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RESUMEN

A partir del latex del arbol del hule Hevea brasiliensis se obtiene el hule
natural y todos sus derivados. En este material se ha observado la presencia de

hasta 240 proteinas, de las cuales una cuarta parte poseen capacidad alergénica.

Una de las proteinas mas alergénicas es Hev b 1, el cual es el principal
alérgeno en la poblacion asidtica y en nifios con espina bifida, siendo un 45% de

esta poblacion exclusivamente sensibilizados por este alérgeno.

Hev b 1 es el primer alérgeno reconocido del latex de H. brasiliensis y por
sus propiedades es conocido como factor de elongacion del hule (Rubber
Elongation Factor REF). Es una proteina de 14.7 kDa y naturaleza hidrofébica
que se encuentra intimamente relacionado a la preniltransferasa, siendo

indispensable para que esta ultima cumpla su funcion.

En este trabajo se expreso al alérgeno Hev b 1 como proteina de fusién con
tiorredoxina, utilizando el vector pET32a y la cepa C41. La proteina expresada se
agregé formando cuerpos de inclusién, los cuales fueron solubilizados usando
Tween 20 al 0.1%. Hev b 1 se libero de la proteina de fusién mediante
enteroquinasa y se purificé por cromatografia de fase reversa en un HPLC. La
masa de la proteina se determiné en 14.6 kDa. Hev b 1 se liberé de la proteina
de fusién, se purifico, se optimizé su produccion estimando el rendimiento en
aproximadamente 70 mg por litro de cultivo. Se observd que la estabilidad de la
proteina era mayor en 50 mM Tris-HCL pH 7.6, 100 mM NaCl, 0.1% tween 20.
Mediante DC el contenido de estructura secundaria de Hev b 1 mostré un

predominio de hélices a« mayor a 84%.

Utilizando servidores bioinformaticos se obtuvo un modelo tridimensional
por homologia, el cual utiliz6 como modelo a la proteina chaperona prefoldina de
Pyrococcus horikoshii, la que posee un 24% de identidad con Hev b 1, basados

en esto se propone una funcién y forma de oligomerizacion.



INTRODUCCION

Latex y proteinas

El latex es un liquido blanco, viscoso con importancia industrial. Se extrae
del arbol del hule Hevea brasiliensis (Siringa), un miembro de la familia
Euphorbiaceae originario de la regién del Amazonas. Existen registros que
indican que este material era utilizado en Mesoamérica en el siglo vi DC y
posteriormente fue llevado a Europa e industrializado. En 1840 Goodyear
descubre la vulcanizacion y posteriormente en 1845, con la invencién del
neumatico, se convierte en un material indispensable para la industria
automotriz y ha desempenado importantes funciones en la historia de la
humanidad [M J R Loadman, 1995]. El latex crudo esta constituido por el
citoplasma de las células laticiferas, que se encuentran adyacentes al floema, las
particulas de hule, el cual es un polimero del metilbutadieno o cis-isopreno
(CsHg) cuyo grado de polimerizacion es de 2500 a 4500 monémeros [Dennis MS
y Light DR., 1989] y por los organelos subcelulares, entre ellos los
vacuolisosomas o lutoides que combinan funciones tonoplasticas y lisosomales.
Estos organelos contienen proteinas relacionadas con los mecanismos de defensa
de la planta, como la B 1-3 glucanasa y la quitinasa que, sumadas a la heveina,
participan también en los procesos de coagulaciéon que se producen cuando el
arbol sufre una herida [Dennis MS y Light DR., 1989]. Es importante mencionar
que estas proteinas producen reacciones alérgicas o de hipersensibilidad en
individuos con predisposicién genética como nifos con espina bifida [Turjanmaa,
et al., 1996].

El latex puede ser separado mediante ultracentrifugacion en tres fases: la
fraccién superior que contiene en su mayoria particulas de hule, la fraccion
media que es metabdlicamente activa, llamada (suero C), y la fraccién del fondo
que contiene principalmente los lutoides y a la que se le ha denominado suero B
[Dennis MS y Light DR., 1989; Soo Kyung Oh, et al., 1999].



Biolégicamente, el mecanismo de defensa del arbol se lleva a cabo cuando
éste sufre una herida, lo que provoca que la presién generada por el turgor
dentro de las células laticiferas expulse al latex, el cual contiene de un 30 a un
50% (m/m) de cis-1,4-poliisopreno [Dennis MS y Light DR., 1989], asi como las
proteinas de defensa, agua y otros componentes minoritarios. Ya en el exterior
de las células, la sintesis del poliisopreno se lleva a cabo sobre la superficie de
las particulas de hule, las cuales se encuentran suspendidas en el latex

generando una proteccion para la herida [Soo Kyung Oh, et al., 1999].

Alergia al latex

La hipersensibilidad al 1atex es un padecimiento que presenta una serie de
manifestaciones clinicas como, urticaria, rinitis, conjuntivitis, bronco-espasmos y
en los casos mas graves anafilaxia [Birgit Wagner, et al., 1999]. En la poblacion
se presenta con una prevalencia menor al 2%. En los grupos de riesgo, como los
trabajadores al servicio de la salud y personas expuestas frecuentemente al
latex, este valor se incrementa a mas del 8% [Kelly, K. J, et al., 1994; Turjanmaa,
K, et al., 1996], mientras que los pacientes con espina bifida (SB), la cual es una
malformacién congénita del tubo neural provocado por la deficiencia de acido
folico durante el embarazo, presentan una prevalencia extremadamente alta con
una tasa de sensibilizacion de entre un 29% a un 72%, con riesgo de sufrir un
choque anafilactico. Los pacientes con SB tienden a ser constantemente
expuestos, desde muy temprana edad y a periodos prolongados de tiempo, con
material quirdirgico manufacturado con hule natural y por consiguiente con las
proteinas alergénicas presentes en este material, debido a que son sometidos a
multiples cirugias [Kelly, K.J, et al., 1994; Turjanmaa, K, et al., 1996; Michael T,
et al., 1996; Nieto A, et al., 1996; Cremer R, et al., 1998].

Las reacciones de hipersensibilidad al latex se presentan en individuos con
predisposicién genética después de la exposiciéon repetida al alérgeno. Los
anticuerpos IgE especificos unidos a los receptores de alta afinidad Fce RI, que
se encuentran en la superficie de los mastocitos y baséfilos, interactiian con los

alérgenos resultando en la activacion de estas células y en la liberacion de varios



mediadores de inflamacién [Abbas, A.K, et al., 1997]. Estos mediadores, como
histamina, leucotrienos y prostaglandinas, entre otros, son los responsables de la
manifestacion de los sintomas clinicos de alergia al latex [Breiteneder, H, et al.,
1998]. Asi, los epitopos de union a IgE de los principales alérgenos del latex
juegan un papel importante en el mecanismo inmune de sensibilizacion al latex
[Chen Z, et al., 1996].

Proteinas alergénicas

De las mas de 240 proteinas o polipéptidos presentes en el latex del arbol
del hule H. brasiliensis, solamente una cuarta parte tienen capacidad alergénica
significativa para iniciar una respuesta en la formacién de anticuerpos IgE
[Alenius H, et al., 1994; Raulf-Heimsoth M, et al., 2007]. Muchas de estas
proteinas pueden soportar el proceso de vulcanizacion, que involucra la adicion
de compuestos tales como azufre, oxido de =zinc, amoniaco, carbamato,
mercaptobenzotiazol y tiourea, entre otros aditivos que pueden ser utilizados
dependiendo de las caracteristicas deseadas en el material procesado, asi como
a temperaturas que van desde 80 a los 100°C por mas de una hora [Mark C.
Swanson, et al., 2000; George G., 1954]. Se ha reportado la presencia de
proteinas integras o con algunos aminodacidos faltantes, fracciones de éstas o
pequenos péptidos en los productos derivados del latex [Lee MF et al., 2010;
Yunginger JW, et al., 1994; Baur X, et al., 1997; Chardin H, et al., 1999].
Actualmente existen 14 alérgenos de H. brasiliensis reconocidos por el Sub-
Comité de Nomenclatura de alérgenos WHO/IUIS por sus siglas en inglés, World
Health Organization and International Union of Immunological Societies,

[http://www.allergen.org], mostrados en la Tabla 1.



Tabla 1. Alérgenos de Hevea brasiliensis reconocidos por el Sub-
Comité de Nomenclatura de la WHO/IUIS (Modificado de esta misma
fuente)

Hevb 1
Hev b2
Hevb3
Hevb4
Hevb5
Hev b 6.01
Hev b 6.02
Hev b 6.03

Hevb7

Hevb8
Hev b9

Hev b 10

Hev b 11

Hev b 12

Hev b 13

Hev b 14

Factor de elongacion del hule
1, 3 - glucanasa

Factor de elongacion del hule
Complejo de microhélices
Proteina acida

Proheveina

Heveina

Heveina C-terminal

Homélogo a patatina

Profilina del latex
Enolasa del latex

Manganeso superoxido

dismutasa

Quitinasa de clase 1
Proteina de transferencia de
lipidos

Esterasa del latex

Hevamina

14,6
41,3

23

50 - 57
16

20

4,7

14

42,9

14
51

26

33

9,3

42
30

Biosintesis de latex

Proteina de defensa

Biosintesis de latex

Proteina de defensa

Funcion desconocida sin estructura
Proteina de defensa

Proteina de defensa

Proteina de defensa

Proteina de defensa / Inhibe la

biosintesis del latex

Proteina estructural

Proteina de defensa (quitinasa)

Proteina de defensa

Quitinasa

Entre las proteinas alergénicas encontradas en el latex, Hevb 1 y Hev b 3,

se caracterizan por ser de las mas alergénicas en la poblaciéon a nivel mundial y

particularmente en la poblacion asiatica, asi como también son los alérgenos mas

frecuentemente involucrados en la sensibilizacién de los nifios afectados por SB

y nifios sometidos a multiples cirugias. Se ha demostrado la relevancia clinica de

Hev b 1 por la alta prevalencia de anticuerpos IgE producida en pacientes con

SB alérgicos al latex. En estos pacientes Hev b 1 representa un blanco para

anticuerpos IgE de hasta un 67 a un 81, siendo el 45% de estos pacientes



exclusivamente sensibilizados por este alérgeno. En trabajadores de la salud
sensibilizados por latex la prevalencia de anticuerpos IgE especificos anti Hev b
1 se encontré entre 18 y 49% utilizando diversas muestras de suero y métodos
de ensayo. [Czuppon AB, et al., 1993; Yeang HY, et al., 1996; Wagner B, et al.,
1999; Alenius H, et al., 1993; Chen Z, et al., 1997; Lee MF, et al., 2010]. Se ha
determinado que las IgE del suero de dichos pacientes reconocen a Hev bl y Hev
b 3 [Meeropol E, et al., 1990; Nieto A, et al., 1996; Szépfalusi Z, et al., 1999; Lu
L], Kurup VP et al., 1995; Dennis MS, et al., 1989; Alenius H, et al., 1995].

Los alérgenos Hev b 1 a Hev b 14 y sus isoformas han sido aislados por
métodos de purificacion convencionales (centrifugacion y diferentes tipos de
cromatografias) a partir del latex de H. brasiliensis. También se han obtenido
mediante técnicas de biologia molecular, con la ventaja de que la preparaciéon de
proteinas recombinantes, en contraste con las proteinas nativas, permite la
produccién a gran escala de una sola isoforma y en general la purificacion es
mas sencilla. La mayoria de los alérgenos de latex han sido clonados y
producidos por expresién heterdloga en células de bacteria como Escherichia
coli, presentando plegamientos nativo y estructuras reconocidas por IgE de
pacientes alérgicos y anticuerpos monoclonales contra alérgenos naturales.
[Raulf-Heimsoth M, et al., 2007; Rihs HP, et al., 2000; Rihs HP, et al., 2001; Rihs
HP et al., 2003; Kostyal. D. A, et al., 1998].

Hevb 1

Esta proteina fue el primer alérgeno del latex clasificado por el sub-comité
de nomenclatura de alérgenos WHO/IUIS. Es una proteina altamente
hidrofébica constituida por 138 residuos de aminoacidos con una masa molecular
de 14.6 kDa, que se encuentra en la superficie de las particulas del hule asociado
mediante interacciones hidrofébicas a una molécula de poli-cis-isopreno en una
relacion estequiométrica 1:1 [Rihs HP et al., 2000]. Este complejo forma una
monocapa de proteina fuertemente asociada a las particulas de hule, por lo que
no se le observa en el suero C cuando el latex es centrifugado. [Czuppon AB, et
al., 1993; Mark S. Dennis y David R. Light., 1989].



La regién NH-terminal de la proteina incluye un grupo de residuos acidos
acetilados y la funcién de esta modificaciéon postraduccional se ha propuesto que
es un mecanismo para evitar la protedlisis. Una caracteristica de la proteina es
que carece de aminoacidos como cisteina, metionina, histidina y triptofano,
mientras que es rica en alanina y valina [Dennis MS, et al., 1989; Lee MF, et al.,
2010].

Los productos manufacturados con latex de H. brasiliensis como los
guantes, colchones, globos, condones, chupones, émbolos de jeringa, tapones de
viales y otros enseres de uso cotidiano y médico, se han encontrado fragmentos
de Hev b 1 de 8, 11, 14 y 20 residuos de aminodcidos, asi como también
proteinas de 30, 42 y 58 kDa reconocida por los anticuerpos policlonales y
monoclonales anti Hev b 1. Estas proteinas se han secuenciado para corroborar
que efectivamente se trata de Hev b 1, por lo que se ha propuesto que Hev b 1
puede presentarse en diversas formas oligoméricas, tales como un dimero de 30
kDa y probablemente como un tetrdmero de 58.4 kDa, los cuales pueden ser
separados utilizando detergentes [Chardin H, et al., 2000; Anil Kush, et al.,
1990]. Estas formas oligoméricas se han logrado observar aun después de los
procesos de manufactura, por lo que podrian ser responsables de otorgarle una
mayor estabilidad termodindmica al alérgeno. En general se ha observado que
los fendmenos de oligomerizaciéon ayudan a proteger las regiones menos estables
en muchas proteinas [Chan HS y Dill KA., 1991]. También se han observado
diferencias en la capacidad antigénica de Hev b 1 aislado del latex comparado
con la obtenida con la proteina encontrada en guantes, obteniéndose una mayor
capacidad alergénico-antigénica en la proteina y fragmentos encontrados en
guantes, lo que ha llevado a pensar en cambios estructurales en estas ultimas.
También se ha propuesto que pueden existir diferencias de alergenicidad entre la
proteina en forma monomérica y en forma oligoméricas [Sontimuang C, et al.,
2010; Sontimuang C, et al., 2011].

Factor de elongacion del hule



Hev b 1 también es conocido como factor de elongacion del hule (REF por
sus siglas en inglés Ruber Elongation Factor) [Dennis MS y Light DR., 1989;
Dennis MS, et al.,, 1989], debido a que es necesario para que la enzima
preniltransferasa lleve a cabo su funcion. Esta enzima incorpora unidades de cis-
isopreno a las cadenas de poliisopreno durante la formacién de las particulas del
hule. Se ha propuesto que Hev b 1 crea una interface entre la preniltransferasa y
las particulas hidrofébicas de latex de alto masa molecular (1000 kDa) [Dennis
MS y Light DR., 1989]. La participaciéon de Hev b 1 en el proceso de
polimerizacidon del hule fue observada in vitro eliminandolo de las particulas de
hule mediante el uso de proteasas. Posteriormente, se adicion6é Ila
preniltransferasa y se observd que no se llevaba a cabo la polimerizacion,
mientras que este proceso si se observo cuando se anadié nuevamente Hev b 1.
De estos estudios también se estableci6 la relacion estequiomeétrica
preniltransferasa : Hev b 1 es 0.026 nmoles de preniltransferasa por 2.7 nmoles
de Hev b 1. Esta relacién nos indica que se requiere que actien varias moléculas
de Hev b 1 por cada molécula de preniltransferasa, lo que podria sugiere que

Hev b 1 actiia de forma oligomérica o formando complejos.

Hev b 1, uno de los mas importantes alérgenos del latex

Desde el punto de vista de la respuesta inmunoldgica, Hev b 1 es
considerado como uno de los mas importantes alérgenos del latex [Czuppon AB,
et al., 1993]. En 1996 Z. Chen y colaboradores, identificaron las secuencias de
aminodacidos que formaban epitopos de IgE sintetizando un conjunto de péptidos
sobrelapados y observaron mediante ensayos de ELISA y de inhibicion
competitiva que la actividad de unién era fuertemente dependiente de los

123 g1 y v13% y disminuyé en un 50% al eliminar el aminoacido P'?3

residuos P
mientras que el péptido perdia casi toda la actividad de unién a IgE cuando Gl
6 Y'** se encontraban ausentes en la secuencia. Estos resultados sugieren que el
epitopo minimo reconocido por IgEs de suero de pacientes para la region C-
terminal contiene la secuencia PGQTKILAKVFY. En el mismo estudio se reportoé a
los aminoacidos 121-137 como el epitopo minimo de reconocimiento cuando se

utilizaba suero de conejos sensibilizados [Chen Z, et al., 1996] Figura 1.



El equipo de Raulf- Heimsoth M en 1997 y Chen Z y colaboradores en 1998
identificaron los epitopos para células T en la regiéon 91-109 de Hev b 1
utilizando nueve péptidos sobrelapados, con una longitud de 17 a 19
aminodcidos cada uno que constituian la secuencia completa de Hev b 1,
determinando a esta region como la responsable del efecto alergénico. Por otra
parte, B. Banerjee y colaboradores en el (2000), identificaron como epitopos de
IgE a las secuencias1-55, 60-75 y 85-110, que corresponden a la region NH-
terminal y en un analisis densitométrico de ELISA demuestran seis regiones
inmunodominantes en los residuos de aminoacidos 1-75 y otros dos cerca de la
regién C-terminal, en los residuos 90-108. Sin embargo, la interaccién del
péptido KYLGFVQDAA (16-25) con anticuerpos IgE reveld que éste es un epitopo
especifico de union a IgEs y sélo se presenta en suero de pacientes alérgicos
[Banerjee B, et al., 2000].

En este mismo afio Rihs HP y Chen Z, utilizaron el método ImmunoCAP
system (CAP), que es un fluoroinmunoensayo, que utiliza a rHev b 1 en fase
sOlida y asi determina las IgE especifica. En dicho estudio se observé que los
determinantes de IgE se encontraron principalmente en el extremo C-terminal y
en la secuencia 30-64 en la molécula de Hev b 1 al utilizar fragmentos de la

proteina Figura 1.

Utilizando el suero combinado y sueros individuales de pacientes alérgicos
al hule natural se demostré6 mediante inmunoblots que la remocién de los
primeros 28 residuos de aminodcidos no provocaba una diferencia en la
intensidad de la interacciéon con IgE. En contraste, cuando los primeros 77
residuos de aminoacidos de Hev b 1 se encontraron ausentes en el fragmento,
éste perdia la capacidad de union a IgE en la mitad de los sueros de pacientes.
Estos resultados indicaron que los epitopos de IgEs se encuentran localizados en
los primeros 77 residuos de aminodacidos o que estos residuos son importantes en
la estructura del epitopo localizado en la secuencia de esta proteina [Rihs HP, et
al., 2000] Figura 1.
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Figura 1. Secuencia de aminoacidos de Hev b 1. Las regiones
alergénicas/antigénicas segun Z. Chen y colaboradores., 1996, se marcan
en color azul con los aminodcidos relevantes en color rojo; segun M. Raulf-
Heimsoth y colaboradores., 1998, en color morado y en verde el epitopo
especifico, que solo es reconocido por IgE"s de suero de pacientes.

Como se mencioné anteriormente varias formas de Hev b 1, asi como
productos de su degradaciéon, han sido detectados en articulos manufacturados a
partir del hule natural, lo que indica que esta proteina resiste dicho proceso [MF
Lee, et al., 2010; Yunginger JW, et al., 1994; Baur X, et al., 1997; Chardin H, et
al., 1999; Rihs HP, et al., 2000; Chardin H, et al., 2000]. Es probable que Hev b 1
esta asociado fuertemente a las particulas de hule y por lo tanto sea mas dificil
de lavar durante el proceso de lixiviacién, por lo que se podria asumir que Hev b
1 es una de las ultimas proteinas de latex en ser eliminada de los productos
manufacturados con hule natural. Por consiguiente, el contenido de Hev b 1
puede utilizarse como un criterio para la estimacion de la alergenicidad de los
productos manufacturados con hule natural [Rihs HP, et al., 2000; Chardin H, et
al., 2000].

Hev bl yHevb 3

Por otra parte, se ha demostrado que Hev b 1 y Hev b 3 son similares en su
secuencia de aminoacidos, como se aprecia en el alineamiento de la Figura 2,
mostrando un 45% de similitud [Alenius H, et al., 1995]. Los primeros 130
residuos son los que poseen mayor similitud entre ambos [Lu L], et al., 1995].
Esta similitud explica la reactividad cruzada que se presenta entre ambos

aléergenos ante IgE’s de sueros de pacientes alérgicos. B. Banerjee vy
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colaboradores en el 2000, observaron que cuando utilizaron sueros de pacientes
con SB y HCW, preincubados con Hev b 3, se originaba mas de un 80% de
inhibicién de la interacciéon de IgE con Hev b 1 [Wagner B, et al., 1999; B.
Banerjee, et al., 2000]. Es importante mencionar que se ha sugerido que todos

los pacientes alérgicos al latex pueden ser diagnosticados utilizando solo Hev b1l

y Hev b 3 [Yeang HY, et al., 1996; Hufnagl K, et al., 2003].
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Figura 2. Alineamiento de

secuencias de aminoacidos obtenidas del
GenBank. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ mediante el programa
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CLC sequence viewer.

Cabe mencionar que en nuestro grupo de trabajo se observé que la
proteina alergénica Hev b 5 se encuentra desestructurada en su forma nativa,
por lo que cabria la posibilidad de que rHev b 1 no presentara una estructura
tridimensional o bien careciese de ésta al no encontrarse acoplada a su ligando
[Carpio-Rodriguez, 2012].



HIPOTESIS

La proteina Hev b 1 puede ser producida de forma recombinante y libre de

proteinas de fusién manteniendo una estructura secundaria y plegada.
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JUSTIFICACION

El nimero de personas con diversas alergias contintia aumentando en el
ambito internacional, entre estas alergias la provocada por el latex se presenta
en la poblaciéon en general con una prevalencia menor al 2%. En los grupos de
riesgo, este valor es mayor al 8% y en los pacientes con espina presentan una
prevalencia extremadamente alta de hasta un 72%, con riesgo de sufrir un
choque anafilactico. Hev b 1 es uno de los principales alérgenos del latex de H.
brasiliensis, implicado en la respuesta alergénica en niflos con espina bifida y la

poblacidon asiatica.

Hev b 1 es muy dificil de aislar y purificar a partir del hule y de productos
manufacturados con éste, debido a su fuerte asociacion con las particulas de
poliisopreno. Cabe destacar que diferentes isoformas asi como oligémeros de
este alérgeno pueden ser encontrados en articulos manufacturados con hule

natural.

Actualmente no existen estudios a nivel de estructura secundaria o
terciaria de Hev b 1 y la mayoria de los estudios que se han realizado han sido
utilizando a Hev b 1 unido a proteinas de fusion, por lo que para su estudio y
caracterizacion es indispensable el poderlo obtener de manera abundante, puro

y libre de proteinas de fusién.
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OBJETIVO

Clonar y expresar el alérgeno Hev b 1 de Hevea brasiliensis y realizar su

caracterizacion bioquimica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Clonar el alérgeno Hev b 1 del latex de Hevea brasiliensis.
2.- Sobre-expresar el alérgeno en Escherichia coli.

3.- Purificar los productos de expresion y evaluar las caracteristicas

bioquimicas del producto obtenido.

4.- Comparar el espectro de dicroismo circular con el modelo tedrico

obtenido mediante modelado por homologia.
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MATERIAL Y METODOS

Clonacion del gen de Hev b 1

La amplificaciéon del gen de Hev bl se realizé6 mediante reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR) con la polimerasa Phusion (Finnzymes) utilizando como
templado cDNA previamente sintetizado a partir de RNA total aislado de hojas o
latex del arbol de Hevea brasiliensis [Martinez-Caballero, 2009]. La secuencia
del cDNA fue sometida a revision mediante el servidor
http://www.bioline.com/calculator/01 11.html para verificar la factibilidad de

expresion del gen de Hev b 1 por parte de las cepas bacterianas.

Los iniciadores que se utilizaron para amplificar dicho gen fueron: directo
5'CTGAATTCGACGACGACGACAAGATGGCTGAAGACGAAGACAACCAACAAGGGC
AGGGGGAGGGGTTAS!, con el sitio de restriccién EcoRI en (negritas) y un sitio
de corte para enteroquinasa (EK) (subrayado); y reverso
5'GCAAGCTTTCAATTCTCTCCATAAAACACCTTAGC3, con un sitio de restriccién

HindIII en (negritas) y un codén de paro (subrayado). Ambos se disefaron

tomando como base la secuencia reportada en el Genbank (X56535.1), para su
posterior ligacién en los vectores de expresion pET32a (Novagen) y pMALc2X

(New Englands Biolabs) utilizando la enzima T4 ligasa (New Englands Biolabs).

El producto de la reaccion de ligacién se transformé en células electro
competentes DH5a. Los plasmidos aislados de las colonias obtenidas de la
transformacion, nombrados pMBP (proteina de unién a maltosa)-Hev b 1 y pTrx
(tiorredoxina)-Hev b 1, fueron sometidos a un andlisis de restriccion y a
secuenciacion (Laragen, Inc) para confirmar la clonacién correcta del gen de
Hev b 1.

Sobre-expresion de la proteina recombinante MPB-Hev b 1

La sobre-expresion se realizé en dos cepas de expresion, BL21(DE3) pLys y
C41 (Novagen). La induccion de la proteina de fusién se monitoreé mediante
geles SDS-PAGE.
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Sobre-expresion de la proteina recombinante Trx-Hev b 1

Una colonia aislada de la cepa de expresion C41 (Novagen), transformada
con el plasmido pTrx-Hev b 1, crecié a 37°C toda la noche en medio Luria Broth
(LB) con ampicilina (100 ug/ml). Este cultivo se diluy6 1:100 en medio fresco LB
con ampicilina y se dejé en agitacion continua a 37°C hasta alcanzar una
densidad 6ptica (DO) a 600 nm de 0.6, en este momento se hizo la induccion de
la expresion de la proteina con IPTG 0.5 mM y se disminuy6 la temperatura del
cultivo a 30°C. Con el fin de establecer el tiempo optimo de expresion de la
proteina recombinante se tomaron alicuotas del cultivo a diferentes tiempos. El
paquete celular se obtuvo por centrifugacion (10 min a 3500 x g, 4°C) y se lisé
por sonicacién (Misonix 3000) con amortiguador de lisis (50 mM Tris-HCI, pH
7.6, 100 mM NaCl, 1ImM PMSF). La fraccion soluble se separdé de la insoluble por
centrifugacion (20 min a 23,000 x g, 4°C). La presencia de la proteina
recombinante se siguié mediante geles de SDS-PAGE tanto en la fraccién soluble
como en la insoluble, encontrandose en ésta ultima. Dado que la proteina
recombinante se expresa de manera insoluble, se hicieron lavados con diferentes
amortiguadores con la finalidad de solubilizarla y se encontré que con la adicion

de 0.1% de Tween 20 la proteina se podia obtener soluble.

Purificacion de la proteina recombinante Trx-Hev b 1

La purificacidon de la proteina de fusidén se realizd6 mediante una columna
de afinidad metal-quelato, la fraccién insoluble del lisado celular se lava dos
veces con amortiguador de lisis y una vez con amortiguador de unién
(amortiguador de lisis mas 0.1% de tween 20 y 20 mM de imidazol), se recupera
el sobrenadante el cual se filtra a través de una membrana de 0.45 um y se hace
pasar a través de una columna His Trap FF (GE Healthcare) a un flujo
aproximado de 1 ml/min, previamente equilibrada con amortiguador de unién. La
columna se lava con 5 volimenes de columna con el amortiguador de union y se
eluye con dos voliumenes de amortiguador de elucion (50 mM Tris-HCL pH 7.6,
100 mM NaCl, 0.1% tween 20, 250 mM imidazol).
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Corte con enteroquinasa

La proteina de fusion purificada por columna de afinidad metal-quelato se
dializa para eliminar el imidazol y el NaCl contra amortiguador (50mM Tris-HCI
pH 7.6, 0.1% tween 20). A la proteina dializada se le agregé CaCl, a una
concentracién final de 1 mM y EKMax (Invitrogen) en una proporcion de 1 U de
EK por cada 2 mg de proteina de fusion y se incuba a 37°C con agitaciéon de 50
rpm durante 16 h. Al término de la incubacién, se filtra través de una membrana
de 0.45 um y se vuelve a realizar otra purificacion por columna de afinidad
metal-quelato para que en este paso se retenga la Trx en la columna y la Hev b 1

quede en lo que no se une (fraccién no retenida).

Purificacion de Hev b 1 por cromatografia liquida de alta presion (HPLC)

en fase reversa

La fraccion no retenida de la purificacion metal-quelato mencionada en el
parrafo anterior, se filtré a través de una membrana de 22 uym y se inyecté en
una columna analitica de fase reversa C3 (Zorbax 300SB). La separacion se hizo
con un gradiente de 0 a 60% de agua 0.1% TFA / acetonitrilo 0.1% TFA a un flujo
de 1 ml/min, durante 60 min a temperatura ambiente, la deteccion se realiz6 a
280 y 220 nm simultdneamente. Se concentro la fracciéon colectada utilizando un
concentrador centrifugo a vacio (speed vac) con la finalidad de disminuir la

concentracion de acetonitrilo.

Caracterizacion de Hevb 1

A) Espectrometria de masas.

Se obtuvo el espectro de masas, tanto de la proteina de fusién como de la
proteina pura, utilizando la técnica de MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser
Desorption/Ionization-Time Of Flight). Esta técnica se basa en pulsos cortos de
laser en alto vacio aplicados sobre una muestra mezclada con una matriz que
evita la destruccion de la muestra y facilita su vaporizacion y ionizacion. Cuando
la proteina con la matriz adecuada es irradiada con el laser, la energia es

convertida en energia de excitacion y en transferencia de H+ a la muestra
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(ionizacién) formando especies monocargadas. El analizador de tiempo de vuelo
(TOF) se basa en la medicién del periodo de tiempo desde la aceleracién de los
iones en la fuente hasta su impacto en el detector [Vorm O, et al., 19941.

La fraccién colectada de la columna de fase reversase diluyo 1:1, 1:5y 1:10
con la matriz (solucion saturada de acido sinapinico en 2:1 agua:acetonitrilo
0.05% TFA) y se analizé en el espectrometro de masas MALDI-TOF (MicroFlex,

Bruker Esquire).

B) Dicroismo circular.

Esta técnica se basa en la absorcion diferencial de luz circularmente
polarizada (izquierda y derecha). Este fendémeno lo presentan las moléculas
quirales como las proteinas. En el caso de éstas ultimas, esta técnica se utiliza
para determinar el contenido de estructura secundaria en la regién del UV
lejano. [Duward F, et al 2004]. Utilizando esta técnica la fracciéon concentrada se
diluy6 en agua-acetonitrilo 10% y la medicion se realizé6 en un
espectropolarimetro (JASCO ]J-720) en el intervalo del UV lejano 184 a 260 nm,
en intervalos de 1 nm y con un tiempo de integracién de 1 s a 25°C, en una celda

de cuarzo de 0.1 cm.

C) Prediccion de estructura terciaria.

Se utilizaron varios servidores de bioinformatica para tratar de obtener un
modelo tridimensional a partir de la secuencia de aminoacidos
(http://www.uniprot.org/uniprot/P15252,
http://www.uniprot.org/uniprot/Q67FW6). El modelo tridimensional de Hev b 1
se obtuvo mediante el servidor de CPHmodels-3.0 Server de la Technical
University of Denmark ( http://www.cbs.dtu.dk ), el cual produce modelos
mediante homologia basandose en el perfil de alineacidon guiado por la estructura
secundaria, asi como la prediccién de exposicién de los residuos al disolvente. La
proteina modelo que utilizé el servidor fue la cadena C de la estructura
cristalografica de la proteina chaperona prefoldina de Pyrococcus horikoshii
OT3, PDB (2ZDI).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Diseno de vectores

Teniendo en cuenta que los reportes previos indican que Hev b 1 es una
proteina muy hidrofébica [Rihs HP, et al., 2000; Mark S. Dennis y David R. Light.
1989], la clonacién del gen que codifica para ésta se hizo en dos vectores de
expresion, pET32a y pMALc2X. En ambos casos la proteina clonada se produce
como proteina de fusion, con tiorredoxina en el caso de pET32a y con la proteina
de union a maltosa (MBP) en el caso de pMALc2X, proteinas que ayudan a la
solubilizaciéon de las proteinas que van unidas a ellas [Guan C, et al., 1998;
LaValliere E.R, et al 1993; Jeffrey D, et al., 2003].

En la Figura 3 se muestran en forma grafica las construcciones Trx-Hev b 1
y MBP-Hev b 1. Es importante mencionar que se incluyé en el disefio del
iniciador directo un sitio de corte para EK para que la proteina Hev b 1 se
obtuviera con su secuencia nativa y sin residuos adicionales en el extremo amino

terminal.

A)

EK Hev b 1

B)

[Tiorredoxina [His-Tag] EK | AMADIGSQ | EK [Hev b1

Figura 3. Construcciones para la expresion de Hev b 1. A)
Construccién correspondiente a la proteina de fusion MBP-Hev b 1, donde
MBP corresponde a proteina de union a maltosa y EK al sitio de corte para
enteroquinasa. B) Proteina de fusién Trx-Hev b 1, donde Trx corresponde
a Tiorredoxina, His-Tag a la secuencia de 6 histidinas y EK = sitio de corte
de enteroquinasa.

Amplificacion por PCR del gen de la proteina Hevb 1

El producto de la amplificacién realizada bajo las condiciones descritas en

la metodologia mostré una masa aproximado de 400 pb cuando se analizé en un
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gel de agarosa (Figura 4), que corresponde con la masa esperada de 414 pb.
Algo que llama la atencidon es que sélo se observd el amplificado en donde se
utilizd como molde cDNA de latex (cDNA-1) y no se observé amplificacion en el
cDNA de hoja (cDNA-h). Cabe mencionar que mediante analisis de Northern blot
se ha demostrado que los niveles de transcripcion de los genes implicados en la
biosintesis del latex, asi como de los implicados en la defensa de la planta son
mas altos en los conductos laticiferos que en las hojas. Muy probablemente esa
haya sido la razén por la cual no se observé amplificaciéon en las reacciones en
donde se utiliz6 cDNA de hoja (cDNA-h) [Anil Kush, et al., 1990].
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300 -

200 - | -
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Figura 4. Amplificacion del gen de Hev b 1. Los productos de PCR se
verificaron en un gel de agarosa al 1%. Carril 2, marcador de masa
molecular; carril 3 y 4, reaccién de PCR utilizando como molde cDNA-h;
carril 5 y 6 reaccién de PCR utilizando como molde cDNA-1.

Cabe mencionar que el cDNA-h utilizado como molde provenia de RNA
aislado de hojas maduras. Cuando se utilizé como molde cDNA sintetizado a
partir de RNA aislado de hojas jovenes, si se observd un amplificado que

corresponde al tamano esperado, sin embargo, la intensidad de la banda fue
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menor que la obtenida para las muestras procedentes de latex, (Figura. 5 carril
2) por lo que se tuvo que hacer una reamplificacion (Figura 5 carril 3) para
obtener suficiente amplificado y poderlo clonar. Estos resultados sugieren que la
expresion de este gen en hojas es menor que en latex, debido muy
probablemente a que Hev b 1 es necesario para la polimerizacion del hule a
partir del cis-isopreno presente en el latex. Este ultimo es producido en las
células laticiferas, en las que también se han observado los mayores niveles de
expresiéon de Hev b 1. Por lo tanto es l6gico observar una mayor expresién de
esta proteina en el latex que en las hojas, que poseen una menor cantidad de

estas células [Tomoki Sando, et al., 1990].

L]

(O B 0 3 S S
1
t

414-

Figura 5. Amplificacion del gen de Hev b 1 a partir de cDNA-h de
hojas jovenes. El producto de la reaccion de PCR se verificé en un gel de
agarosa al 1%, carril 1: marcador de masa molecular; carril 2: amplificado
de cDNA-h de hojas jovenes, carril 3: reamplificacién de 2 y carril 4:
amplificado de latex.
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Ligacion del gen de Hev b 1 en los vectores de expresion pMALc2X y
pET32a

El gen amplificado por PCR tanto de la muestra proveniente de hojas como
de latex se purifico utilizando el kit QIAquick PCR purification (Qiagen)
siguiendo las indicaciones del proveedor. Posteriormente el gen y los vectores
pMAIc2X o pET32a se cortaron con las enzimas de restriccion Eco R1 y Hind III,
la reaccion de restriccién se verifico mediante un gel de agarosa (Figura 6), para
corroborar el corte y la purificacién de los mismos, donde se observa en el carril
3 una banda con la masa correspondiente al vector pMALc2X de 6319pb, en el
carril 4 una banda correspondiente al gen Hev b 1 de 414pb y en el carril 5 el
vector pET32a en 5900pb. En un siguiente paso, el gen cortado y purificado se

ligo a los vectores utilizando la enzima T4 ligasa.
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Figura 6. Restriccion de vectores y gen de Hev b 1 con EcoR1 y
HindIII. La restriccion de los vectores y el gen de Hev b 1 se monitored
por gel de agarosa al 1%. 1, marcador de masa molecular; 2, gen de Hev b
1 amplificado de cDNA-l; 3, pMalc2X 4, gen de Hev b 1 amplificado de
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cDNA-h; 5, pET32a.
El producto de la reaccién de ligacion se utilizé para transformar células

competentes DHb5a. Los plasmidos purificados de las clonas obtenidas se
analizaron por reacciones de restriccién, la construcciéon Trx-Hev b 1 se corté
con las enzimas Xbal y Sacl. Si el plasmido pET32a tiene el gen de Hev b 1, se
deberian de ver dos bandas, una de 5353 pb y otra de 782 bp y si no tuviera el
inserto, se observaria una banda de 5353 bp y una de 547 bp (carril 10 de la
Figura 7a), en la Figura 7a se observa claramente que todas las clonas

analizadas tienen al gen ligado.

La construccién MBP-Hev b 1 se corté con las enzimas Dral y Sacl, si el
vector pMALc2X tiene el gen de Hev b 1 se espera obtener 4 bandas de 4907 pb,
1092 pb, 750 pb y 302 pb y de no tener el inserto se veria 3 bandas de 4907 pb,
1124 pb y 750 pb, (carril 7 de la Figura 7b). Como se aprecia en la Figura 7b 8
de las 10 clonas analizadas contienen el inserto de Hev b 1. Dos clonas de la
construcciéon MBP-Hev b 1 (1 y h), asi como dos clonas de la construccion Trx-Hev
b 1 (1 y h), se secuenciaron (Laragen, Inc) para corroborar la correcta ligacion
del gen de Hev b 1 en los plasmidos de expresioén, asi como la ausencia de
errores en la secuencia del gen. Se decidié realizar la extraccién del gen de Hev
b 1 de hojas y de latex, ya que en algunos grupos de trabajo, asi como en el
nuestro, se han obtenido diversas isoformas de los alérgenos [Chardin H, et al.,
2000; Anil Kush, et al., 1990; Martinez-Caballero, 2009], también se sabe que la
cantidad de los transcritos puede variar entre diversos tejidos [Keng-See Chow,
et al., 2007]. H. brasiliensis posee dos rutas de sintesis del mondémero precursor
del hule (isopentil difosfato, IDP); una es la ruta del, 2-C-metil-D-eritrol 4-fosfato
(MEP) y otra mediante el mevalonato (MVA) [Skilleter DN, et al (1971); Kekwick
RGO, et al., 1989]. Los trabajos realizados por Chye y Yortyot en 1992 y 2008
respectivamente, mencionan que existe una diferencia en la expresién de las
enzimas implicadas en estas rutas, tanto en diversos tejidos como en diferentes
edades de las plantas, mostrando asi que ciertas rutas pueden ser favorecidas en
diversos tejidos [Yortyot Seetang-Nun, et al., 2008; Chye ML, et al., 1992]. En el
latex la ruta del MVA es la mas frecuente, mientras que en hojas es la del MEP.

También se han observado cambios en la expresion de las proteinas relacionadas
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con estas rutas con la edad de las hojas (hojas maduras o jévenes), por lo que era
importante conocer si el gen de Hev b 1, implicado en la sintesis del hule, se
podria amplificar de igual manera de las hojas o del latex y sobre todo seria
importante analizar la posible presencia de isoformas. Asi mismo el equipo de
Keng-See Chow en 2007 reporté que entre las proteinas relacionadas con la
biosintesis del hule existen 9 secuencias codificantes para proteinas que se unen
a superficie de particulas de hule con masas moleculares de 7.9 a 27 kDa entre
las cuales se encontraban Hev b 1 y Hev b 3. Todas estas eran reconocidas por
anticuerpos antiHev b 1 y antiHev b 3. En este trabajo se descarto la posibilidad
de encontrar diferentes isoformas de Hev b 1, tanto en hojas jévenes o maduras
y en el latex y es importante mencionar que tanto la secuencia del gen obtenida

a partir de latex, como la secuencia proveniente de hojas jovenes y maduras fue

idéntica.
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Figura 7. Analisis por restriccion de las clonas obtenidas. A) Trx-Hev b 1
digeridas con Xbal y Sacl. Carriles: 2, Marcador de masa molecular; 3-8, clonas
con el gen Hev b 1 amplificado de cDNA-h; 9, marcador de masa molecular; 10,
plasmido pET32a; 11-16, clonas con el gen Hev b 1 amplificado de cDNA-I. B)
MBP-Hev b 1 digeridas con Dral y Sacl. Carriles: 1, Marcador de masa
molecular; 2-6, clonas con el gen Hev b 1 amplificado de cDNA-h; 7, pMALc2X
8 marcador de masa molecular; 9-13, clonas con el gen Hev b 1 amplificado de
cDNA-L
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Expresion de la proteina pMBP-Hev b 1

La expresiéon de esta proteina se hizo en las cepas BL21(DE3)pLysS,
genotipo: pLysS F- ompT gal dcm lon hsdSB(rB- mB-) ?(DE3) pLysS(cmR). Esta
cepa contiene el lisbgeno DE3 y el plasmido pLysS que de manera constitutiva
expresa niveles bajos de lisozima, la cual inhibe la expresién basal de la
polimerasa T7 mientras no haya agente inductor [Guan C, et al., 1998] CA41,
genotipo: F- ompT gal dcm hsdSB(rB- mB-)(DE3). Esta cepa deriva de
BL21(DE3) con la caracteristica de que posee una mutacion no caracterizada que
le confiere resistencia a la muerte celular asociada con la expresion de ciertas
proteinas recombinantes téxicas [LaValliere E.R, et al., 1993] En ambos casos se
observd la produccién de una proteina soluble alrededor de la masa molecular

esperada que es de 58.25 kDa, como se muestra en la Figura 8.
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Figura 8. Cinética de expresion de MBP-Hev b 1 en BL2 (DE3)
pLysS. Fraccion soluble del lisado celular, carril 1, marcador de masa
molecular; siguientes carriles, 0, 2, 4, 6, 8, 12 y 24 h. después de la
adicién de IPTG.

Sin embargo, cuando la proteina se purificé utilizando una columna de
amilosa y se sometié a un analisis de masas se obtuvo una masa de 57.85 kDa lo

que representa una diferencia de 0.39 kDa, lo cual indica que la proteina de

25



fusion no es la proteina esperada (Figura 9).
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Figura 9. Espectro de masas MALDI-TOF. La relacién masa/carga
obtenida para la proteina de fusién MBP-Hev b 1 fue de 57.85 kDa,
mientras que la masa esperada es de 58.25 kDa.

A pesar de haberse obtenido una secuencia de nucleétidos correcta, se
observé una diferencia de masa en la proteina obtenida respecto a la esperada,
esta diferencia podria ser atribuida a la pérdida de 3 6 4 aminoacidos. E. coli
posee una gran cantidad de proteasas que se encuentran localizadas en el
citoplasma, asi como en la membrana interna y externa [Baneyx, F, et al., 1992].
Podriamos especular que al ser expresada MBP-Hev b 1 de manera soluble quedd
expuesta al disolvente y por lo tanto a la accion de las proteasas. La
susceptibilidad a las proteasas estd relacionada con la secuencia de los
aminoacidos en las regiones amino y carboxilo terminal de la proteina
recombinante. En una busqueda sistematica de sefiales de reconocimiento para
las proteasas de Escherichia coli, Parsell y colaboradores en 1990 demostraron

que una proteina estable puede ser desestabilizada por la adiciéon de etiquetas
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consistentes en pentapéptidos no polaresen el extremo carboxilo terminal, por lo
que la presencia de este tipo de aminoacidos en el extremo carboxilo terminal de
Hev b 1 podrian propiciar una mayor cantidad de sitios para la degradacion de la
proteina reduciendo su tiempo de vida celular, en este caso Val, Phe, Tyr, Gly y
Asn. [Savvas C. Makrides, et al., 1996; Christophe Herman, et al., 1998]. Durante
la lisis celular se utilizo el fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), el cual es un
inhibidor de proteasas serinicas, para intentar disminuir la digestiéon de las
proteinas expresadas. PMSF no inhibe a todos los tipos de proteasas presentes
en el lisado celular, [James GT, et al., 1978], por lo que existe una gran
posibilidad de que la proteina pudiese ser parcialmente digerida y por lo tanto
observamos una masa menor. Como se mencionara mas adelante Trx-Hev b 1 se
expresd en cuerpos de inclusién y tuvo la masa correcta, muy posiblemente
debido a que la formacién de los cuerpos de inclusién protegieron a la proteina

hasta que ésta fue solubilizada.

Expresion de Trx-Hev b 1

Por otro lado, la expresién de la proteina Trx-Hev b 1 se realizé en las
cepas de expresién antes mencionadas, la presencia de la proteina se siguio por
SDS-PAGE y no se observd en la fraccién soluble del lisado celular (Figura 10a).
La proteina con una masa esperada de 33.29 kDa se observd en la fraccion
insoluble (Figura 10b) lo que indica, dado su caracter hidrofébico, la formacion
de cuerpos de inclusion. Cabe mencionar que se probaron diferentes condiciones
de expresion, en donde se vario la concentracién de IPTG y la temperatura de

incubacion y en todos los casos la proteina se obtuvo en la fraccién insoluble.
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Figura 10. Cinética de expresion de Trx-Hev b 1 en C41. La expresion
de la proteina Trx-Hev b 1 se siguié mediante SDS-PAGE al 12%. A)
Fraccion soluble del lisado celular, carril 1, marcador de masa molecular;
carriles, 2-9, 0, 2, 4, 6, 8, 12 y 24 h. después de la adicion de IPTG. Carril
10, marcador de masa molecular. B) Fraccion insoluble del lisado celular,
carril 1, marcador de masa molecular, carriles; 2-10, 2, 4, 6, 8, 12, 16, 20y
24 h después de la adicion de IPTG.

La comparacion entre las dos cepas de expresion mostré que habia una
mayor cantidad de proteina en la cepa C41, por lo que se decidié purificar a la
proteina utilizando esta cepa de expresion. La fracciéon insoluble del lisado
celular se lavé con diferentes concentraciones de Tween 20 (0.1 - 0.3%) y

finalmente se realiz6é un lavado con urea 8 M (Figura 11).

Durante los lavados con el detergente Tween 20, se observd que se podia
obtener a Hev b 1-Trx soluble, por lo que se trabajé con el lavado en el que se
observé la mayor pureza y cantidad de proteina. Estos resultados se muestran en

la Figura 11.
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1 2 3 4 56 7 8

Figura 11. Solubilizacion de Trx-Hev b 1. A través de SDS-PAGE se
siguio la solubilizacién de la proteina Trx-Hev b 1. Carriles: 1, marcador
de masa molecular; 2, Fraccién soluble del lisado celular; 3, fraccién
soluble del lavado de los cuerpos de inclusion con 0.1% Tween 20; 4,
fraccion soluble del lavado de los cuerpos de inclusién con 0.3% Tween
20; 5, fraccion soluble del segundo lavado de los cuerpos de inclusion con
0.3 % Tween 20; 6, Tercer lavado con 0.3 % Tween 20; 7, pellet; 8,
solubilizacion con urea 8M.

Existen varios mecanismos conocidos por los que los surfactantes
estabilizan las proteinas. Primero, los surfactantes no iénicos como el Tween
pueden proteger a las proteinas de la agregacién inducida por la interaccion
entre las regiones hidrofébicas en la superficie de las proteinas y, por lo tanto,
disminuir las interacciones moleculares como puentes de hidrogeno [Danny K
Chou, et al., 2005; Bam NB. et al., 1998]. Segundo, la unién de Tween 20 al
estado nativo de la proteina también puede minimizar la superficie de la
agregacion inducida por el aumento de la energia libre de la proteina desplegada
y finalmente, los tensoactivos no idnicos pueden actuar como chaperonas
quimicas, favoreciendo el replegamiento sobre la agregacién uniéndose
transitoriamente a moléculas de proteinas parcialmente plegadas y
obstaculizando estéricamente las interacciones intermoleculares que resultarian
en agregaciéon. [Danny K Chou, et al.,, 2005; Bam NB, et al.,, 1998]. Por estas

razones se probaron los detergentes Tween 20 y Triton X-100 y en ambos casos
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se observé la solubilizacion de Hev b 1 y por motivos practicos y para el

posterior corte con EK y los andlisis de DC, se decidi6 utilizar Tween 20.

Como se aprecia en la Figura 11 la proteina de fusién puede ser
solubilizada de cuerpos de inclusion, en presencia del detergente Tween 20, aun

sin la necesidad de utilizar un agente desnaturalizante.

La muestra obtenida del tercer lavado con 0.3 % Tween 20 (Figura 11,
carril 6) se purificO mediante una columna de afinidad Ni2+-NTA (GE,
Healthcare) previamente equilibrada con amortiguador. La elucion se realizdé con
amortiguador de union en el cual la concentracién de Imidazol se incremento a
300 mM. La purificacion de Trx-Hev b 1 se verificdé por SDS-PAGE tefiido con

azul de Coomassie (Figura 12).
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Figura 12. Purificacion de Trx-Hev b 1. Carriles 1, marcador de masa
molecular; 2, eluciéon 1 de la columna de niquel; 3, elucion 2.

El rendimiento de Trx-Hev b 1 se estimé en aproximadamente 70 mg por
litro de cultivo. El resultado de espectrofotometria de masas MALDI-TOF dio una
masa molecular experimental de 33.37 kDa muy cercana a la teérica de 33.29
kDa (Figura 13).
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Figura 13. Espectro de masas MALDI-TOF de Trx-Hev b 1. En matriz
de 4cido sinapinico.

Una vez purificada la proteina de fusién, ésta se escindi6 de la Trx
mediante la proteasa EK, para la cual primero se realiz6 una cinética de
digestion con diferentes concentraciones de la proteasa. En la Figura 14 se
muestran los resultados de este experimento donde se aprecia que con 0.1 U de
enzima la proteina de fusién desaparece y se observan tres bandas producto de
la digestion (Figura 14, carril 5). De acuerdo al esquema de la construcciéon Trx-
Hev b 1 (Figura 3b) después del corte con EK se espera obtener tres proteinas,
Trx con una masa molecular de 18.58 kDa, Hev b 1 con una masa molecular de
14.72 kDa y una tercera proteina con una digestién incompleta, es decir, sélo en
el primer sitio de corte de EK de 16.25 kDa. Se puede apreciar que con 1 U de

EK hay una protedlisis en un sitio no deseado (una unidad de enteroquinasa

corresponde a 190 unidades de activacién de tripsinogeno) Figura 14, carril 6.
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Figura 14. SDS-PAGE Cinética de digestion con enteroquinasa.
Carriles: 1, marcador de masa molecular; 2, proteina de fusion sin digerir;
3, fracciones obtenidas después de la digestion con enteroquinasa; 4 con
0.001 U;4,0.01U; 5,0.1U;6,conlU.

Para obtener la cantidad necesaria de proteina libre de proteina de fusion,
se digirieron 5 mg de Trx-Hev b 1 con 2.5 U de EK durante 16 h a 37°C. La
proteina se sometié nuevamente a una purificacién con cromatografia de
afinidad Ni2+-NTA para retirar a la proteina de fusion que no fué digerida, asi
como los fragmentos de tiorredoxina que se obtuvieron después de la digestion
con la EK. Finalmente la fraccién que no se pega a la columna se purificé por
cromatografia de fase reversa en un sistema de alta presion (RP HPLC)
utilizando una columna Zorbax 300SBC3 (Agilent) en un equipo Hewlett Packard

1100. El perfil de eluciéon se muestra en la Figura 15.
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Figura 15. Perfil de elucion de la cromatografia de fase reversa. A)
Muestra antes de la digestiéon. * Trx-Hev b 1. B) Muestra posterior a la
digestion. *Trx-Hev b 1, **Hev b 1.

La fraccién retenida a 35 min se colecté y se concentrd. La masa molecular
se determiné por espectrometria de masas MALDI-TOF. El espectro de masas
correspondiente se muestra en la Figura 16, donde se observa una fraccién con
una masa de 14.75 kDa que corresponde a la proteina Hev b 1 cuya masa
calculada es de 14.72 kDa, con una diferencia minima de 22 Da que se atribuyo a
la calibracion del espectrémetro. Asi mismo, se observé otra fracciéon con una
masa de 16.23 kDa, que corresponde a Hev b 1 més el fragmento de corte del
primer sitio de enteroquinasa, como se observa en la Figura 3. El péptido
AMADIGSEFDDDDK, se encuentra en la regién amino terminal y posee una masa
de 15.28 kDa, que junto con la masa de Hev b 1 proporciona la masa de la
fraccibon de menor tamano de 16.2 kDa. Este péptido representa
aproximadamente el 10% de la preparacién de Hev b 1. Por lo tanto se sugiere
modificar el gradiente de elucién en la purificacion por RP-HPLC para tratar de

separar estas dos proteinas y tener una muestra mas enriquecida de Hev b 1.
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Figura 16. Espectro de masas MALDI-TOF de Hev b 1. Espectro de la
proteina digerida purificada por cromatografia de alta resolucion en fase
reversa.

Dicroismo circular y prediccion de estructura terciaria

Con el fin de determinar si la proteina adopta algun tipo de plegamiento,
se obtuvo el espectro de dicroismo circular de Hev b 1 en la region del UV-Lejano
(190-260 nm). Como se menciond anteriormente, Hev bl es altamente
hidrofébica y se agrega facilmente en medios acuosos, por lo que se requirié
utilizar un disolvente para ayudar a su solubilizacién. Se utilizé una disolucién de
la proteina en agua:acetonitrilo 10% y una concentracion de 0.26 mg/mL. Cabe
mencionar que se probaron diversos amortiguadores y detergentes buscando el
mejor disolvente que pudiese permitir la medicién del espectro de la proteina sin
interferir con éste. Estas condiciones finalmente se encontraron cuando se uso la
mezcla (agua 90%, acetonitrilo 10%), que practicamente no tiene senal en el DC
y permite que la proteina se mantenga de forma estable y sin agregacién. El

espectro que muestra la relacion entre la elipticidad molar por residuo medio en
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funcion de la longitud de onda se presenta en la Figura 17; claramente se
observan 2 minimos centrados en 222 y otro en 208, caracteristicos de

estructuras donde predomina la hélice-a [Duward F, et al., 2004].

Y /
10 \

Omolar("cm?® /dmol)*10 °

-15 \H —

Longitud de onda nm

Figura 17. Espectro de dicroismo circular de Hev b 1. La muestra
analizada en UV lejano presentd una concentracion de 0.26 mg/mL en
agua:acetonitrilo al 10%.

Los datos obtenidos mediante dicroismo circular se sometieron a un
andlisis usando diversos programas para determinar la proporcion de

estructuras secundarias que conforman a la proteina.

Los datos que el programa SELCON3 [Sreerama N, et al., 1999] determind,
se muestran en la Tabla 2. Estos datos confirman un contenido de estructura

predominantemente hélice a para este alérgeno.

Tabla 2. Contenido de estructuras secundarias determinado por el
programa SELCON3

Tipo de | Hélice o Hebra B Giro B Poliprolina | Desestructurado
estructura
Porcentaje | 84.7 0.2 5.5 2 9.1
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Estos datos confirman un contenido de estructura secundaria

predominante de hélice a para este alérgeno.

Por otra parte, la estructura primaria de Hev b 1 se sometié a varios
andalisis en servidores de bioinformatica para poder estimar su estructura
secundaria y terciaria. La estructura secundaria fue predicha por el servidor
XtalPred [Slabinski, L, et al., 2007(1); Slabinski, L, et al., 2007(2)] el resultado
obtenido se muestra en la Figura 18.

1...*...10....*%...20....*...30....*...40....*%...50
MAEDEDNQQGQGEGLKYLGFVQDAATYAVTTFSNVYLFAKDKSGPLQPGV
cee* o600 70 080000 F L0900, .*..100
DI 1EGPVKNVAVPLYNRFSY IPNGALKFVDSTVVASVT I I1DRSLPPIVKD
e ..110. 0 0*0 0120000 0701300 L
AS1QVVSAIRAAPEAARSLASSLPGQTKILAKVFYGEN

Figura 18. Prediccion de estructura secundaria usando el servidor
XtalPred. En rojo se muestra la estructura hélice a, en negro asa, en azul
hebras B y en subrayado estructura desordenada.

Los resultados obtenidos usando este servidor arrojaron la siguiente
informacion: 80% hélice a, 15% de asa, 4% de hebra B y 13% de estructura
desordenada. Estos datos son muy semejantes a los datos experimentales
obtenidos mediante la técnica de dicroismo circular (una diferencia aproximada
de 4.1%).

Modelado tridimensional

Para obtener un modelo tridimensional se usaron varios servidores que
utilizan estructuras tridimensionales experimentales que son similares en

secuencia pero la mayoria no logré predecir una, ya que a la fecha practicamente
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no existen estructuras tridimensionales de proteinas que presenten una
identidad alta con Hev b 1 en el Banco de Datos de Proteinas (PDB). Utilizando el
servidor de CPHmodels-3.0 Server de la Technical University of Denmark
(http://'www.cbs.dtu.dk), se logré obtener un modelo tridimensional de la
estructura de Hev b 1. Este servidor utiliza también modelos homologos, pero se
basa en un alineamiento previo de la estructura secundaria, asi como en la
identificacién de los residuos que estan expuestos al disolvente, Figuras 19, 20A
y 20B.

Figura 19. Representacion de liston de la estructura tridimensional
de Hev b 1. La estructura se obtuvo con el servidor de CPHmodels-3.0
Server de la Technical University of Denmark. En color azul se muestra el
extremo amino terminal y en rojo el carboxilo terminal.

37



C.

20 40 60

| | |

Hevb1l MAEDEDNQQGQGEGLKYLGFVQDAATYAVTTFSNVYLFAKDKSGPLQPGVDIIEGPVKNVY
SID 100 120

| |

Hevb1l AVPLYNRFSY IPNGALKFVDSTVVASVTI IDRSLPPIVKDASIQVVSAIRAAPEAARSLA

Figura 20. Representacion de la estructura tridimensional de Hev b
1 y su secuencia de aminoacidos. A) Modelo tridimensional en
representaciéon de listébn. B) Modelo de superficie. C) Secuencia de
aminodcidos. Se marcan las regiones alergénicas/antigénicas segun M.
Raulf- Heimsoth y colaboradores, en color morado y en verde el epitopo
conformacional, que sé6lo es reconocido por IgE’s de suero de pacientes.
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En el modelo tridimensional de la Figura 20 A. Podemos observar que el
primer epitopo (en color verde), a partir del extremo amino-terminal se
encuentra en la regién central de una a hélice y una parte en la region
desestructurada que incluye a los aminoacidos Tyr17 y Phe?? expuestos al
disolvente, mientras que el segundo epitopo (en violeta) se encuentra en la

segunda hélice, con los aminoéacidos Lys” e Ile'®

como los méas expuestos al
disolvente. En el modelo de superficie de la Figura 20 B. Se observa que ambos
epitopos se encuentran muy cercanos, por lo que se puede especular que toda
esta region es un epitopo conformacional que posee capacidad de unién a

anticuerpos IgE.

Otra regién no mostrada en el modelo debido a que corresponde a una
estructura que no presenta homologia con ningin modelo actual y que
seguramente estd desestructurada, se encuentra esencialmente en la region
carboxilo terminal [Chen, Z, et al., 1996]. Los aminodcidos que quedarian
expuestos de la region PGQTKILAKVFY, descrita en la introduccién, serian
esencialmente los que podrian ser reconocidos por las inmunoglobulinas de Tipo
I. Segun los reportes de Chen, Z y colaboradores en 1996, estos aminodacidos

serian P13, G1#y y'34,

La puntuacién del modelo (Z-Score) fue de 4.1, lo que indica que el modelo
puede ser variable, en una escala de 1 a 10 donde 10 seria un modelo idéntico y
1 un modelo con muy baja similitud, por lo que el modelo podria tener

variaciones respecto a una estructura cristalografica.

La proteina modelo que utilizé el servidor fue la estructura cristalografica
de la cadena C de la proteina chaperona prefoldina de Pyrococcus horikoshii OT3
(PhCPN), PDB (2ZDI), la cual tiene un 24 % de identidad con Hev b 1 como se

muestra en la Figura 21.
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Query: 1  EDEDNQQGQGEGLKYL----GFVQDAATYAVTTFSNVYLFAKDKSG------ PLQPGV-- 60
Templ: 1  KLAYEYQVLQAQAQILAQNLELLNLAKAEVQTVRETLENLKK IEEEKPEILVPIGAGSFL 60

Query: 61 -DINEGPVKNVAVPLYNRFSY IPN-GALKFVDSTVVASVTIIDRSLPPIVKDASIQVVSA 120
Templ: 61 KGVIVDKNNAIVSVGSGYAVERSIDEAISFLEKRLKEYDEAIKK-TQGALAELEKRIGEV 120

Query: 121 IRAAPEAARSLASS 134
Templ: 121 ARKAQEVQQKQSMT 134

Figura 21. Alineamiento de secuencias de chaperona prefoldina de
Pyrococcus horikoshii OT3 (Templ) y Hev b 1 (Query).

En el modelo mostrado en la Figura 19, se puede apreciar que la proteina
Hev b 1 presenta fundamentalmente hélice a, como también lo habia predicho el
servidor para estructura secundaria el espectro de DC observandose un motivo
hélice-asa-hélice, caracteristico de proteinas de membrana, asi como un par de
pequenas hebras PB. Es importante hacer notar que uno de los parametros
obtenidos por los servidores http://jcmm.burnham.org/,
http://services.mbi.ucla.edu/ y http://pepcalc.com/ fue la hidrofobicidad de la
proteina obteniéndose un valor de 34% de aminoacidos hidrofébicos contra un
19% de hidrofilicos. Estos resultados permiten explicar la formacién de cuerpos

de inclusién, asi como la separacion exitosa con la columna de fase reversa.
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Figura 22. Superposicion del modelo de Hev b 1y la prefoldina de
Pyrococcus horikoshii. En rojo se mestra a Hev b 1 y en azul a la
prefoldina, en lila y morado se muestran otras hélices de la prefoldina.

PhCPN de Pyrococcus horikoshii y Hevb 1

La chaperonina prefoldina (PhCPN) de la arquea termofila Pyrococcus
horikoshii OT3, es un homo oligdémero que posee una estructura de doble anillo
la cual protege las proteinas de la agregacién térmica mediante su actividad
como chaperona. Las chaperonas moleculares son proteinas ubicuas necesarias
para el correcto plegamiento, ensamblaje, transporte y degradacion de las
proteinas. Las chaperoninas son complejos de 7 a 9 miembros de anillos dobles
de 800-1000kDa, que capturan a las proteinas no nativas en una cavidad central
que promueve el correcto plegamiento de forma dependiente de ATP. PhCPN se
compone de un conjunto de dos barriles B con seis hélices a sobresaliendo de
ellas, las regiones distales de las hélices a exponen parches hidrofébicos que son
necesarios para la unién multivalente de las proteinas no nativas. La forma de

accion de las PhCPN es mediante la estabilizacion de las proteinas
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desnaturalizadas mediante la interaccion de éstas con las puntas de los
“tentdculos” que posee en los extremos de las hélices o para posteriormente
estabilizar y liberar a las proteinas desnaturalizadas dentro de la cavidad de las

chaperoninas (Hsp60) [Jaime Martin-Benito, et al., 2007].

Con base en los antecedentes, en los resultados obtenidos en los
experimentos, asi como al modelo obtenido basado en la homologia estructural
con la chaperonina prefoldina de la arquea termofila de Pyrococcus horikoshii, se
puede especular un poco sobre la funcién de Hev b 1 en el latex del arbol de H.
brasiliensis. Como se menciono en la introduccion, existen reportes que indican
que Hev b 1 es un conector entre las particulas de hule y la enzima
preniltransferasa. Al analizar el modelo tridimensional obtenido por homologia y
tomando en cuenta las caracteristicas que posee la proteina chaperona que nos
proporcioné el molde para el modelo podriamos proponer la posibilidad de que
Hev b 1 se encontrara implicada en el correcto plegamiento o en la activacion de
la preniltransferasa. Esta propuesta se basa en la alta homologia estructural
entre Hev b 1 y la chaperona prefoldina (PhCPN) (figura 22) y en los reportes
que demuestran que la enzima preniltransferasa pierde su actividad en ausencia
de Hev b 1 [Mark S. Dennis y David R. Light. 1989]. También, como se comenté
en la introduccién, se ha especulado sobre la posibilidad de que Hev b 1 se
encuentre formando complejos oligoméricos tetraméricos [Chardin H, et al.,
2000; Anil Kush, et al., 1990], lo que estaria apoyado por la similitud con PhCPN
la cual forma complejos para realizar su funcién de chaperona. Por Ilo
anteriormente expuesto proponemos que Hev b 1 podria formar un oligdémero
que se ancle sobre las particulas de hule y por otro lado sostener y/o estabilizar
mediante las hélices a al complejo formado por la preniltransferasa y otras
proteinas permitiendo que éstas adopten la estructura correcta para que la
enzima pueda realizar su funcién de polimerizacién del cis-isopreno durante la
sintesis del hule natural, en la Figura 23 se muestra una posible representacion

del tetramero.
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Figura 23. Modelo de la posible oligomerizacion del tetramero de

Hev b 1.
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CONCLUSIONES

La secuencia de nucleotidos del gen Hev b 1 obtenidos en hoja y en latex
es idéntica, observandose una mayor expresion en el latex, mientras que en hojas

maduras no se observo expresion.

El vector pET 32a y la cepa E. coli C41 fueron eficientes en la
transformacion y la sobre-expresion de la proteina Hev b 1, obteniéndose una
proteina de fusion (Trx-Hev b1l) que tiende a formar cuerpos de inclusiéon con un
rendimiento de aproximadamente 72 mg de proteina de fusién por litro de

cultivo (aproximadamente 36 mg de Hev b 1 por litro de cultivo).

La proteina puede recuperarse de los cuerpos de inclusion utilizando
detergentes (Tritén X-100 y Tween 20) y obtenerse bastante pura, sin necesidad

de utilizar agentes desnaturalizantes.

Se logré purificar a la proteina mediante técnicas cromatograficas y
liberarla de la proteina de fusién con la enzima EK, verificAandose mediante
espectrometria de masas que la masa molecular de Hev b 1 coincide con el valor
teorico de 14.7kDa.

La proteina se comporta conforme a la predicciéon de los servidores siendo

muy hidrofébica y presentando poca solubilidad.
Se determinaron las condiciones de mayor estabilidad para las proteinas
de fusion y Hev b 1 pura, que fueron. Tris-HCI, pH 8.0, NaCl 300 mM y Tween 20

al 0.1%.

Mediante técnicas dicroismo circular se observé que Hev b 1 presenta en

su estructura secundaria un alto contenido de hélice a.

La comparacion del modelo tridimensional por homologia de Hev b 1, asi
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como las predicciones en los servidores bioinformaticos coincidieron con los
resultados obtenidos por dicroismo circular, mostrando que la proteina exhibe

mas del 80% de estructura helicoidal.

Mediante el modelo tridimensional obtenido se puede proponer que en los
epitopos determinados por M. Raulf- Heimsoth et al, los aminoacidos mas
importantes para la alergenicidad, debido a su exposicion al disolvente, serian
los aminoacidos Tyr17 y Phe?®, mientras que en el segundo epitopo serian los
aminodacidos Ly‘s99 e I1e'%. Ademés se puede sugerir que Hev b 1 puede
funcionar como una chaperonina, que podria ayudar al plegado correcto del

complejo de la preniltransferasa.
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PERSPECTIVAS

1. Expresion del alérgeno rHev b 1 sin proteina de fusién en cuerpos de

inclusién y recuperacién mediante detergente.

2. Andlisis de parametros bioquimicos de rHev b 1, asi como realizar pruebas

de dispersién dindmica de luz para determinar la presencia de oligémeros.

3. Extraer y purificar Hev b 1 de latex para realizar ensayos comparativos con
rHev b 1.

4. Realizar ensayos de ELISA con IgEs de suero de pacientes para corroborar
la alergenicidad de rHev b 1 y comparar con respecto a la proteina
silvestre.

5. Obtener un anticuerpo monoclonal para rHev b 1.

6. Realizar pruebas de cristalizacion.

7. Si se obtienen cristales adecuados caracterizarlos por técnicas de

difracciéon de rayos X y obtener la estructura terciaria.

8. Realizar ensayos de interaccion con la preniltransferasa recombinante.
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APENDICE

Secuencia de nucleotidos y aminoacidos de Hevb 1

Hevea brasiliensis mRNA for rubber elongation factor

X56535 mRNA. Translation: CAA39880.1.

LOCUS

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

61
121

Xb56535

ttttgatctt
aacaagggca
ctgtgactac
ctggtgtcga
tcagttatat
ctattataga
caattcgagc
agatacttgc
aactaagcaa
ctcatcctga
ttttgaatat
acataaattt

maedednqgqg
avplynrfsy
sslpgqgtkil

ccatttttgc
gggggagggg
cttctcaaac
tatcattgag
tcccaatgga
tcgctctett
tgccccagaa
taaggtgttt
gttaatgata
gtgttgagac
tcataatgag
cgtgattgag

ggeglkylgf
ipngalkfvd
akvfygen

681 bp mRNA

aaaaggaaat
ttaaaatatt
gtctatcttt
ggtccggtga
gctctcaagt
cccccaattg
gctgctcgtt
tatggagaga
tgctcaagaa
tatgttttcy
aataaagggc
t

vgdaatyavt
stvvasvtii

linear

cttcgattat
tgggttttgt
ttgccaaaga
agaacgtggc
ttgtagacag
tcaaggacgc
ctctggcttc
attgagcccc
tatatatcta
tttgaatatt
caattgaatt

tfsnvylfak
drslppivkd

ggctgaagac
gcaagacgcg
caaatctggt
tgtacctctc
cacggttgtt
atctatccaa
ttctttgect
aatttgcacc
ttgtgagctt
atactgtgtt
attggccaat

dksgplgpgv
asiqvvsair

gaagacaacc
gcaacttatg
ccactgcagc
tataataggt
gcatctgtca
gttgtttcag
gggcagacca
aattgcttcc
tttttatgtt
ttattatgtg
atgtaatgat

diiegpvknv
aapeaarsla

Oligonucleoétidos utilizados para la amplificacion del gen de Hev b 1

Eco RI sitio de enteroquinasa

5" CTGAATTCGACGACGACGACAAGATGGCTGAAGACGAAGACAACCAACAAGGGCAGGGGGAGGGGTTA 3!

Directo

Hind III Stop

5' GCAAGCTTTCAATTCTCTCCATAAAACACCTTAGC 3

Reverso
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Sitios de corte utilizados en la insercion del gen de Hev b 1 en los
vectores pMALc2X y pET32a

5. GAATTC... % 5. AAGCTT...&
EcoRI & ..CTTAAG... & Hind III 3. . TTCGAA. &
Mapas de los vectores utilizados en la clonacion
Vector pMAL- c2X utilizado en la clonacion del gen hev b 1.
Hacl 6621 Mlul 431
ROP lacl
PGEX_J_primer PsplMl &38
BstZ171 5821 Apal 642
e
- .
)F" Ecolv 881
4 Hoal 37
EzsI 1070
Marl 1071
SFol 1072
F‘l:ll Sﬁ I':-.!I::_:r:n-—'|=r
pBAIZZ_origin 3_plil_rev_primer
W el 1526
BEAE bp
Masl 4TS
HaaMIV 4703 B=iWI 1818
Fi_n:r:i.-g:i.n BglI1 18487
Zwal 4377
o 1 e
2030
il 2695
smHI ZT01
B Wesl Z707
1l =all Z713
=BFl ZTE3
Fstl ZTE3
HirmedIII ZTZ7
o M13_ForwardsD_primer
Ampicillin M13_ pliC_Fied  primer
Scal 3724 la=Z A
fAmpR_promater B I e —
plrcHis rév primer
il terminstor
B_T1_terminator
E_TZ_terminator
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Vector pET 32 utilizado en la clonacion del Gen Hev b 1.

Ava li158)
Xho l(158)
Eag li168)
Not l{166)
Hind l{473)
Sal lj179)
Sac l190)
EcoR l{192)
BamH li12g)
EcoR V(206)
Nco liz12)

Bal lii241)
Kpn 1{238)
MNsp Vi2es)
Msc lias1)

Resr ll(589)
trxq
f.
3%‘;

Xba li729)
et

Bpu1102 l80)

Dra lll{s658)

A 1340
Sca l(4985) SgrA 1(s40)

Pvu l(4aas) Sph liass)
), EcoN l{1056)
Pst li4780) é’? ———
(1 1]

Bsa lias7s)
Eam1105 L4357

pET-32a(+)

(5900bp)

Bel li153s)

AlwN l(4038)
BssH lii1a32)

Hpa lizo27)

BspLU11 l(3s22)
Sap l(3506)

Bst1107 I33a3)

Th111 I3367)

Psp5 llj2623)

BspG l{3148)
M., lac operator Xbal _ rbs
TAATAC GACTCACTATAGGEGAATTGTRAGCGCATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGA
Tre=Tag Msc| His+Tag

TATACATATGAGC. . . 318bp. . CTGRCCGETTCTRETTCTGG CCATATGCACCATCATCATCATCATTCTTCTGGTCTGRTGCCACGERETTLT
MetSer 1 '...LuuﬂluClySerElySurElyHlSH%LPlSHJSH|§géiﬂisﬂ|ESEPSEFC|yLauVU|P"UAquIySUr
. rimer -
S-Tag NspV 57120 %am Kpnl thrombin '
GOTATCAAAGAAACCGCTGLTGCTAAATTCGAAC GLCAGCACATGRACAGCCC AGATCTEGE TACCGACGACGACGACAAG
GlyMatlysGluThrdlaAlablal ysPhellulrgGinHisMatAspSerProfspleul| yThrAsphAspAsphspl ys
ey
pET-32a(+) Eagl Aval 7

_Ncol EcoRY BamH| EcoR| Sacl  Sall Hindlll _Nofl =~ Xhol iTog
GCCATGGCTGATATC GRATCCGAAT TCRARCTCL GTCEACAAGC TTECGGCCGCACTCEGAGC ACCACCACCACCACCACTRAGATCCGGECTGLTAA
AloMetAladspl leGlySerGluPhebluloudrghrgs Al olysGlyArgThrArghl oProProProProProleuArgSerG |yl ysEnd

enterokinase

GCCATGGLGATATCGGATCCGAATTCGAGLTCCGTCGACAAGCT TGCGECCREACTCGAGCACCACCACCACCACCACTRAGATCCGRETGETAA pET-32b(+
AloMetalol |leSerAspProdsnSerSerSerVol Asplysleul ot |lob| oleuGluHisHIisHIsH I sH I sHIsEnd

GCCATGGEATATCTETRRATCCGAATTCEAGCTCCATCRACAAGCTTRCRGECC GCACTCRAGCACCACCACCACCACCACTRAGATCCERE TRCTAA pET-32a(+
AloMetGlyTyrleuTrpl ledrgl ladrgh loProSerThrSerLeubrgProlisSerSarThrThrThrThrThrThrGlul lgArgl euleuThr

CAAMGC CCRARAGGAAGCTEAGTTGGCTGCTRCC ACCGCTGAGE AATAACTAGCATAMCCCC TTRRGRCCTC TAAACGRATCTTGAGGRGTTTTTTG
LysProfluArglysleuSerTrpleul euProProl eufer AsnAsnEnd

"*
T Iermmatqr primer #6933?—.’5 :
PET-32a-c(+) cloning/expression region




Condiciones para la reaccion de PCR en la amplificacion del gen Hev b 1

Enzima polimerasa 0.2pul

Buffer Phusion 5X 4ul

cDNA 2ul

dNTP's  25mM 7.5ul

Oligo Fwr 1ul 100pmol = 0.1nmol
Oligo Rvs 1ul 100pmol = 0.1nmol
H20 8.15ul

Rxn total 21.85ul

La reaccion se llevd a cabo en un termociclador (TC-512, TECHNE)

Temperatura de reaccién de la amplificacion:

Desnaturalizacion 98°C / 5 min
Desnaturalizacién 98°C/ 20s
Templado 55°C/30s x 30
Extensién 72°C/ 15s
Extensién final 72°C/ 5 min
Hold 5°C
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Secuenciacion del producto obtenido del gen amplificado por PCR vy

clonado en el vector pET 32a (secuenciacion Laragen, Inc)

20 A
| |
G1T7termm NNNMNNMNNCTCNTTCGGGCTTTGTTAGCAGCCGGATCTCAGTGGTGGTGGTGGTGG
Xhol Hinglll

BO 100

&0
I ] | |
G1T7term TGdTCGhGTGCGGC CG CﬁlﬁGCTTT CAATTCTCTCCATAAAACACCTTAGCAAGTATC

120 140 160
| I |

GlT7term TTGGTCTGCCCAGGCAAAGAAGAAGCCAGAGAACGAGCAGCTTCTGGGGCAGCTCGA

180 200 220
I I |
GlT7term ATTGCTGAAACAACTTIGGATAGATGCGTCCTTGACAATTGGGGGAAGAGAGCGATCT

2 TQ ?T-I:I ?TED

GlT7term ATAATAGTGACAGATGCAACAACCGTGCTGTCTACAAACTTGAGAGCTCCATTGGGA

300 320 340
I I I
G1T7term ATATAACTGAACCTATTATAGAGAGGTACAGCCACGTTCTTCACCGGACCCTCAATG
EcoRV Psti
360 IBD

w | w |
G1T7term ATIATCGACACCAGGCTGCAGTGGACCAGATTTGTCTTTGGCAAAAAGATAGACGTTT

4040 420 440
| | |

G1T7term GAGAAGGTAGTCACAGCATAAGTTGCCGCGTCTTGCACAAAACCCAAATATTTTAAC

EcoRl
460 480 500 ~
G1T7term ECC'IFCCCCETGECCTTGTTGGTT{ISTCTTCGTCTTCAGCCATCT'ITGTEGTCGTCGTC(;
EcoRl] [BamHi| [EcoRV] Bglll
L ] 540 560

d Y ] | | ’
G1T7term WBATTCOIGATCCGATRAT CAGCCATGGCCTTGTCGTCGTCGTCGGTAECC&GATCTGGG
Th .Y F-3 —

580 600 620
| | |

GlT7term CTGTCHNNTGTGCTGGCGTTCGAATTTAGCAGCANCGGTTTTCTTTCATACCAGAACC

G1lT7term GCGTGNNNCN



Traduccion de la secuenciacion

G1T7term translation frame -

G1T7term translation frame -

G1T7term translation frame -

G1T7term translation frame -

G1T7term translation frame -

20 a0

| |
XKHAVLV " KKTXAAKFERQHXDSPDLGTDDDDKAMAD I GSEFDDDDKMAEDED

GIC- Eil{.' ll'I!IZI
NOOQGOGEGLKY LGFVODAATYAVTTFSNVYLFAKDKSGPLQPGVDI | EGPVK
120 140
I |
NVAVPLYNRFSY | PNGALKFVDSTVVASVTI IDRSLPPIVKDASIQVVSAIR
1?-3' ].EI 1y 2 ?0

AAPEAARSLASSLPGOTKI LAKVFYGEN"KLAAALEHHHHHH " DPAANKARX

XKX

Sonicacion realizada para la lisis celular

Potencia 4 por 10 segundos 10 veces con descanso de 1 min entre cada

sonicacion de la muestra.

Buffer de lisis

-50mM Tris-HCI (pH8)

-1lmM EDTA
-200mM NaC(Cl

Buffer de lavado

-50mM Tris-HCI (pH8)

-1lmM EDTA
-300mM NacCl

-0.1 %(v/v) Tween 20
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