenta

los siguientes cambios:

1) Se agregé imidazol a una concentracion de 20 mM al momento de agregar la resina
2) Se realizé el lavado con un volumen de 60 mL a una concentracién de 70 mM de imidazol
3) La elucidn se realizé en un volumen de 6 mL a una concentracién de 120 mM de imidazol

Se tomaron alicuotas de 200 uL del eluido, se precipitaron con MeOH/CHCI; y se corrieron en un gel

desnaturalizante con amortiguador catodo con azul de Coomassie para visualizar la banda de interés.

5.5. Produccion de anticuerpos contra la proteina recombinante en conejo

Las bandas del gel se molieron en 4 mL de TBS, se tomaron alicuotas de 500 uL y se guardaron a -20
°C. Se inmunizaron dos conejos hembras, de 1 kg de peso, intramuscularmente, con una mezcla de la
proteina con adyuvante completo de Freund (1:1), seguida de tres refuerzos de la muestra, mezclada

con 800 uL de adyuvante incompleto de Freund cada 3 semanas.

Se tomé una muestra de sangre a la semana 12, por puncion en la oreja, se dejé formar el codgulo a 4°C
y se centrifugd a 15000 rpm durante 30 min. La presencia de anticuerpos fue corroborada por Western-
blot contra la ATP sintasa purificada de Polytomella sp y contra el eluido obtenido en la seccién

“Purificacion de la proteina para generar anticuerpos’.

Una vez corroborada la presencia de anticuerpos contra la subunidad ASA8 de Polytomella sp se llevo a
cabo la toma de sangre a blanco de ambos conejos, se separé el suero como se describi6 anteriormente

y se precipité con 40% de (NH,),SO,, se hicieron alicuotas de 200 uL y se guardaron a -70°C.
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5.5.1. Western Blot

Se llevé a cabo la deteccion de anticuerpos contra la proteina recombinante mediante Wester blot. Se
transfirieron las proteinas separadas en el gel SDS-PAGE, a una membrana de nitrocelulosa como se

describe:

1) Se realiz6 una SDS-PAGE de las proteinas de interés

2) Se recortaron seis trozos de papel Whatman del tamaiio del gel

3) Se sumergieron tres trozos de papel Whatman en amortiguador positivo

4) Se sumergieron tres trozos de papel Whatman en amortiguador negativo

5) Se sumergi6 el gel en amortiguador negativo

6) Se cortd un acetato y se coloco de forma que cubriera la superficie de la cdmara no usada

7) Se cortd un trozo de membrana de nitrocelulosa y se remojé en amortiguador positivo

8) Se coloco 1 trozo de papel remojado en amortiguador positivo y se expulsé el aire rodando un
tubo limpio sobre la superficie

9) Se repiti6 el paso 7 con los otros dos trozos

10) Se coloc6 la membrana remojada en amortiguador positivo y se expulso el aire

11) Se colocé el gel remojado en amortiguador negativo

12) Se colocé 1 trozo de papel remojado en amortiguador negativo y se expulso el aire

13) Se repiti6 el paso 12 con los otros dos trozos

14) Se colocé la tapa en un solo movimiento

15) Se transfirié durante 2 h a una intensidad de 1 mA/cm’

Se verificé la transferencia de las proteinas realizando una tincién con solucién de rojo de Poinceau
0.1%

1) Se lavé la membrana con agua por 1 minuto
2) Se sumergi6 en solucién de rojo de Poinceau hasta observar las proteinas transferidas
3) Se destii6 con agua
Una vez verificado que las proteinas se encontraban en la membrana se efectué la deteccion

inmunoldgica. La unién de los anticuerpos producidos se detecté con un anticuerpo secundario antilgG

de conejo, conjugado con la enzima fosfatasa alcalina.

1) Se bloqued la membrana con 10% de leche en TBS durante toda la noche, a temperatura
ambiente
2) Se lavé la membrana 2 veces con TTBS durante 5 min
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3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)

Se colocé el suero o primer anticuerpo a la dilucién deseada en 1% de leche en TTBS

Se incub6 a 4°C durante 3 h

Se lavé la membrana 2 veces con TTBS durante 5 min

Se colocé el anticuerpo secundario a dilucién 1:3000 en 1% de leche en TTBS se incub6 2 h
Se lavé la membrana 2 veces con TTBS durante 5 min

Se agreg6 la solucidn de revelado y se dejo reaccionar hasta visualizar las bandas

Se detuvd la reaccién enjuagando con agua
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6. RESULTADOS

6.1. Amplificacion del gen asa8 de Polytomella sp y clonacion en el vector pGEM-T Easy

Se llevé a cabo la amplificaciéon del cDNA del gen asa8 a partir de la genoteca de cDNA de

Polytomella sp.; el producto esperado era de 293 pb (Figura 18).

asa8 M asa8

Figura 18. Amplificacion del gen asa8 a partir de la
genoteca de cDNA de Polytomella sp. (M) Marcador,
los tamafios se indican en pb.

Una vez ligado en el vector pGEM se trasformaron células competentes de E. coli DH5Q para guardar
la construccidn y replicar el vector. Se seleccionaron tres colonias tentativas que contuvieran el inserto
(blancas) [A4, B7 y B2], se aisl6 el ADN con amortiguador TENS-acetato de sodio (Apéndice A) y se

cort6 con la enzima HindlIII para linearizar (Figura 19).

Como el sitio HindIII no se encuentra en el vector pGEM sélo las clonas que contuvieran el inserto
serian cortadas por la enzima ya que el sitio se encuentra en los oligonucledtidos disefiados. En la

Figura 19 se observa que solamente la clona ASA8 B2 fue linealizada por HindIII por lo que se aislé
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M A4 B7 B2

e —

Figura 19. Reaccién de restriccion de
tres clonas (A4), (B7), (B2) con HindIII.
(M) Marcador, los tamaifios se indican en
pb.

el ADN por columna para realizar dos reacciones por separado, una con la enzima EcoRI (sitios del
vector) para liberar el inserto y otra restriccion secuencial con las enzimas BamHI y HindIII (presentes
en los oligonucledtidos), esto para verificar los sitios de corte en los oligonucledtidos y poder visualizar

el inserto correspondiente (Figura 20).

pGEM pGEM pGEM pGEM pGEM pGEM
M ASA8 extBeta extBeta ASA8 extBeta extBeta
B2 A8 B7 B2 A8 B7

EcoRlI Hindlll
BamHI

Figura 20. Restriccion de una construccion de ASAS8 y dos de

la regién C-terminal de la subunidad beta en pGEM con la
enzima EcoRI (carriles 2-4) y secuencial con las enzimas
HindIIl y BamHI (carriles 5-7). (M) Marcador, los tamafos se
indican en pb.
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Se selecciond la clona ASAS8 B2 para purificar por columna midi de Qiagen y el producto se secuenci6
en la Unidad de Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia Celular con cebadores para los

promotores SP6 y T7 (Apéndice C).

6.1.1. Alineamiento de la secuencia obtenida

La secuencia de nucledtidos obtenida se tradujo in silico con ayuda del servidor Expasy

(http://www.expasy.org/tools/dna.html) y se aline6 en el servidor ClustalW

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html) con la secuencia de la proteina reportada para ASAS8

de Polytomella sp. encontrandose que la region de interés de ambas secuencias es igual (Figura 21).

SeqgA Name Len (aa) SegB Name Len (aa) Score

1 PsASAS8 89 2 Recombinante 97 100

PsASA8 === MVLGEVYLKDILRTPPTGAIPANVPHPFQTSFYTYATKKLIPRHWYLLGGFTFTI 55

Recombinante AGSASMVLGEVYLKDILRTPPTGAIPANVPHPFQTSFYTYATKKLIPRHWYLLGGFTFTI 60
KAk Ak Ak Ak Ak Ak Ak kA Ak Ak Ak kA hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkxkxkx*kx*xx*x

PsASAS8 TLYGILDGLRDSGKKKAYDEAIHAGKTPYTAGGH-—- 89

Recombinante TLYGILDGLRDSGKKKAYDEATIHAGKTPYTAGGH-SF 96

R e b A b A b b b b b A b A b d b b S i b A b A b S i
Figura 21. Alineamiento de la traduccién de la secuencia obtenida a partir de la genoteca de cDNA de Polytomella sp con

respecto a la proteina esperada.

6.2. Clonacion del gen en el vector de expresion

A partir de la ligacion en pQE30 y la transformacion en E. coli DH5x se seleccionaron dos clonas, se
realizaron minipreps de Qiagen y se realizé una restriccién secuencial, inicialmente con la enzima

HindIII y posteriormente BamHI para visualizar el inserto (Figura 22)

Se selecciond la clona 1 ya que presentd el inserto de aproximadamente 300 pb; se purificd por

columna midi de Qiagen y el producto se secuenci6 con los oligonucledtidos disefiados para este fin.
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pQE30 pQE30
M ASA8 ASAB8
1

Figura 22. Restricciones secuenciales de las
construcciones pQE30-ASA8 1 y 2 con la enzima
HindIIl y posteriormente con la enzima BamHI.
(M) Marcador; los tamafios se indican en pb.

6.2.1 Alineamiento de la secuencia obtenida

La secuencia obtenida se tradujo in silico en el servidor Expasy y se aline6 con la secuencia reportada
(Figura 23). Se encontr6 que ambas secuencias son iguales y que ademds la proteina a sintetizar
contiene la etiqueta de 6 Histidinas (His-tag) en el extremo N-terminal, correspondientes al sistema de

expresion utilizado. La masa calculada para la proteina recombinante fue de 11.3 kDa.

SegA Name Len (aa) SegB Name Len (aa) Score
1 PsASAS8 89 2 Recombinante_His-Tag_ 105 100
PsASA8 e MVLGEVYLKDILRTPPTGAIPANVPHPFQTSEYTYA 36
Recombinante_His-Tag_ MRGSHHHHHHGSASMVLGEVYLKDILRTPPTGAIPANVPHPFQTSFYTYA 50

hhkhkhkhkrhkhkhkhhkkhkrhkhkhkhhkkhkrhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkkrk*k

PsASAS8 TKKLIPRHWYLLGGFTFTITLYGILDGLRDSGKKKAYDEATHAGKTPYTA 86
Recombinante_His-Tag_ TKKLIPRHWYLLGGFTFTITLYGILDGLRDSGKKKAYDEATHAGKTPYTA 100

hhkhhhkhhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhhkhkrhkhkhkhhkkhkrhkhkhkhhkkhkrhkhkhkhkhkkhkkkhkhkkhkhkkrk*k

PsASAS8 GGH-- 89
Recombinante_His-Tag_ GGH-S 104

* K *

Figura 23. Alineamiento de la traduccion de la secuencia clonada en el vector pQE30 junto con la secuencia de la proteina
esperada. Se observa que la secuencia clonada contiene la extensién de histidinas (his-tag).
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La secuencia traducida in silico fue analizada mediante el programa Toppred disponible en el servidor

Mobyle (http://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/MobylePortal/portal.py Zform=toppred) mediante un andlisis

de hidrofobicidad de la proteina recombinante con la escala Kyte y Doolittle; ademds también se realiz6

un analisis con el programa TMHMM (http://www.cbs.dtu.dk/servicess/TMHMM-2.0/) a fin de conocer

la naturaleza de la proteina. Ambos resultados sugieren la presencia de una regiéon de alta

hidrofobicidad, la cual muy probablemente es de un cruce transmembranal (Figura 24).

A ASAS B TMHMM posterior probabilities for ASA8
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Figura 24. Anilisis in silico de la hidrofobicidad de la proteina recombinante. (A) Andlisis mediante el programa Toppred
disponible en el servidor Mobyle (http://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/MobylePortal/portal.py ?form=toppred) utilizando la
escala de Kyle-Dolittle. (B) Andlisis mediante el programa TMHMM (http://www.cbs.dtu.dk/servicessy TMHMM-2.0/).
Ambos andlisis sugieren una region de alta hidrofobicidad presente entre los amino4cidos 50 al 70 aproximadamente.

6.3. Sobreexpresion de la proteina recombinante en E. coli

6.3.1 Induccion con IPTG

En el andlisis SDS-PAGE de los experimentos de induccién con IPTG en E. coli XL1-Blue, se observo
la presencia de una banda de mayor intensidad en los carriles correspondientes a la cepa con la
construccion, con respecto a los controles. Esta banda tiene una masa molecular de aproximadamente

11 kDa, lo cual corresponde a los 11.3 kDa calculados para la proteina recombinante (Figura 25).
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55.4
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31
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6
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2.5

Figura 25. Induccién de la expresion de la proteina ASA8 en E. coli XL1-Blue, (C) cepa sin

construccion con 0.1 mM de IPTG, (carriles 3-8) distintas concentraciones crecientes de
IPTG. (M) Marcador, los pesos se expresan en kDa. La flecha indica la regién donde aparece
la proteina recombinante correspondiente a 11 kDa.

Se seleccioné la concentracion de 0.1 mM de IPTG para los experimentos posteriores de

sobreexpresion.

6.3.2. Analisis de fracciones

Como se observa en el andlisis de las fracciones por SDS-PAGE (Figura 26), la localizacién de la
proteina recombinante es en la fraccién insoluble de la bacteria, muy probablemente en cuerpos de
inclusién debido a la gran cantidad de proteina presente en la bacteria y al cardcter hidrofébico de la

proteina.

6.4. Purificacion de la proteina recombinante

En el andlisis de SDS-PAGE de las fracciones de elucion (Figura 27) se observd que existe una gran
cantidad de proteina que no se une a la resina (carril 2) en presencia de 10 mM de imidazol. Sin
embargo, también se observd una gran cantidad de proteina que presenta una unién inespecifica a la
resina. Una fraccion de ésta eluye en el lavado, mientras que otra fraccidn se observa en las diferentes

concentraciones de elucién. Por otro lado, la banda mayoritaria corresponde a la proteina de interés.
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Figura 26. Sobreexpresion de la proteina recombinante en medio LB con 0.1 mM
de IPTG y andlisis de fracciones después de la sonicacién. (C) cepa sin
construccién con 0.1 mM de IPTG, (pQE30-ASAS) sobreexpresion con 0.1 mM de
IPTG extracto crudo, (P) pastilla, (S) sobrenadante, (M) Marcador, los pesos se
expresan en kDa. La flecha indica la regiéon donde migra la proteina de interés.

kDa | 1Fase Lavado 80 90 100 120 140

10mM  B0mM 70mmM mM mM mM mM mM
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Figura 27. Elucién fraccionada a diferentes concentraciones de imidazol. Se
indican las concentraciones utilizadas en mM, (M) Marcador, las masas
moleculares se expresan en kDa.
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6.4.1. Purificacion de la proteina para generar anticuerpos

Al observar el gel con azul de Coomassie en el amortiguador de citodo sélo se presenté una banda
tefiida levemente (Figura 28); esto se debe a que en este tipo de geles se enmascara la presencia de
bandas mds tenues ya que todo el fondo presenta coloracién azul. Sin embargo, permite la localizacion
visual de la banda de interés y cortarla directamente sin necesidad de fijar y realizar una tincién

adicional.

Figura 28. Gel SDS-PAGE con azul de Coomassie en el amortiguador de
citodo. Se visualiza la banda de interés correspondiente a la proteina
recombinante (sefialada con una flecha).

Al teiiir el gel completamente con azul de Coomassie para verificar la presencia de otras proteinas, se
observan las que presentan unién inespecifica a la resina; sin embargo, éstas son de mayor masa

molecular, por lo que la banda cortada corresponde en su mayoria a la proteina recombinante (Figura

)- kDa M ASAB ASA8 ASA8 ASAS ASA8 ASAB ASAB ASAS ASA8 ASAB8

D . .
Figura 29. Gel SDS-PAGE con azul de Coomassie en el amortiguador de
catodo. Se visualiza la banda cortada correspondiente a la proteina
recombinante.

39



6.5. Produccion de anticuerpos contra la proteina recombinante en conejo

El Western blot realizado a partir de la sangria de prueba revel6 la presencia de anticuerpos contra la

proteina recombinante asi como contra la subunidad ASAS8 de la F,F,-ATP sintasa purificada de

Polytomella sp. (Figura 30).

Proteina

recombinante ATP sintasa
Dilucion 2000 500 2000 500 500 2000 500 2000
Conejo 29 28 28 29

Figura 30. Western blot del suero producido en conejo contra la
subunidad ASAS8 de Polytomella sp; se utilizaron dos conejos (28 y
29). El suero se utilizé a diluciones de 500 y 2000. (Izquierda) proteina
recombinante, (Centro) Gel SDS-PAGE con la proteina recombinante y
la ATP sintasa purificada tefiido con azul de Coomassie, (Derecha)
ATP sintasa purifica de Polytomella sp. A diluciones relativamente
altas, el suero obtenido reconoce especificamente a la subunidad ASAS8
de la ATP sintasa mitocondrial del alga.
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7. DISCUSION

Con los avances modernos en la gendmica, la protedmica y la bioinformédtica el nimero de proteinas
que son producidas usando técnicas recombinantes se ha incrementado exponencialmente. Las técnicas
de “High-Troughput Screening” han sido perfeccionadas para identificar proteinas con aplicaciones
potenciales como agentes terapéuticos, en el diagndstico o uso industrial (Arnau et al, 2006).
Asimismo, existe una gran demanda de producciéon de proteinas recombinantes para estudios
funcionales-estructurales, debido a la expansion de las bases de datos de secuencias gendmicas

(Tsumoto et al, 2003).

La ATP sintasa es una enzima ampliamente distribuida en la naturaleza. Existen subunidades
conservadas en la estructura de los distintos organismos, como las que corresponden a la regién
catalitica del complejo, con 72% de identidad entre las subunidades de mayor peso molecular de las
mitocondrias de bovino y la enzima de E. coli (Dominguez-Ramirez y Tuena de Gomez-Puyou, 2005).
Sin embargo, desde las bacterias hasta los organismos eucariotas existe una gran variacion entre las
subunidades correspondientes al brazo periférico del estator. En este sentido las algas cloroficeas han
adquirido una serie de péptidos novedosos (subunidades ASA) dejando a un lado las subunidades
ortodoxas €, b, d, e, f, g, IF,, A6L y F6 (subunidades de mitocondria de bovino). Se ha propuesto que estas
subunidades participan en la estructura del cuello periférico y en la dimerizacién de la enzima (Vazquez-
Acevedo et al., 2006; Cano-Estrada, 2007). Existe una gran cantidad de herramientas para llevar a cabo
los estudios de la estructura-funcién de estas subunidades dentro del complejo V mitocondrial, una de
éstas es la produccién de proteinas recombinantes ya que permite obtener una cantidad considerable de

la proteina deseada.

Dentro de los sistemas para la producciéon heteréloga de genes encontramos una gran diversidad de
organismos, entre ellos las bacterias Escherichia coli, Bacillus subtilis, B. megaterium, B. brevis, la

levadura Saccharomyces cerevesiae y las células de mamifero, asi como otros que incluyen hongos

41



filamentosos, células de insectos, oocitos de rana, plantas y animales transgénicos y sistemas in vitro
(Fothergill-Gilmore, 1993; Terpe, 2006). Sin embargo, la bacteria Gram negativa E. coli permanece
como el sistema mds atractivo debido a su facilidad para crecer rdpidamente a densidades altas en
distintos sustratos, su genética bien caracterizada y la disposicion de diversos sistemas de vectores de
clonacién y cepas mutantes (Baneyx, 1999). Para la expresion rutinaria de proteinas, las cepas de E.
coli BL21, K12 y sus derivados, son las méas frecuentemente usadas (Terpe, 2006). Aproximadamente el
80% de las proteinas utilizadas para resolver las estructuras 3D indexadas en el Protein Data Bank en

2003, fueron preparadas en sistemas de expresion en E. coli (Sgrensen y Mortensen, 2005).

Las cepas utilizadas para la expresion deben ser deficientes en las proteasas naturales mas poderosas,
asi como mantener la estabilidad de la expresion del plasmido teniendo los elementos genéticos
necesarios para cada sistema de expresion, por ejemplo codones especiales (Sgrensen, 2005). La cepa
utilizada para la sobreexpresion (XL1-Blue) no es especializada en este tipo de proceso, ya que no tiene
alguna deficiencia en proteasas; sin embargo, estd disefiada para el manejo de construcciones
plasmidicas pues es deficiente en DNAsas y recombinasas. Una desventaja de la produccién de
proteinas recombinantes de uso terapéutico en E. coli es la acumulacion de lipopolisacdrido (LPS)

conocido como endotoxina que tiene un efecto pirogénico en humanos y otros mamiferos (Terpe, 2006).

La ingenieria genética y la tecnologia del DNA recombinante son términos utilizados para referirse a la
coleccion de procedimientos para la manipulacion experimental del material genético. En el centro de
estas técnicas se encuentra el proceso de clonacion de genes. EI componente central de la clonacién de
genes es el vector o vehiculo, el cual transporta el gen en la célula de interés y es el encargado de su
replicacién (Fothergill-Gilmore, 1993). El sistema pGEM (Figura 15) estd disefiado para la ligacién de
productos de PCR mediante sus extremos de timina; ademads, es un vector multicopias lo que resulta
muy favorable ya que es posible obtener cantidades grandes de pldsmido puro, que permiten llevar a
cabo tareas como la secuenciacion, el corte y ligacion de fragmentos para realizar las construcciones

necesarias.
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Por muchos afios, el operén de utilizacion de la lactosa de E. coli (operén lac) ha sido uno de los
paradigmas de la regulacion de la expresion genética en procariotes; por lo que varios de los
promotores usados para el manejo de la expresion de genes heter6logos se han construido a partir de
éste (Baneyx, 1999). El sistema pQE30 contiene el operador del operén lac lo que permite una
induccién mediante el isopropil-beta-D-tiogalactopiranésido (IPTG) el cual es el inductor mads
comunmente utilizado (Hanning y Makrides, 1998). Existe una gran diversidad de cuestiones no
deseadas durante la sobreexpresion como: muerte celular, formacién de cuerpos de inclusidn,
produccién de proteina sin actividad, produccion de proteina truncada o no produccion de la misma.
Estas cuestiones tienen distintas causas, como pueden ser una gran expresion, un mal plegamiento o
una incompatibilidad de codones (Terpe, 2006). Asimismo, la expresion genética estd controlada, entre
otros factores, por el decaimiento del ARNm. La vida media del ARNm en E. coli, a 37°C, varia desde
unos segundos hasta un mdximo de 20 min y la cantidad expresada depende directamente de la
estabilidad del ARNm (Rauhut y Klug 1999, Regnier y Arraino, 2000). En el caso de la proteina ASAS,
como puede observarse en los resultados (Figura 25), la expresion de la proteina recombinante fue muy
favorable, independiente de la concentracion de IPTG utilizada, ya que la sobreexpresion se lleva a cabo
desde una concentraciéon de 0.01 mM hasta 2 mM; esto puede deberse a la estabilidad del ARNm, o a
que el sistema de codones utilizados en la proteina es muy semejante al sistema de codones que maneja
la cepa X11-Blue; es decir, que los codones utilizados en la proteina son comunes ya que la cepa en
cuestion no contiene codones especiales porque no estd disefiada para la expresion heteréloga. Por otro
lado, la sobreexpresion no conlleva a la muerte celular ya que ésta se llevd a cabo durante 24 h
obteniendo resultados muy similares a los mostrados en la Figura 25. Lo anterior puede deberse a la
naturaleza hidrofébica de la proteina (Figura 24), pues al no ser una proteina soluble tiende a
aglomerarse junto con otras proteinas recombinantes en grandes cantidades, formando los cuerpos de
inclusién. La formacién de estos cuerpos ofrece algunas ventajas en la producciéon de proteinas
recombinantes, ya que estas proteinas pueden ser toxicas en su conformacidén nativa o podrian ser

inestables en el citoplasma de E. coli debido a la protedlisis (Misawa y Kumagai, 1999).
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Wilkinson y Harrison propusieron un modelo para el cdlculo tedrico de los porcentajes de solubilidad
de las proteinas recombinantes expresadas en E. coli; los resultados mostrados en la Figura 26 sefialan
que la proteina recombinante tiende a aglomerarse en la fraccion insoluble de la bacteria lo que

concuerda con el 81.7% de proteina insoluble predicho en el servidor http://www.biotech.ou.edu

(Wilkinson y Harrison, 1991).

Existen diversos ejemplos de proteinas recombinantes de uso terapéutico que han sido expresadas en
bacterias y obtenidas de manera directa (soluble): hormona de crecimiento, interferén gamma,
interleucina 2 (IL-2), prouroquinasa, activador del plasmindgeno tisular. Por el contrario, también se
han obtenido proteinas a partir de cuerpos de inclusién, por ejemplo: proinsulina, calcitonina, factor de
crecimiento I parecido a insulina (IGF-I) (Misawa y Kumagai, 1999). Si bien las proteinas
recombinantes son producidas con diversos fines, uno de ellos es la identificacién de sus funciones
bioldgicas y, por lo tanto, deben ser producidas en su conformaciéon nativa ya que de no ser asi no
pueden ser buenos candidatos para su evaluacidén en ensayos bioldgicos (Tsumoto et al, 2003). Esta
conformacién puede ser alcanzada naturalmente en la traduccion de la proteina en la bacteria o en su

defecto a partir de la proteina purificada de los cuerpos de inclusion.

Las estrategias para disminuir la acumulacién de proteinas en cuerpos de inclusiéon pueden ser diversas;
por ejemplo, disminuir la temperatura de expresion, sustitucion de aminodcidos, coexpresion de
chaperonas, utilizar una proteina de fusion hidrofilica, adicionar sorbitol, sacarosa o rafinosa al medio,
cambiar las condiciones del cultivo, como pH o cambiar la cepa utilizada (Hockney, 1994; Makrides,
1996). En el presente trabajo se buscd obtener la mayor cantidad de proteina recombinante a fin de
tener un buen indculo para producir una Optima respuesta inmune en conejo, por lo que se decidié

trabajar la proteina a partir de los cuerpos de inclusion.

La inclusién de una etiqueta de afinidad es una herramienta importante cuando se busca la purificacion

de la proteina obtenida. Las etiquetas de afinidad comuinmente utilizadas son la de polihistidinas (His-
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tag) y la de glutation S-transferasa (GST) (Terpe, 2003). Para estudios estructurales, mas del 60% de las
proteinas producidas incluye una cola de polihistidinas (Arnau, 2006); adicionalmente, la inclusién de
una His-tag permite llevar a cabo la purificacion de la proteina deseada mediante sistemas IMAC
(Inmobilized Metal-ion affinity chromatography). La purificacion a partir de colas de histidina se basa
en la quelacién de cationes metélicos; el cation metdlico es complejado e inmovilizado en una matriz,
esto produce la unién de la cadena imidazdlica de la histidina ya que ésta muestra una alta afinidad por
el cation (Arnau et al, 2006). Sin embargo, este sistema no es recomendado para proteinas que
contengan iones de metales u otros aminodcidos como cisteina o proteinas con regiones ricas en
histidinas del organismo utilizado, ya que puede resultar en unién inespecifica e indeseada durante la
purificacion (Arnau et al, 2006). Como puede observarse en la Figura 27, aunque en la primera fase de
la purificacion se logré eliminar gran cantidad de la proteina que podria presentar una unidn
inespecifica, adicionando 10 mM de imidazol al momento de agregar la resina, y eliminar otra parte en
los lavados de 60 mM, existe una considerable cantidad de proteina que atin continda unida a la resina y
que eluye junto con la proteina de interés; esto puede deberse a que a pesar de ser la fraccidn insoluble
de la bacteria sonicada contintia representando una gran poza de proteinas de diversa naturaleza por lo
que no es extrafio que existan secuencias que presenten afinidad por el Ni** presente en la resina. Los
cuerpos de inclusion solubilizados contienen impurezas, las cuales se asocian con las proteinas
expresadas e interfieren con el plegamiento, por lo que debe llevarse a cabo una purificacién previa
para minimizar dichas interferencias (Tsumoto et al, 2003). Una estrategia para purificar cuerpos de
inclusion a partir de sus impurezas asociadas es que éstos pueden ser lavados con detergentes como
Triton X-100 y desoxicolato (Misawa y Kumagai, 1999). Generalmente, el rendimiento y la eficiencia
de un procedimiento especifico de purificacion depende de los niveles de optimizacién del método para

la proteina individual (Arnau et al, 2006).

Los anticuerpos producidos en conejo contra la proteina recombinante presentan una alta especificidad
por la subunidad ASAS de la enzima purificada a partir de Polytomella sp como se observa en la Figura

30; a pesar de que se alcanza a visualizar una banda en la regién superior derecha de la Figura 30 esto
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puede deberse a una unién inespecifica de los anticuerpos ya que se trabajé con el suero entero del
conejo a diluciones muy bajas. Ademds, hay que mencionar que los anticuerpos producidos son
convencionales, es decir, contienen una mezcla de diversas inmunoglobulinas capaces de reconocer
secuencias (si bien especificas) cortas de aminodcidos (Abbas et al, 2007). Lo anterior puede
corroborarse en la region izquierda de la Figura 30, en donde el suero obtenido fue confrontado contra
la fraccion eluida en la seccion “Purificacion de la proteina para generar anticuerpos”, puede
observarse que existe union de los anticuerpos a algunas bandas de mayor peso molecular; al ser un
“pool” de proteinas es posible que algunas de sus secuencias sean reconocida por las
inmunoglobulinas; ademds, al ser un gel desnaturalizante, las proteinas se encuentran de manera
“linealizada” por lo que diversas regiones, que normalmente estarian restringidas debido a la
conformacion de la proteina, se encuentran expuestas y la unién de las inmunoglobulinas es altamente

facilitada.

Como ya se menciond, lo Optimo para llevar a cabo estudios de estructura-funcién es obtener la
proteina de interés en su conformacion nativa; esto no pudo lograrse en este trabajo ya que la
sobreexpresion de la proteina recombinante condujo a la aglomeracién dentro de cuerpos de inclusion;
una opcion seria purificar la proteina a partir de éstos y plegarla. Sin embargo, la optimizacién de un
procedimiento de plegamiento in vitro de proteinas a partir de los cuerpos de inclusion solubilizados es
un proceso que consume mucho tiempo y no siempre conduce a altos rendimientos (Sgrensen y
Mortensen, 2005). Existen dos grandes etapas en la recuperacion de proteinas nativas a partir de
cuerpos de inclusidn; éstas son: la solubilizacién y el plegamiento. El plegamiento de las proteinas
comienza una vez solubilizados los cuerpos de inclusion, disminuyendo la cantidad del agente
desnaturalizante utilizado. Esta no es una reaccién de un solo paso, ya que debe competir con otras
reacciones como la de mal plegamiento y la agregacion. Para realizar la optimizacién de la obtencion
de la proteina en su conformacién nativa pueden llevarse a cabo diversos procedimientos; sin embargo,
ninguno es absoluto y cada optimizacion debe efectuarse a cabo para cada proteina en particular.

Algunos de los procedimientos son: didlisis directa de un solo paso, didlisis directa en varios pasos,
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didlisis continua, filtraciéon por gel con intercambio de amortiguador, dilucién directa (adicionar el
amortiguador de solubilizado al amortiguador de plegamiento), dilucién reversa (adicionar el
amortiguador de plegamiento al amortiguador de solubilizados), mezclado de ambos amortiguadores,

dilucién pausada, plegamiento en fase sdlida y asistencia de cosolutos (Tsumoto et al, 2003).

En resumen, el presente trabajo permitié establecer las condiciones para una amplificacion del gen
asa8 a partir de la genoteca de cDNA de Polytomella sp. Asimismo, también se establecieron las
condiciones para la sobreexpresion de la proteina recombinante en grandes cantidades en la cepa E.
coli XL1-Blue; esta sobreeprexion permitird realizar ensayos de plegamiento in vitro de la proteina a fin
de llevar a cabo estudios de interaccion de la proteina en la ATP sintasa de Polytomella sp. Por ultimo,
también se generaron anticuerpos especificos contra la subunidad ASA8 de la ATP sintasa de

Polytomella sp.

Gracias al sistema de sobreexpresion utilizado en este trabajo, ésta es la primera ocasién en que es

posible obtener anticuerpos especificos dirigidos contra una de las subunidades hidrofébicas

(transmembranales) del complejo de la F;F,-ATP sintasa mitocondrial de algas cloroficeas.
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8. RESUMEN DE RESULTADOS

Se cloné correctamente el cDNA del gen asa8 de Polytomella sp en vectores de clonacion.

Se sobreexpreso la proteina recombinante ASAS8 en E. coli XL1-Blue.

Se generaron anticuerpos especificos contra la subunidad ASAS8 de la ATP sintasa mitocondrial
de Polytomella sp., que reconocieron especificamente a dicho polipéptido.
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APENDICE A

Metodologias generales de biologia molecular

Miniprep (Amortiguador TENS-Acetato de sodio)

Se basa en una lisis alcalina, neutralizacién y la posterior separacion de restos celulares y ADN

cromosomal por centrifugacion. Finalmente el ADN es precipitado con etanol, lavado y resuspendido

en agua. El protocolo es:

1y
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)

Sembrar masivamente en un cuarto de caja Petri con LB + antibi6tico
Tomar con un palillo estéril parte del cultivo

Depositar en 50 uL. de H,O estéril

Resuspender con voértex

Adicionar 300 puL de amortiguador TENS y agitar con vortex

Dejar la lisis 5 min a temperatura ambiente

Adicionar 150 pL de acetato de sodio 3M pH=5.2 y agitar con vortex
Centrifugar 2 min a 14000 rpm

Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo

10) Adicionar 900 uLL de EtOH al 100% preincubado a -20°C
11) Centrifugar 2 min a 14000 rpm

12) Descartar el sobrenadante

13) Lavar el botén con 1 mL de EtOH al 70% preincubado a -20°C
14) Centrifugar 2 min a 14000 rpm

15) Descartar el sobrenadante y dejar secar al aire

16) Resuspender en 30 uLL de agua

Transformacion

Este método se basa en la incorporaciéon de ADN exdgeno en una cepa receptora debido a un choque

térmico a 42°C. El protocolo es:

1y
2)
3)
4)

5)
6)
7)

Descongelar el vector en hielo

Descongelar células competentes en hielo

Colocar 50 uL de células competentes en un tubo estéril

Agregar 1 pL del vector purificado (todo [aproximadamente 20 uL] en caso de ser una reaccion
de ligacion)

Incubar 30 min en hielo

Incubar 2 min a 42 °C

Incubar 2 min en hielo
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8) Adicionar 200 uLL de medio LB liquido

9) Incubar 1 ha37°C

10) Sembrar en una caja Petri con medio LB + Antibiético de seleccion
11) Incubar de 18 -24 h a 37°C

Preparacion de células ultracompetentes (todo el procedimiento en campana)

1) Hacer un cultivo de 4 mL “over-night” de la cepa a utilizar

2) Tomar una alicuota de 150 pL del cultivo “over-night” e inocular 20 mL de medio LB
3) Agregar 200 uL de una soluciéon 1M MgCl, y 1M MgSO,

4) Incubar a 20 °C, 200 rpm hasta un densidad éptica de 0.5 a A = 600 nm
5) Bajar las células a 3500 rpm, 10 min, a 4°C

6) Descartar el sobrenadante

7) Resuspender en 5 mL de amortiguador TB estéril

8) Incubar en hielo 10 min

9) Repetir pasos 5-8

10) Bajar las células a 3500 rpm 10 min a 4°C

11) Descartar el sobrenadante

12) Resuspender en 2 mL de TB estéril

13) Adicionar 140 uL de dimetilsulféxido

14) Alicuotar (200 uL) en tubos Eppendorf

15) Sumergir 1 min en nitrégeno liquido

16) Guardar a -70°C

Geles de agarosa (1%)

1) Disolver con calentamiento 1 g de agarosa en 100 mL de amortiguador TAE 1X
2) Dejar enfriar a 60 °C

3) Agregar 1 uL de solucién de bromuro de etidio

4) Colocar el peine y dejar solidificar

Corte con endonucleasas de restriccion

Las endonucleasas de restriccion son enzimas que cortan el ADN en sitios especificos, estas regiones
se reconocen como secuencias palindromicas dentro de ambas hebras del ADN. Los cortes realizados
con cada enzima se hicieron utilizando los reactivos indicados para cada una de ellas, utilizando el
amortiguador incluido y las condiciones de 37°C durante 1:30 h. En el caso de restricciones
secuenciales primero se realizé la restriccion con una enzima, se purificd con Qiagen QIAquick PCR
Purification Kit y posteriormente se realizé la segunda reaccion de restriccion.
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Purificacion de plasmido (Qiagen plasmid midi Kit)

Este protocolo se basa en una modificacién del procedimiento de lisis alcalina, seguida por la union del
ADN plasmidico a la resina de intercambio anidénico bajo condiciones apropiadas de pH y baja
concentracion de sales. El ARN, proteinas, colorantes e impurezas de bajo peso molecular son
removidos por un lavado a concentracion media de sales. Posteriormente el ADN plasmidico es eluido
con un amortiguador de alta concentracion de sales. El pldsmido eluato es concentrado y precipitado
con isopropanol. La purificacion se llevé a cabo mediante el método que marca el sistema comercial.

Purificacion de ADN a partir de reacciones enzimaticas (Qiagen QIAquick PCR Purification Kit)

Este protocolo se basa en la unién del ADN a la membrana de silica en presencia de una alta
concentracion de sales mientras que los contaminantes pasan a través de la columna. Las impurezas son
lavadas eficientemente con un amortiguador con etanol y finalmente el ADN es eluido con
amortiguador de elucién o agua. La purificacién se llevd a cabo mediante el método que marca el
sistema comercial, la elucién se realiz6 con agua.

Purificacion de ADN a partir de gel de agarosa (Qiagen QIAquick Gel Extraction Kit)

Este protocolo se basa en la disolucién del gel con el ADN en un amortiguador con alta concentracion
de sales a un pH < 7.5, el ADN se une a la membrana de silica a alta concentraciéon de sales, los
contaminantes pasan a través de la columna. Las impurezas son lavadas con un amortiguador que
contiene etanol. E1 ADN es eluido con amortiguador de elucién o agua. La purificacion se efectud de
acuerdo al método que marca el sistema comercial, la elucién se realiz6 con agua.

Miniprep por columna (Qiagen QIAprep Miniprep Kit)

Este protocolo se basa en la lisis de las bacterias bajo condiciones alcalinas, la posterior neutralizacién
y ajuste a alta concentraciéon de sales, eliminando restos celulares y otros contaminantes por
centrifugacion. Posteriormente se lleva a cabo la unién del ADN a la membrana de silica, un lavado con
amortiguador que contiene etanol y la posterior elucion con amortiguador de elucién o agua. La
purificacion se realizé segun las instrucciones sefialadas en el sistema comercial, la elucién se realizé
con agua.
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Amortiguador TE
Tris

EDTA

Ajustar pH 8.5

Amortiguador TENS
Amortiguador TE
NaOH

SDS

Amortiguador TAE (50X)
Trizma Base

Acido Acético Glacial
EDTA 0.5M (pH8.0)

Amortiguador TAE (1X)

APENDICE B

Soluciones y amortiguadores utilizados

Biologia molecular

10 mM
1 mM

1X
01N
0.5%

1L
242 ¢

57.1 mL
100 mL

Diluir amortiguador TAE (50X) 1:50 en agua destilada

Amortiguador TB
e Pipes
e CaCl,*2H,0
e KCI

Guardar a 4 °C

Medio LB liquido
Bactotriptona

Extracto de levadura
NaCl

100 mL
0.3g
0.22¢g
1.86¢g

Ajustar a pH 6.7 con KOH 1IN
Agregar 1.09g de MnCl,
Esterilizar por filtracién con membrana de 0.22 um

1L
10g

5¢g
10g

Esterilizar por autoclave a 121°C, 15 1b por 25 min
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Medio LB solido 1L

Bactotriptona 10g
Extracto de levadura 5¢g

NaCl 10g
Agar 20g

Esterilizar por autoclave a 121°C, 15 1b por 25 min
Dejar enfriar aproximadamente a 50°C *
Vaciar en cajas Petri

* Agregar antibidtico en caso de ser necesario
Medio LB + IPTG y x-gal
Preparar cajas de medio LB s6lido con ampicilina.

Agregar 12 uL de una solucién 800 mM de IPTG (isopropil-B-D-tiogalactopirandsido)
Agregar 20 uL de una solucién 50mg/mL de X-Gal (5-Bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactésido)

Antibioticos Solucion madre Concentracion de uso
Ampicilina 100 mg/mL en H,O 100 pg/mL
Tetraciclina 50 mg/mL en H,O/EtOH 1:1 40 pug/mL

Amortiguador de carga DNA (Loading Dye)

Azul de bromofenol 0.25%
Xilen-cianol FF 0.25%
Glicerol 30%

Disolver en agua y guardar alicuotas a -20°C.

Gel de agarosa 1%
Disolver un gramo de agarosa en 100 mL de amortiguador TAE

Bromuro de etidio
Disolver 100 mg de bromuro de etidio en 10 ml de agua.
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Geles de proteinas

Solucién digestora 25 mL
SDS 10% 25¢g
Glicerol 30% 75¢g
Tris-HCI 100 mM 1.25¢
Azul de bromofenol 0.3% 75 mg
Mercaptoetanol 4% I mL
Ajustar a pH 6.8
Solucion madre de acrilamida 100 mL
Acrilamida 30% 30g
Bis-acrilamida 0.98% 098 ¢g
Filtrarla y guardar a 4°C
Amortiguador electroforético 500 mL
Tris 3M 181.7 g
HCl IN 40.3 ml
SDS 0.3% 15¢g
Gel de tricina SDS-PAGE (von Jagow)
Gel separador grande Gel separador chico Concentrador
10% | 12% | 14% | 16% 12.5% 16 % Grande Chico
Solucién madre de acrilamida | 10ml | 12ml | 14 ml | 16 ml 3 ml 4 ml 1.6 ml 400 w1
Amortiguador electroforético | 16 ml | 14 ml | 12ml | 10 ml 3.4 ml 2.5 ml 3 ml 750 ul
Glicerol 79.5% 4ml | 4ml | 4ml | 4ml 1 ml 1 ml
Agua destilada 7.4 ml 1.85 ml
Persulfato de Amonio 10% 100 pl | 100 pl | 100 pl | 100 pl 25 ul 25 ul 100 pl 25 ul
TEMED 10pl | 10pl | 10p1 | 10 | 25u 25ul | 10ul 2.5 ul
Amortiguador catodo 3L
Tris 0.1 M 363¢g
Tricina 0.1 M 538¢
SDS 0.1% 3g
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Amortiguador catodo con azul de Coomassie

Tris 0.1 M
Tricina 01M
SDS 0.05%
Azul de Coomoasie (SERVA Blue G) 0.05%

Amortiguador anodo
Tris-HCI 0.2M
pH 8.9

Solucion tenidora

EtOH 50%
Acido acético 10%
Coomassie Blue R-250 0.1%

Solucion desteiidora
10% de 4cido acético en agua

Solucion tefiidora de rojo de Poinceau
0.1% de rojo de Poinceau en 5% de acido acético

3L
36.3%
53.8%
1.5%
1.5%

3L
72.7¢
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Purificacion de la proteina recombinante

Amortiguador de fosfatos pH 7.8 (PBS)

NaH2P04 50 mM
NaCl 300 mM

Ajustar pH a 7.8 y aforar a 100 mL.

Amortiguador de guanidina 6 M

Guanidina 6M
NaH2PO4 50 mM
NaCl 500 mM

Ajustar pH a 7.8 y aforar a 100 mL

PMSF 0.1M inhibidor de proteasas

PMSF 100 mM

Disolver en 1 mL de isopropanol

Imidazol 1 M

100 mL
689.9 mg
1.7532 g

100 mLL
57.318¢g
689.9 mg
2922 ¢

17.42 mg

Disolver 6.8 g de imidazol en 100 mL de agua destilada

Resina utilizada

Resina de niquel unida a sefarosa de la marca Amersham Biosciences.
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Western blot (Inmunoréplica tipo western)

Amortiguador Negativo 1L
Acido g-amino-n-caproico 300 mM 394 ¢
SDS 0.05% 05¢g

Ajustar a pH 8.5 y aforar a 1L

Amortiguador Positivo 1L
Tris 150 mM 182 ¢
Tricina 50 mM 90¢g
MeOH 20% 200 mL
Aforara 1L

Amortiguador salino de Tris (TBS) 1L
Tris.HCl 20 mM 24¢g
NaCl 0.5M 292¢g

Ajustar pH a 7.5 y aforara 1 L

Amortiguador salino de Tris y Tween (TTBS) 1L
Tris-HCI pH 7.5 20 mM 24¢
NaCl 0.5M 292¢g
Tween-20 0.05% 0.5 mL

Ajustar pH a 7.5 y aforara 1 L

Soluciéon de NaHCO; 0.1 M, 1 mM MgCl, pH 9.8

NaHCO; 01M
Mg(Cl, 1 mM
BCIP

60 mg de BCIP en 2.8 mL de dimetil formamida (DMF) y 1.2 mL H,O

NBT
30 mg NBT en 4 mL H,O

Solucién reveladora

20 mL de solucién de NaHCO; 0.1 M, 1 mM MgCl, pH 9.8
Adicionar 200 uL. de BCIP

Adicionar 200 uL. de NTB

63



APENDICE C

Cromatogramas obtenidos de la secuenciacion de la clona pGEM-ASAS B2

con cebadores para los promotores SP6 y T7
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